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Resumen

La jerdostatina es una desintegrina corta con motivo RTS que fue descubierta a partir de
una libreria de ADNc de la glandula de veneno de Protfobothrops jerdonii. Su motivo de
union RTS (Arg, Thr, Ser) le permite reconocer especificamente a la integrina a1p1,
bloqueando su interaccion con el colageno IV de la membrana basal. Como receptor del
colageno, la integrina a1B1 media la adhesion y migracion celular, por lo que la jerdostatina
se ha propuesto como un potencial agente antiangiogénico y antitumoral. Sin embargo,
hasta ahora no se habian realizado ensayos en células del sistema inmune.

Las células dendriticas, son las células presentadoras de antigeno por excelencia. Ademas
de actuar como células centinelas, son fundamentales para la activacién de linfocitos T
virgenes, activando y dirigiendo la respuesta inmune adaptativa, pero también son las
encargadas de mediar la tolerancia inmunoldgica. a presente tesis de Maestria tuvo como
objetivo la produccidon recombinante de la jerdostatina y evaluar su posible efecto
inmunomodulador sobre la maduracion y activacion de las células dendriticas, con el fin de
avanzar en la investigacion de su posible aplicacién terapéutica.

Durante el desarrollo de esta Maestria se logré expresar la jerdostatina en E. coli, como
proteina de fusién, que luego fue escindida por protedlisis. Se obtuvo un rendimiento de
0,56 mg/L de cultivo, un valor esperado segun lo reportado en la literatura. Mediante
inmunoensayos se comprobd que la jerdostatina recombinante fue capaz de unirse a su
ligando, la integrina a1B1. Sin embargo no pudimos confirmar su capacidad de bloquear la
union entre la integrina a1B1 y el colageno IV.

Al evaluar su potencial inmunomodulador, la jerdostatina recombinante demostrd la
capacidad de inhibir la expresion de las moléculas coestimuladoras CD40 y CD86, ademas
de MHCII y citoquinas proinflamatorias inducidas por ligandos de TLR, en células
dendriticas. Por lo tanto, nuestros resultados indican que la jerdostatina inhibe la
maduracion de las células dendriticas en las condiciones estudiadas.

Este trabajo revela entonces, un nuevo efecto de la jerdostatina, en vistas de su potencial

aplicacion como agente terapéutico.
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1. Introduccion

1.1 Venenos de serpiente como fuente de moléculas bioactivas

1.1.1  Veneno de serpiente: composicion y utilidad

Las serpientes son animales vertebrados saurdpsidos, cuyas principales caracteristicas son
el cuerpo cubierto de escamas y la ausencia de patas '. Si bien este orden cuenta con
numerosas familias, solo algunas de ellas son venenosas: Viperidae, que incluye a las
serpientes de cascabel y “viboras” como la “crucera”; Elapidae, donde se encuentran las
serpientes de coral, las cobras y las mambas, entre otras; y Colubridae (las culebras) una
extensa familia de serpientes que no suelen ser de importancia médica, pero con
ejemplares que si son peligrosos para el hombre '. Los venenos de serpiente son mezclas
de diversas moléculas, principalmente péptidos y proteinas, que tienen por finalidad
inmovilizar y/o matar a la presa 2.

Estos compuestos son el resultado de millones de afios de evolucién por presion selectiva y
seleccion natural. Si bien los venenos pueden variar en composicion, sus funciones estan
dirigidas a interferir con los procesos bioldgicos que hacen posible la vida de la victima, no
siempre con resultados fatales 2.

La composicién del veneno de estos reptiles varia no sélo segun la especie, sino también
entre los ejemplares de una misma especie, segun dieta y otros factores ®. No obstante, la
proteémica ha demostrado que los grupos predominantes son; las fosfolipasas A2 (PLA,),
seguidas por las metaloproteasas (SVMP), las toxinas de tres dedos (3FTx) y las
serinoproteasas (SVSP) 23. Ademas de las cuatro mencionadas, existen otras familias que
le siguen en preponderancia; L-aminooxidasas (LAAQO), proteinas ricas en cisteinas
(CRIiSP), lectinas tipo C (CTL), las desintegrinas (DIS), los péptidos kunitz (KUN) y los
péptidos natriuréticos (NP) 4. Ademas de como varia la presencia y abundancia de estas
familias de toxinas en el veneno, las diferentes proteinas pueden presentar diversas
isoformas que generan mas versatilidad a los efectos biolégicos que puedan causar estos
compuestos **.

La presencia y representacion de las distintas proteinas es lo que determina el efecto
fisiopatoldgico que el veneno tendra en un organismo 2. En base a esto se pueden clasificar
los venenos como hemorragico, miotdxico, citotdoxico o neurotdxico, segun sus principales
blancos moleculares 2*. Los venenos hemorragicos atacan principalmente el sistema
cardiovascular. Los miotdxicos destruyen el musculo esquelético. Aquellos que interfieren
predominantemente con la fisiologia celular son los citotoxicos. Por ultimo, si afectan las

neuronas motoras de la unidon neuromuscular, entonces es un veneno neurotoxico 4.
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Es asi que, gracias a su variada composicion de péptidos y proteinas, los venenos pueden
constituir bibliotecas de compuestos moleculares donde cada una de estas moléculas tiene
uno o0 mas blancos especificos, lo que las convierte en potenciales herramientas
biotecnoldgicas **°. A partir del estudio de los venenos de serpiente, se ha logrado aislar
diversos componentes activos de los venenos de serpiente, utilizandolos para el estudio y
desarrollo de herramientas moleculares y para el diagnéstico y tratamiento de diversas
patologias, como la hipertensién o el cancer *°. Como ejemplo, a partir del veneno de
Bothrops jararaca se desarrollé el Captopril, una droga utilizada para tratar la hipertension
3% Fue la primera droga aprobada por la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA) y la Asociacién Europea de Medicamentos (EMA), basada en un componente
bioactivo del veneno de serpiente, en los afios 80 *°. Existen otros farmacos aprobados
para el tratamiento de sindromes coronarios agudos, como Tirofiban y Eptifibatida, basados

en Echistatina y Barbourina, dos péptidos de la familia de las desintegrinas, entre otros 3°.

1.1.2 Desintegrinas: definicion, estructura y funciones bioldgicas

Los vipéridos comprenden las especies de serpientes mas avanzadas evolutivamente, con
un sistema de inyeccion del veneno a través de glifos méviles y especializados, similares a
agujas hipodérmicas '. El veneno de esta familia se caracteriza principalmente por la
presencia de metaloproteasas del veneno de serpiente (SVMPs por sus siglas en inglés).
Estas enzimas son dependientes de Zn?* y se conforman por varios dominios estructurales
como, el dominio N-terminal, que se trata de un propéptido, el dominio metaloproteasa
donde se encuentra el sitio de unién al cation Zn?*, seguido del dominio desintegrina que
posee secuencias especificas (RGD o KGD) que permite la union a integrinas y finalmente
un dominio C-terminal que es rico en cisteinas #*5.

La clasificacion de las SVMP depende del nimero de dominios que la conformen: P-l a P-IlI
356 Las PI consisten Unicamente del dominio metaloproteasa, las Pll presentan el dominio
metaloproteasa junto con el dominio desintegrina en su extremo C-terminal. En cuanto a las
Plll, ademas de los dominios metaloproteasa y desintegrina también contienen el dominio
rico en cisteinas °.

Las desintegrinas como tales, fueron descritas a finales de los afios 80 como potentes
inhibidores plaquetarios, a partir de la purificaciéon de una pequena proteina sin actividad
enzimatica del veneno de Trimeresurus gramineus 5'. Esta familia estd compuesta por
polipéptidos de entre 40 y 80 aminoacidos y presentan bajo peso molecular, rondando entre

los 4 y los 16 kDa. No poseen actividad enzimatica y su estructura esta fuertemente
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determinada por enlaces disulfuro, presentando un nimero variable de enlaces segun su

tamarnio, lo que sirve como elemento clasificatorio .

La clasificacion dentro de la familia desintegrina depende principalmente de su estructura; si
son monomeros o dimeros. Las monoméricas se subdividen en tres categorias en funcién
del largo de su cadena aminoacidica (cortas, medianas o largas), mientras que las
diméricas se subdividen en homodimeros o heterodiméricas (Figura 1) ®’. Las desintegrinas
cortas rondan entre 40 y 49 aminoacidos y forman 4 enlaces disulfuro. Si se componen de
~70 residuos y 6 enlaces disulfuro, son desintegrinas medianas. En cuanto a las
desintegrinas largas, estas constan de ~84 residuos aminoacidos y forman 7 enlaces
disulfuro ®’. Por otro lado, las desintegrinas diméricas consisten en 2 subunidades de 67
aminoacidos y 10 enlaces disulfuro por cada subunidad, formando 4 enlaces intracatenarios
y 2 intercatenarios, uniendo asi ambas subunidades ®’. La diferencia entre las
desintegrinas diméricas radica en si sus subunidades son iguales (homodiméricas) o
diferentes (heterodiméricas) ®’. Las desintegrinas comparten una elevada tasa de similitud
de secuencia, por lo que es una familia altamente homologa, como se puede apreciar en la

Figura2 ©7,

Estos polipéptidos se encuentran presentes en el veneno de varias familias de serpientes y
pueden ser sintetizados por dos mecanismos diferentes; como el resultado del
procesamiento proteolitico de las SVMPs de clase PIll o sintetizadas a partir de ARNm

cortos que carecen de la region codificante para metaloproteasa .
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Figura 1: Representacion de la clasificacidon y evolucidon de las desintegrinas. A) Clasificacion
estructural de las desintegrinas en funcion de su tamafo. B) Estas proteinas son el resultado de un
proceso evolutivo de reorganizacion genética y estructural dado por la pérdida progresiva de intrones
y enlaces disulfuro. El esquema ofrece una simplificacién de un proceso evolutivo que ha tardado
millones de afios, dando lugar a las diferentes desintegrinas. Adaptado de Calvete et al., 2009 ® y
Oliveira et al., 2023 .
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Figura 2. Alineamiento de desintegrinas de diferentes clases. Los tripéptidos que sirven de

motivos de unién se indican con color: rojo (motivo RGD), celeste (motivos no-RGD). Los residuos

de cisteina estan resaltados en gris. Modificado de Oliveira et al., 2023 7.

Otra forma de clasificar a las desintegrinas es en funcién de sus motivos de unién a sus

ligandos. Como su nombre sugiere, estas proteinas son antagonistas de las integrinas, una

familia de glicoproteinas presentes en la superficie celular 7.

A partir de los primeros analisis estructurales y bioquimicos realizados, se descubrié que su

funcién esta ligada a un motivo tripeptidico conformado por Arg-Gly-Asp (RGD) ubicado en

un bucle mévil que se mantiene unido por medio de enlaces disulfuro ®°.

Sin embargo, el motivo RGD no es caracteristico de las desintegrinas, pues no todas

presentan este sitio de unién y dicho motivo también esta presente en varios componentes

de la matriz extracelular (MEC) como en el fibrinbgeno, la fibronectina y la vitronectina *°.

Existen otros motivos de union entre las diferentes desintegrinas, ademas del RGD y que

sirven como método de clasificacion, entre los que se encuentran los siguientes: KGD,
WGD, VGD, MGD, KTS y RTS (Figura 3)°’. Estas diferencias en el motivo que sirve de sitio

de union implica la capacidad de reconocer diferentes ligandos entre ellas.
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Figura 3: Motivos de union de las desintegrinas. Se ejemplifican las integrinas que son
reconocidas por los diferentes motivos de unién de la familia desintegrina: RGD, MLD, VGD, KDG,
MGD, WGD, KTS y RTS, ultimo motivo en ser identificado. Modificado de Oliveira et al., 2023 .

Analisis estructurales llevados a cabo en la union de la integrina avB3 humana con un
péptido sintético RGD, permitieron hipotetizar que las desintegrinas podrian actuar imitando
el mecanismo de union de los componentes de la MEC a los que se unen las integrinas "'.
Dado que varias integrinas comparten afinidad por los mismos ligandos, podria suponerse
que todas aquellas desintegrinas que comparten una misma subunidad (, tienen al
aspartato (D) como responsable de la interaccion. Los otros dos residuos del motivo de
unién ftripeptidico (RG, KG, WG, VG, ML) serian los responsables de determinar la
especificidad de unién con la subunidad a . Esto no se aplicaria a los motivos de unién
(R/K)TS.

Estudios realizados en otras desintegrinas revelaron que el sitio de reconocimiento funcional
que interacciona con la integrina reside entre el bucle de unién y el extremo C-terminal. El
movimiento coordinado de estos residuos adapta la estructura de la desintegrina mediante

cambios conformacionales que determinan la afinidad y potencia de la union a la integrina

10,13

Gracias a su especificidad de unidén a las integrinas, las desintegrinas tienen un gran
potencial para el desarrollo de herramientas moleculares, tales como su uso para el
tratamiento de diversas patologias '>'®. Desde la primera desintegrina descubierta, con sus
propiedades antiagregantes a otras capaces de contrarrestar el crecimiento tumoral o la
metastasis “'. La principal razén de la versatilidad de posibles aplicaciones para las

desintegrinas se debe al amplio abanico de funciones que cumplen las integrinas, como
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desarrollaremos mas adelante, pero entre ellas encontramos la union a elementos de la
MEC vy uniones entre células '°. Por ejemplo, podemos encontrar las desintegrinas cortas
con motivos de unién KTS (Lys-Thr-Ser) y RTS (Arg-Thr-Ser) '8, De estructura
monomeérica, estas proteinas contienen 8 cisteinas, por lo que forman 4 enlaces disulfuro
intramoleculares. Como se puede observar en la Figura 3, comparten su especificidad por
la union a la integrina a1B1, bloqueando su interacciéon con el colageno tipo | y IV de la
membrana basal de la MEC '8 Este tipo de desintegrinas cortas son sintetizadas a
partir de ARNm cortos, en vez de ser producto del procesamiento proteolitico de SVMP tipo
P-1l, como otras desintegrinas 8. La informacion de estos ARNm cortos codifica para tres
dominios diferentes: un péptido inicial, ubicado en el extremo N-terminal, un propéptido y el
dominio desintegrina 68,

Estos ARNm podrian haber surgido por la eliminacion y reorganizacion de enlaces disulfuro,
a partir de la pérdida del dominio metaloproteasa de las SVMP tipo P-lI 8.

Algunos ejemplos de desintegrinas con motivo KTS son obtustatina (Macrovipera lebetina
obtusa), viperistatina (Vipera palaestinae) y lebestatina (Daboia mauritanica) '®. La Unica
desintegrina con motivo RTS es la jerdostatina, objeto de estudio de esta tesis .

La especificidad, selectividad y potencia de unidon de estas desintegrinas (R/K)TS a la
integrina a1B31, depende principalmente de la forma y tamafio del bucle de unién al ligando,
determinado por la composicién del tripéptido, en funcion de su secuencia, flexibilidad y
orientacion espacial. Este ultimo aspecto se ha comparado con las desintegrinas con motivo
RGD, revelando que las desintegrinas cortas (R/K)TS poseen su motivo de unién con una

orientacién espacial lateral, respecto a la ubicacion del motivo RGD 31718,

Al compartir especificidad de blanco, las desintegrinas cortas con motivo KTS y RTS, son
capaces de inhibir la angiogénesis y la progresion tumoral &', La obtustatina, por ejemplo,
tiene probados efectos inhibitorios sobre la angiogénesis en modelos de membrana
corioalantoidea (CAM), el crecimiento de células MV3 de melanoma humano en un modelo
murino y la inhibicion parcial del desarrollo de sarcoma en ratones ''%%, La viperistatina,
por su parte, bloquea parcialmente la adhesion y migracion de células MV3 in vitro, pero es
capaz de combatir la proliferacion y el crecimiento tumoral in vivo ?'. En cuanto a la
leestatina es capaz de inhibir la angiogénesis inducida por el factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF), ademas de bloquear la adhesién al colageno | y IV vy la

migracién de diversas lineas celulares, entre las que se encuentran las PC-12 y HUVEC %2,
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1.1.3 Jerdostatina: una desintegrina corta RTS del veneno de serpiente

En el presente trabajo, nos enfocaremos en la jerdostatina. Se trata de una disintegrina
corta formada por 43 aminoacidos y cuya estructura se sostiene por la formacién de cuatro
enlaces disulfuro intramoleculares '®. Su principal caracteristica es que su motivo de union
al ligando estd conformado por el tripéptido Arg-Thr-Ser (RTS) '®. Como se indico
anteriormente, al igual que las desintegrinas cortas KTS, se une de forma especifica a la
integrina a1B1 '8, La jerdostatina fue sintetizada a partir de una libreria de ADNc de la
glandula del veneno de Protobothrops jerdonii por Sanz et al. (2005), donde se describio su
secuencia nucleotidica y aminoacidica (Figura 4)'®. Si bien la jerdostatina no se detectd en
el veneno de P. jerdonii, se ha encontrado su presencia en el veneno de otra especie,

Daboia russelli y homoélogos RTS en el transcriptoma de la especie Daboia simensis 8238,

Secuencianucleotidica

ATG - ATC - CAG GTT CTC  TTG GTA ACT ATA TGC  TTA - GCA GTT TTC ~CCA  TAT CAA
AGC - TCT -AGC TCT--AAA-ACC- CTG -AAA TCT- GGG AGT- GTT -AAT GAG TAT -GAA -GTA GTA- AAT
GGA-ACA GTC -ACT -GGA - TTG - €CCC--AAA -GGA - GCA  GTT- ‘AAG -CAG - CCT- GAG -AAA -AAG
GAA - CCC -ATG -AAA -GGG- -AAC -ACA - TTG - CAG- AAA- -CTT- CCC - CTT - TGT -ACA - ACT- GGA
TGT TGT CGT CAG-TGC AAA TTG AAG €CCG- GCA-GGA-ACA ACA TGC TGG AGA-ACC -AGT GTA TCA
CAT TAC TGC ACT GGC AGA TCT TGT GAA TGT ccc AGT TAT
GGG-AAT GGC TAA

GTC
CCA
CAT
CCA
AGT
CCC

58
108
162
216
270
324
333

Secuenciaaminoacidica

MIQVLLVTICLAVFPYQVSSKTLKSGSVNEYEVVNPGTVTGLPKGAVKQPEKKHEPMK
GNTLQKLPLCTTGPCCRQCKLKPAGTTCWRTSVSSHYCTGRSCECPSYPGNG

G
secrecion

Figura 4: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de la jerdostatina. EI ARNm corto que codifica

Propéptido Desintegrina

para la desintegrina consta de tres dominios. Los primeros 20 residuos corresponden a una sefial de
secrecion (gris), necesaria para la exocitosis de la proteina madura luego de su procesado en el
reticulo endoplasmatico. Los siguientes 47 aminoacidos son del propéptido (rosado) y finalmente el
dominio desintegrina, que consta de 43 aminoacidos (verde). Subrayado en negro se indica el motivo
de union RTS. Modificado de Sanz et al., 2005 .

Previamente se menciond que las desintegrinas son proteinas con una elevada homologia
67 La jerdostatina no es la excepcion; posee entre un 80 y 85% de similitud de secuencia
con las desintegrinas cortas KTS, como obtustatina, vipirestatina y lebestatina,
desintegrinas con las que comparte ligando especifico 8. Las principales diferencias estan

en los residuos del bucle de reconocimiento y en el extremo C-terminal; mientras que las
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desintegrinas cortas KTS sufren la escision post-traduccional de dos residuos (NG) en sus

colas C-terminales, jerdostatina conserva ambos, como se ilustra en la Figura 5 ™.

10 20 30 40
PR PR RPN (PRI (PPN IPUPUPRPRY IRRPUPRPRS [P [
obtustatina CTTGPCCRQC KLKPAGTTCW KTSLTSHYCT GKSCDCPLYP G--
lebestatina CTTGPCCRQC KLKPAGTTCW KTSRTSHYCT GKSCDCPSYP G--
viperistatina CTTGPCCRQC KLKPAGTTCW KTSRTSHYCT GKSCDCPVYQ G--
jerdostatina CTTGPCCRQC KLKPAGTTCW RTSVSSHYCT GRSCECPSYP GNG

Figura 5: Alineamiento de las secuencias de desintegrinas cortas (R/K)TS. Se compara la
secuencia de aminoacidos de las desintegrinas cortas con motivos KTS (obtustatina, lebestatina,
viperistatina) con la jerdostatina, que posee un motivo de unién RTS. Los motivos de unidon se
sefialan en negro, subrayado. En rojo se resaltan las cisteinas y finalmente en celeste se indican los
aminoacidos que se diferencian entre las secuencias, incluyendo el extremo C-terminal adicional de
jerdostatina. Modificado de Sanz et al., 2005 8.

Al igual que las integrinas cortas KTS, jerdostatina se une de forma especifica a la integrina
a1B1, bloqueando la unién de esta al colageno. Al probarse sus efectos con otras integrinas
como a2B1, a4f1, a5B1, a6B1, a9bp1, allbp3 y avp3, no se observo actividad inhibitoria,
segun lo reportado por Sanz et al. (2005) .

Al compararse su capacidad de bloquear la interaccion con la integrina, respecto a las
desintegrinas cortas KTS, se vid que es menos activa. A su vez, Sanz et al. (2005) ' cred un
mutante sustituyendo la Arg (R) del motivo de unién por una Lys (K), revelando que el
mutante es menos activo que la forma wild-type . Esto podria deberse a que la presencia
de Arg le otorga a la jerdostatina una mayor flexibilidad en su bucle moévil de unién,

favoreciendo su interaccion con el ligando (Figura 6)®3,
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Figura 6: Representacion de la superposicion de las estructuras promedio de jerdostatina.
Para la generacion de esta representacion, se superpusieron las estructuras promedio generadas por
Resonancia magnética nuclear (NMR) de cuatro formas diferentes de jerdostatina en funcién de su
conformaciones mas estables en solucién; la conformacién nativa con motivo RTS (rJerR21),
jerdostatina RTS sin los residuos NG de su cola C-terminal (rder21ANG), jerdostatina mutante con un
motivo KTS (rJerK21) y jerdostatina mutante KTS, sin los residuos NG de su cola C-terminal
(rderK21ANG). El motivo de unién de la superposicion, es el resultado de los motivos RTS y KTS,
siendo los aminoacidos en las posiciones 21, 22 y 23. En texto rojo se sefala el aminoacido mutado.
Las regiones rojas y mas gruesas indican una mayor dispersion, asociada a una mayor flexibilidad en
la molécula, siendo las regiones mas estrechas y en azul, las que presentan una mayor rigidez
estructural. Adaptado de Carbajo et al., 2011 3.

Ensayos realizados por Bolas et al., (2014) ?* para evaluar el uso de jerdostatina como una
posible estrategia antiangiogénica, revelaron que la desintegrina no interactia con el
dominio a-l aislado de la subunidad a1, el cual es el sitio de unién del colageno 2*. Sin
embargo, comprobaron que jerdostatina es capaz de inhibir la adhesién de células de
musculo liso de aorta de rata al fragmento CB3, de forma dosis dependiente 2.
Adicionalmente, también se comprobé su capacidad de inhibir (de manera dosis
dependiente) la formacion de tubulos en células HUVEC, revelando su potencial
antiangiogénico 2.

La informacién hasta ahora mencionada fue recabada con jerdostatina producida en E. coli,
pero también se ha expresado en células eucariotas, como las HEK-293, transformadas de
forma transitoria'®?*%°, La desintegrina producida en este sistema fue capaz de inhibir la
union de la integrina a1B1 al fragmento CB3 del colageno IV, ademas de bloquear la

adhesion de células RuGli al colageno IV 2.
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A pesar de que la jerdostatina se ha estudiado en modelos de angiogénesis o en lineas
tumorales, no se dispone de informacidon sobre el efecto que esta pueda causar sobre

células del sistema inmune.
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1.2 La superfamilia de las integrinas

Como mencionamos anteriormente, las desintegrinas reciben su nombre directamente de su
blanco molecular y su funcién: bloquear la unién de las integrinas a su ligando.

Las integrinas comprenden una superfamilia de glicoproteinas transmembrana que actuan
fundamentalmente mediando la adhesion celular en interacciones célula-célula y
célula-MEC 26?7, Reconocen diversos componentes de la MEC, como el colageno, la
fibronectina y la laminina, ademas de otras moléculas de adhesién que se expresan en la
superficie celular, como las moléculas de adhesion intercelular (ICAM) o incluso proteina
plasmaticas, como el factor de von Willebrand o el fibrinégeno 2°%’.

Estructuralmente, son heterodimeros formados por dos subunidades; una subunidad a y
una subunidad B, que se encuentran unidos por enlaces no covalentes, existiendo en el
humano 24 integrinas diferentes, formadas por una combinaciéon entre una de las 18
subunidades a y una de las 8 subunidades B, generando un diverso repertorio de ligandos
(Figura 7). La funcion especifica y patron de expresion de las diferentes integrinas varia

entre los distintos tejidos?.

peceptores de coldgep,,
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s°1!°00na] ap s0101d099%

B4

Receptores de laminin?

Figura 7: Familias de integrinas y sus ligandos. Representacion de las 24 posibles combinaciones
que pueden ocurrir en la formacién de los heterodimeros de las integrinas. En el circulo central se
ubica la subunidad (31, capaz de unirse a 12 diferentes subunidades a. Cada color representa los

ligandos posibles para las subunidades correspondientes. Adaptado de Péter et al., 2021 %8,
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En general, las subunidades a consisten en cuatro o 5 dominios extracelulares; un dominio
a-1 (“inserted”, solo presente en la mitad de las subunidades a), el dominio (3-propeller, un
dominio thigh y dos dominios calf. Dentro de la secuencia del dominio B-propeller existen
sitios de unién a Ca?* que son necesarios para la union de ligando %28, La porcion
extracelular de la subunidad B esta conformada por siete dominios flexibles. EI dominio {3-I
forma parte del dominio hybrid, que estd insertado en el dominio PS/
(plexin-semaphorin-integrin). Ademas hay cuatro dominios EGF (Epidermal growth factor) y

finalmente el dominio B-tail, que une con la porcion transmembrana (Figura 8) 2528,

| Regién
extracelular
(Ectodominio)
Calf-1
Calf-2 B' Tail
Membrana Cadenas
celular " transmembrana

Colas
[ citoplasmiticas
- T - - .

Subunidada Subunidad B

Figura 8: Estructura de las integrinas. Las dos subunidades que forman cada integrina constan de
tres regiones (extracelular, transmembrana y citoplasmatica), que a su vez se dividen en varios

dominios con distintas funciones. Modificado de Nevo (2010) .

Al tratarse de proteinas transmembrana, cada una de las subunidades posee dominios
extracelulares (o ectodominio), una cadena transmembrana de un solo paso, que las ancla
a la superficie celular y una cola citoplasmatica corta no estructurada (Figura 8) °°.

La versatilidad funcional de las integrinas reside, ademas, en su capacidad de union
alostérica que da lugar a tres conformaciones distintas: cerrada plegada, cerrada extendida
y activa extendida. Estas conformaciones determinan la afinidad de la integrinas por su
ligando, como se ilustra en la Figura 9 26

En su estado inactivo, el ectodominio se encuentra plegado sobre si mismo, limitando el

acceso al sitio de unién al ligando. Sin embargo, mediante un proceso denominado
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senalizaciéon “inside-out”, la unién de proteinas adaptadoras a la cola citoplasmatica de la
subunidad [ provoca una extension del ectodominio, separando las subunidades vy
activando el sitio de unién dependiente de cationes metalicos, el dominio MIDAS
(metal-ion-dependent adhesion site). La presencia de este dominio permite la unién de
cationes metalicos divalentes, imprescindibles para la interaccién con el ligando,
permitiendo la sefalizacion “outside-in” al interactuar con componentes extracelulares 27:2%3°,
De esta forma, las integrinas tienen una capacidad bidireccional de sefializacion; una que

proviene del interior de la célula y otra del exterior 27293,

Subunidad @1 Subunidad 3 Ligando

Dominio B -I
Sefializacién
“Outside-in”

e e B

Dominio C1-I

Sefializacién

“Inside-Out”

Cerrada/plegada Cerrada/Extendida Activa/Extendida
(Bajaafinidad) (Altaafinidad) (Alta afinidad)

Figura 9: Conformaciones posibles que adoptan las integrinas. Los estados conformacionales de
las integrinas regulan su afinidad por los ligandos, permitiendo la sefalizacion bidireccional desde el
interior celular hacia el exterior (“Inside-Out”) o desde el exterior celular hacia el interior (“Outside-In”).
Modificado de Yu et al., 2023 *°.

Las integrinas actuan como mecanotransductores, donde integran los estimulos mecanicos
del entorno activando cascadas de sefalizacion. Si bien su ectodominio contacta con los
componentes de la MEC, otras moléculas de superficie o factores solubles, los dominios
citoplasmaticos contactan con proteinas adaptadoras y/o estructurales, que permiten
interactuar con el citoesqueleto *3'. En la interfaz célula-MEC, coordinan la formacion de
complejos de adhesion focal, donde la vinculina y la kinasa de adhesion focal (FAK)
disparan rutas de supervivencia y proliferacion *'32. Por su parte, la interaccidn célula-célula
mediada por integrinas es fundamental para el desarrollo de procesos como la hemostasia y
el trafico leucocitario. En este ultimo aspecto, estos receptores permiten que los leucocitos
migren, se adhieran firmemente a células endoteliales, dando lugar a la diapédesis,

favoreciendo la respuesta inflamatoria tisular 283334,
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Las integrinas pertenecientes a la familia 2 son propias del linaje hematopoyético y
fundamentales para sus roles en el sistema inmune. Alli se pueden encontrar algunos
ejemplos como la integrina aLB2 (o LFA-1), que actia como mediador de la adhesion
célula-célula, permitiendo la uniéon al endotelio vascular a través de la interaccién con
ligandos ICAM 273334 Esta molécula es fundamental para la sinapsis inmunoldgica,
permitiendo la activacién de linfocitos T (LT) por parte de las células presentadoras de
antigenos (APC) *. La integrina axp2 (CD11c), caracteristico de las células dendriticas (DC)
que permite la fagocitosis de bacterias, pero también la adhesion al fibrindgeno,
indispensable para que las DC y otras APC (como los macréfagos y monocitos), capturen y
presenten patégenos en los ganglios linfaticos *¢. Citando otro ejemplo, la integrina aMp2
(CD11b), que se expresa principalmente en leucocitos de la linea mieloide (como los

neutrdfilos y macréfagos) colabora en la fagocitosis de patdgenos opsonizados *'.

Por otro lado, se pueden citar como ejemplo a las integrinas de la familia 1, también
conocidas como VLA (very late antigen), proteinas que no se expresan de forma
constitutiva, de ahi su nombre *3°. Permiten la migracion de células inmunes luego de que
se extravasan del torrente sanguineo *. Estas integrinas median la union a proteinas de la
familia de las VCAM (moléculas de adhesion celular vascular), mediando el reclutamiento
de linfocitos y monocitos a los tejidos inflamados *. Dentro de esta familia se encuentra la
integrina a1B1, también conocida como VLA-1 33° Se trata de una proteina con un papel
relevante en la regulacion del microambiente tisular, participando en la regulacion de la
composicion de la matriz extracelular en tejidos inflamados o en reparacion “°. Regula
también la diferenciacién celular al modular la tensibn mecanica interna, influyendo
directamente en la capacidad de la célula para migrar a través de la MEC. Sus principales
ligandos el son colageno de tipo | y IV, aunque tiene una marcada preferencia por el
colageno |V #4041 Este, es el principal componente de la membrana basal, la capa de la
MEC que sirve de sustrato para las células, ofreciéndoles puntos de anclaje, permitiendo
ademas de la adhesion, que migren y proliferen, influyendo directamente sobre la fisiologia
celular . El colageno IV se compone de seis cadenas polipeptidicas que constan de tres
dominios; el dominio N-terminal, una triple hélice helicoidal y el dominio C-terminal globular
no colagenoso (NC1) #2. Préximo a este dominio se encuentra el fragmento derivado del
bromuro de cianégeno (CB3), donde la triple hélice se encuentra estabilizada por puentes
disulfuro intercatenarios “°. Este fragmento permite la interaccion con la integrina a1p1,
donde el motivo MIDAS que se encuentra en el dominio a-l de la integrina, cambia la
coordinacion de su catiéon metalico, generando cambios conformacionales en la integrina

que aumentan su afinidad por el ligando y activando la sefializacién intracelular “outside-in”

27,29,42
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Ademas de su funcién en la adhesion, la integrina a1B1 posee un rol muy importante en el
proceso de angiogénesis, facilitando la migracién de las células endoteliales sobre el
colageno 4143 Este proceso es fundamental durante la formacién de nuevos vasos
sanguineos, ya que al unirse al colageno IV de la membrana basal, la integrina a131
contribuye a la estabilidad y desarrollo de los vasos recién formados **4'*3, Ademas,
factores pro-angiogénicos como el VEGF, potencian la expresion y sefalizacion de esta

integrina, reafirmando su relevancia en este proceso 4143,

La integrina a1B1 se expresa principalmente en células del mesénquima y endoteliales,
pero también en varios tipos de leucocitos, como los monocitos, macrofagos o LT 4344,
Particularmente, en los LT se expresa tras su activacion y su expresiéon permanece elevada
en los LT de memoria, facilitando su migracion hacia los tejidos inflamados, o su retencién

en 6rganos no linfoides “°.
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1.3 Células dendriticas: caracteristicas y funciones

El sistema inmune se compone de un conjunto de células, proteinas y érganos, que suele
dividirse en dos: innato y adaptativo “®. El primero, conservado evolutivamente, incluye la
piel, como una barrera protectora que limita y protege al organismo, pero también incluye
células y diversas proteinas plasmaticas, como las del complemento. Por otro lado, el
sistema inmune adaptativo es capaz de generar respuestas especificas contra patégenos a
través del desarrollo de respuestas inmunes celulares y humorales “°. De esta forma, el
sistema inmune es uno de los sistemas de organizacion celular mas intrincados del
organismo, debido a su compleja funcion, entre las que se encuentran; reconocer
patdgenos, moléculas extrafas, células y tejidos dafados y también se encarga del

mantenimiento de la tolerancia, para proteger los tejidos sanos “°.

Las DC se distribuyen por todo el organismo, generando una compleja red que permite la
comunicacion con diferentes poblaciones celulares, por ejemplo, los LT, promoviendo asi
una conexion entre el ambiente exterior y el sistema inmune adaptativo “°. De esta forma,
constituyen el nexo entre la inmunidad innata y la adaptativa. En su estado inmaduro,
actian como centinelas residentes en los tejidos, sensando constantemente el medio
extracelular a través de mecanismos como la endocitosis, fagocitosis y macropinocitosis “°.
Son las APC por excelencia, siendo las mas potentes y las Unicas capaces de activar LT
virgenes “647, Las DC no solo se encargan de dirigir la respuesta inmune, sino que también
son las responsables de mediar la tolerancia, jugando un rol clave en infecciones vy
enfermedades autoinmunes -,

La principal funcion de las DC como células residentes de los tejidos es sensar
continuamente el microambiente, en busqueda de patdégenos o dano celular y tisular. La
activacion de las de las DC comienza a partir de la deteccion de sefales de peligro a través
de sus receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), capaces del reconocimiento de
PAMPs (patrones moleculares asociados a patégenos) y DAMPs (patrones moleculares
asociados al dafio) “¢%9%°. En este punto, la DC inmadura expresa diversos receptores
fagociticos y endociticos que le permiten reconocer estas sefiales de dafo; como
receptores tipo Toll (TLR), receptores de lectina tipo C (CLR), asi como receptores Fc o
scavenger “%%05' |a cascada de sefalizacion consecuente a la activacion de estos
receptores provoca cambios morfoldgicos y funcionales en la DC. Ejemplo de esto son su
reprogramacién fenotipica, morfolégica y funcional donde disminuye su elevada tasa de
captura de antigenos, para potenciar su capacidad de presentarlos en el contexto del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Conjuntamente, se expresan diversas

moléculas en la superficie de la DC que contribuyen a sus funciones como célula
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presentadora de antigenos, tales como las moléculas de co-estimulacién como CD40, CD80
y CD86, las cuales proporcionan senales necesarias para promover la correcta activacién
de los LT durante la sinapsis inmunoldgica 472,

Para que ocurra el contacto entre las DC y los LT, es necesario que las primeras expresan
el receptor de quimioquinas CCR7, permitiendo su migracion hacia los tejidos linfoides
(ganglios linfaticos o el bazo) donde residen los LT, guiados por las quimioquinas CCL19 y
CCL21 “#7*2_ La Figura 10, resume de forma esquematica el proceso de maduracion y

activacion de las DC y como es su interaccion con los LT %2,

Ademas de la expresion de moléculas en su superficie, la activaciéon de DC induce la
produccion y secrecion de citoquinas 4%, Estas proteinas actian como mensajeros
celulares del sistema inmunoldgico, desencadenando diversos procesos que resultan en la
inflamacion (o su resolucién) y la reparacion del tejido 52%%, Las citoquinas secretadas y su

efecto quedaran determinados por el contexto inmunolégico en el que ocurre su expresion

52,53
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Figura 10: Diferencias entre los estados inmaduro y maduro de las DC. Las células DC
inmaduras son células centinelas, residentes de los tejidos que censan constantemente el medio que
las rodea. Al detectar una senal de peligro, maduran y se activan, dejando de censar el medio y
expresando moléculas de superficie que le serviran para activar a LT virgenes en los ganglios.
Modificado de Thaiss et al., 2011 2,

Dentro de los diversos receptores presentes en las DC (y otras células del sistema inmune),
los receptores tipo toll (TLR) son los mas estudiados debido a su importancia funcional 3+,
Existen distintos TLR que reconocen diferentes moléculas en funcion a su naturaleza, lo que
esta relacionado con la ubicacién del receptor en la propia célula. Por ejemplo, los TLR
anclados a la membrana celular, tienen por ligandos a moléculas ubicadas normalmente en
la superficie de patégenos extracelulares, como TLR4, que reconoce lipopolisacaridos
(LPS), o TLR2 que forma dimeros (TLR2/2, TLR1/2, TLR2/6) que reconocen diferentes
componentes de la pared celular de microorganismos; lipoproteinas triaciladas (TLR1/2) o
lipoproteinas diaciladas (TLR2/6) 5. Por otro lado, los TLR endosomales (ubicados en el
interior de la célula), reconocen motivos de acidos nucleicos de patogenos. EI ARN doble
hebra es agonista de TLR3, asi como TLR9 detecta ADN con secuencias CpG sin metilar,
caracteristicas del ADN viral y bacteriano . En la Tabla 1 se incluyen algunos ejemplos

mas.
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Tabla 1: Ubicacion y ligandos de los diferentes tipos de TLR.

Receptor Ubicacién Ligando

Peptidoglicanos,lipopéptidos,
TLR1/2 Membrana celular lipopéptidos, acido lipoteicoico,

B-glucanos, mananos

TLR2/6 Membrana celular Lipopéptidos

TLR3 Endosomal ARN viral doble hebra

Lipopolisacaridos, = mananos,

glicofosfolipidos de inositol,

TLR4 Membrana celular
algunas proteinas de fusion
virales
TLRS Membrana celular Flagelina
TLR7/8 Endosomal ARN viral monocatenario
TLR9 Endosomal ADN CpG

Adaptado de Hernandez, J. C. et al., 2007 %.

Cuando los TLR se unen a su ligando, se dispara una cascada de sefalizacién intracelular
que involucra a otras proteinas adaptadoras, como lo son MyD88 o TRIF, segun qué TLR se
active concretamente *°. El resultado final de estas cascadas de sefializacién es la
activacion de factores de transcripcién, como el factor nuclear kB (NF-kB), la proteina
activadora 1 (AP-1) y los Factores reguladores de Interferén (IRF), que inducen la
transcripcién de genes necesarios para la presentacién de antigenos, como las proteinas
mencionadas (MHC, co-estimuladoras y las citoquinas, como la interleuquina-1 (IL-1) o la
interleuquina-6 (IL-6)) (Figura 11) >’

La naturaleza del patégeno y el PRR que se active al reconocerlo determinaran el repertorio
de citoquinas producidas por esta sefial *2. Siguiendo con los TLR como ejemplo; TLR4 y
TLR8 inducen la expresion de la interleuquina IL-12 (IL-12). Esta citoquina producida por las
DC, promueve la polarizacion de los LT CD4" virgenes en el fenotipo Th1 (linfocito T
colaborador 1) al estimular el factor de transcripcidon T-bet, que a su vez induce la
produccién del Interferon-y (IFN y). Los LT CD4 con el fenotipo Th1 son promovidos por la

presencia de patégenos intracelulares. Se caracterizan por la secreciéon de IFN-y, que

30



estimula la diferenciacién de LT CD8" a LT citotdxicos y la activacion de los macrofagos,

potenciando sus capacidades fagociticas %%,

Existen otros subtipos de linfocitos Th, como el perfil Th2, que es promovido por la
presencia de IL-4 y antagoniza con la polarizacion a Th1. Los factores de transcripcion
claves en este perfil, son GATA3 y STAT6, que dan lugar a una poblacion de LT

colaboradores dirigida a combatir patégenos extracelulares %25’

Algunos patdgenos extracelulares de origen bacteriano o fungico, inducen la secrecion de
IL-6, que al actuar en conjunto con el factor de crecimiento transformante-f (TGF-B),
favorecen la polarizacién de los LT CD4* virgenes al fenotipo Th17. Esta combinacién de
citoquinas activan el factor de transcripcion RORyt, imprescindible para la diferenciacién

hacia este fenotipo 52°7-%8,

TLR1/2 TLR2/6 TLRS TLR4

!E TLR7 TLRS
NS {/ ' RS §@
TIRAP _ ) gﬁ,ﬂ'“
=

.\\
Endosomal J

= @ b
oo ¥
(nee ) (AP ) (IRFS )( neks )

v v
Proinflammatory “E | IFNs IFNg

Proinflammatory

Figura 11: Vias de sefalizacién de los diferentes TLR. Los diferentes TLR reconocen distintos
patrones moleculares pero sus vias de sefializacién convergen en la interaccién mediada por MYD88
o TRIF. Independientemente de las proteinas adaptadoras involucradas, la estimulacién de
cualquiera de los TLR resulta en la activacion de factores de transcripcion y la secrecion de
citoquinas. Extraido de Alhamdan et al., (2024) %.

Por ultimo, los LT reguladores (Treg), adoptan este fenotipo gracias a la expresién del factor

de transcripcion FoxP3, estimulado por las citoquinas IL-10 y TGF-B. Este subtipo de LT
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CD4 contribuye a la resolucién de la inflamacién y a la generacion de la tolerancia,
secretando principalmente IL-10 y TGF-B (las mismas citoquinas responsables de su

diferenciacion) y otros mecanismos de inmunosupresion 2%’

En resumen, el proceso de polarizacion de la respuesta celular T depende de la sumatoria
de multiples sefales determinadas por el patégeno y los PRRs que activan, el contexto del
microambiente donde se desarrolla la respuesta inmune y la maduraciéon de la DC en
funcién a estos factores. Este conjunto de sucesos decidira si se dispara una respuesta

inmunogeénica o tolerogénica 2.
1.3.1 Expresion de integrinas por DC

Las DCs expresan diversas integrinas, especialmente de la familia f2 y algunas 1, que les
permiten la interaccion con componentes de la MEC o con moléculas de superficie en otras
células.>® Esta expresion no es constante, pues varia en funcion de su estado de madurez o
activacion y como se mencioné anteriormente, estos receptores son capaces de modular

diversos procesos, algo que también influye en el fenotipo de la DC ©96",

Las integrinas de la familia B2 se expresan de forma constitutiva en las DC, donde
favorecen su adhesién al sustrato, limitando la expresion basal de moléculas
coestimuladoras y citoquinas proinflamatorias, manteniendo un estado inmaduro que evite
su activacion 2. Algunos estudios han demostrado que la ruptura de la adhesién mediada
por integrinas 2 (por alteracion genética o por bloqueo funcional), promueve cambios
epigenéticos y transcripcionales como el aumento en la expresién de CD86, CCR7 e IL-12,
que inducen la maduracion espontanea de las DC sin la necesidad de fuertes estimulos
inflamatorios ®. En consecuencia, la adhesion mediada por integrinas B2 actia como un
mecanismo regulador que limita la activacion de las DC vy su capacidad

inmunoestimuladora. %263,

La integrina 041, cuya subunidad a es el marcador CD49d, se ve estimulada por la
estimulacion de LPS o TNF-a, favoreciendo la adhesion a la fibronectina y otros
componentes de la MEC, permitiendo la migracion de las DC hacia los ganglios linfaticos .
Ademas, se ha observado que, en modelos de encefalomielitis autoinmune, esta integrina

media el reclutamiento de DC inmaduras a través de la barrera hematoencefalica ©'.

Por otro lado, se ha encontrado un fenotipo especifico de DC (CD11c"e", CD40"e", CD8a™)
en ganglios linfaticos periféricos que expresan integrina la a1B1 y la integrina aER7. Esto les

permite una interaccion mas estable con linfocitos T y les otorga una mejor capacidad de
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adhesion y captura de antigenos respecto a las que DC que no expresan la integrina a1p1
64

Debido al rol que las integrinas pueden desempefar a nivel del sistema inmune, se puede
inferir que las desintegrinas son capaces de contrarrestar los efectos mediados por dichas
proteinas. A modo de ejemplo, estudios realizados en un modelo de sepsis inducida por
infeccidn bacteriana demostraron que la desintegrina rhodostomina (antagonista de la
integrina aVB3) suprime la inflamacion mediada por TLR2/4, reduciendo la endotoxemia
producida por LPS %. Ademas inhibe la adhesion, migracién y liberacion de citoquinas por
parte de células THP-1 estimuladas con Pam3CSK4, ligando de TLR2 ©°.

Mas alla de las desintegrinas, existe diversa evidencia de que el veneno de las serpientes
es capaz de afectar la respuesta inmune, por ejemplo, promoviendo un cuadro
pro-inflamatorio, estimulando la secrecion de IL-1B, IL-6, TNF-a, INF-y, asi como de las
produccion de las anafilotoxinas del complemento, C3a y C5a. De esta forma, es normal
que se activen los diferentes fagocitos por el cuadro generado °6:67:8.

Al mismo tiempo, se han observado toxinas capaces de estimular la producciéon de
moléculas pro-resolutivas, como la IL-10 o mediadores lipidicos como la
5-deoxy-A12,14-prostaglandina J. 707172 A pesar de estas evidencias, no existen reportes

sobre el efecto de la jerdostatina sobre las DCs.

El amplio repertorio de moléculas bioactivas presentes en los venenos de serpientes puede
afectar varios niveles de la respuesta inmune, actuando como potenciadores de un cuadro
inflamatorio o estimulando la produccién de moléculas que resuelven la inflamacion,
promoviendo la homeostasis %72, Esta riqueza molecular que los caracteriza, ofrece un
amplio abanico de posibles usos biotecnolégicos para sus componentes, ya sea la
produccién recombinante, sintesis de analogos o moléculas derivadas, como algunos de los

ejemplos ya mencionados en esta introduccién "7,
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1.4 Produccion recombinante de proteinas de veneno: desafios y

estrategias

A pesar de que histéricamente las proteinas del veneno de serpiente se han purificado a
partir del veneno, la produccion recombinante de sus componentes puede ofrecer diversas
ventajas, ganando terreno como una alternativa sostenible.

Partiendo de un punto de vista ético, la extraccion de veneno requiere del ordene de
serpientes vivas, situacion que ademas de estresar al animal, implica al operador el riesgo
de ser atacado por la serpiente al momento de manipularla ">, Por otro lado, considerando
un aspecto logistico, mantener animales en cautiverio para este fin, supone proveer las
condiciones minimas necesarias para su bienestar, lo que conlleva numerosos gastos
asociados, desde el espacio fisico donde resida, su alimentacién y otros insumos
relacionados ">, Por ello, la produccion recombinante de componentes presentes en el
veneno permite una produccién continua, que pueda ser escalable e independiente del uso

de animales, lo que favorece la investigacion o fines traslacionales >,

La cantidad de veneno que puede producir una serpiente, asi como su composicion, estan
sujetos a diversos factores como la edad y el sexo de los ejemplares, pero también de su
dieta y la region geogréafica que habitan, ademas de las condiciones de cautiverio. Esto
supone una gran variabilidad en la composicion y disponibilidad de la muestra .

Contrariamente, la produccion recombinante en sistemas heterdlogos ofrece un mayor
control sobre la homogeneidad y la calidad de la muestra, asi como la reproducibilidad de
los resultados, manteniendo la consistencia tanto en rendimiento como en identidad entre

los diferentes lotes de produccion gracias a una gran trazabilidad ">76,

El control que se puede lograr de este modo, es de gran utilidad para estudios de estructura
o funcién del analito. Mas alla de las conformaciones nativas, es posible generar cambios
en la secuencia de las moléculas a producir, como mutaciones especificas, que permiten
recabar un mayor caudal de informacion '®”°. Por ejemplo, se han generado mutaciones en
el motivo de unién de la jerdostatina para evaluar cémo eso afecta su funcionalidad o
especificidad por la integrina a1p1. Asi, la produccién recombinante facilita los estudios de
mutagénesis dirigida y ha permitido descubrir sitios de interaccion o funciones de diferentes

moléculas o estructuras 8.

Estas caracteristicas hacen que la produccion heterdloga sea una gran alternativa para el
desarrollo de proteinas con aplicaciones biomédicas, permitiendo lograr productos de mayor
pureza, mas faciles y baratos de producir y purificar, respaldados por la posibilidad de

escalar y una muy buena trazabilidad .
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Las desintegrinas, al ser pequefios péptidos ricos en cisteinas que dependen del correcto
emparejamiento de sus puentes disulfuros, pueden suponer un desafio para su expresion
heter6loga. Sin embargo, se ha logrado producirlas en diferentes sistemas, con diferentes

niveles de éxito 7’.

E. coli es el sistema de expresion heterélogo que mas se ha utilizado para producir
desintegrinas de forma recombinante ®°. Al tratarse de bacterias, es un modelo de bajo
costo, de rapido crecimiento y de gran simplicidad genética, por lo que ofrece diversas
posibilidades en cuanto a la expresién: citoplasmatica, periplasmica (utilizando péptidos
sefial para la secrecidén) o mediante la construccion de proteinas de fusion 7®7°. Este ultimo
aspecto tiene como finalidad incluir otras proteinas que aumentan la solubilidad y evitan la
degradacién proteolitica. Algunos ejemplos de estas proteinas son la tiorredoxina A (TrxA),

la proteina de union a maltosa (MBP), glutation S-transferasa (GST), entre otras 767879,

En algunos casos, las desintegrinas producidas en E. coli se acumulan en cuerpos de
inclusién, requiriendo de su desnaturalizacion y posterior plegamiento oxidativo para
promover la correcta formacién de puentes disulfuro "®’° por lo que la estrategia de

expresar una proteina de fusion para aumentar su solubilidad puede resultar favorable "67°.

Aumentando el nivel de complejidad del sistema hospedero, se han producido desintegrinas
o dominios tipo desintegrina en levaduras, concretamente en Pichia pastoris "%, Una de
las ventajas que ofrece este sistema ante E. coli es el ambiente oxidativo favorable para la
formacion de los enlaces disulfuro 67°# Ademas, el proceso de purificacion puede verse
simplificado por la secrecidén de las proteinas recombinantes al medio de cultivo "*%°. No
obstante, las levaduras son capaces de modificaciones post-traduccionales como la
N-glicosilacién, por lo que la glicosilacibn no esperada puede ser un problema,
especialmente en proteinas que naturalmente no estan glicosiladas, como la desintegrinas,

alterando su estructura y funcion 767980,

Por otro lado, la utilizacion de lineas de insecto para la expresion recombinante de las
desintegrinas, puede ser otra alternativa. Dentro de las mas usadas se encuentran High
Five™ de Trichoplusia ni o Sf9/Sf21 (Spodoptera frugiperda) °8'#2 Las células de insecto
constituyen un punto intermedio entre un sistema procariota y uno de células de mamifero:
facil mantenimiento, son robustas, de rapido crecimiento 8. No obstante pero es un
sistema caro que ofrece un rendimiento bajo aunque faciimente escalable 82, Ademas, son
propicias para la formacion de enlaces disulfuro en proteinas ricas en cisteinas y capaces

de glicosilar proteinas, pero de forma mas simple que las células de mamiferos 798182,
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Se han producido dominios tipo desintegrina y proteinas ricas en cisteina de veneno en este

sistema, que resultaron ser funcionales 768",

Las células de mamiferos, son ideales para la produccion recombinante de proteinas de
origen eucariota, ofreciendo las mejores condiciones para un plegamiento nativo vy
procesamiento postraduccional correcto 57°#  Aunque brinda mejores resultados que las
células de insecto, estos sistemas implican un costo mucho mas elevado, junto con largos
periodos de produccion, ademas de ofrecer un rendimiento mas bajo "®’°. No obstante,

estos sistemas son los mejores para la produccién de SVMP 767983,

Los sistemas de expresion “Cell-Free” se han utilizado como plataforma para la expresion
de proteinas de veneno, incluyendo dominios tipo desintegrina 767°#_ A pesar de que no se
han usado aun para la produccién a gran escala, estos sistemas permiten un control fino en

las condiciones redox 767984,
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2. Hipdtesis y objetivos

2.1 Hipotesis general:

La jerdostatina recombinante posee propiedades inmunomoduladoras sobre la maduracion

de DC inducida por diferentes ligandos de TLR.

2.2  Objetivo general:

Producir jerdostatina de forma recombinante en sistemas heterdlogos, purificarla y evaluar

su efecto sobre la maduracioén y activacion de las DC.

2.3  Objetivos especificos:

1. Producir y purificar jerdostatina recombinante en E. coli y en células S2 (Drosophila
melanogaster) y purificarla.
Producir y purificar integrina a11 recombinante en células S2.

3. Analizar la interaccion entre jerdostatina e integrina a11 como evaluacion funcional.
Evaluar el efecto de la jerdostatina recombinante sobre la maduracién y activacién
de DC.
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3. Materiales y Métodos

3.1  Produccidon Recombinante

3.1.1 Plasmidos

Los plasmidos pET32-a/Jerdos y pDro-Ext/Jerdos fueron disefiados mediante el programa
Snapgene® y sintetizados por GenScript (USA). Previo a su uso, se reconstituyeron en
agua ultrapura a una concentracién de 100 ng/uL. El plasmido p7_TEVdt, disefiado por
Dalla Rizza y colaboradores fue cedido por el Laboratorio de Inmunovirologia "Prof. Dr. Otto
Pritsch" del Instituto Pasteur de Montevideo (IPMon) . El plasmido pCoPuro se adquirio en
Thermo Fisher Scientific (USA).

3.1.2 Produccion recombinante de jerdostatina en sistema heterdlogo bacteriano
(Jerdo-Ec)

El plasmido pET32-al/Jerdos (Figura 12) fue disefiado utilizando como referencia la
secuencia nucleotidica de la jerdostatina, descrita por Sanz et al. (2005) *® (Figura 13) y el
vector utilizado por Sanz-Soler et al. (2012) . El pET32-a es un vector de 5.9 Kb, utilizado
para la expresion de péptidos y proteinas en E. coli, contiene el promotor T7 y el operador
lac incorporado, permitiendo regular la expresion mediante el agregado de
isopropil-p-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG). Ademas, contiene la secuencia de la TrxA, que
permite mejorar la solubilidad y el plegamiento de las proteinas, asi como una etiqueta de
poli-histidina (His-6x) (Figura 13) que son utilizados para facilitar la purificacion de la
proteina mediante cromatografia de afinidad de metales inmovilizados (IMAC, por sus siglas

en inglés).
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Figura 12: Representacion de la proteina de fusidon y el pET-32a/Jerdos. A) Secuencia de la
proteina de fusion expresada en E coli (PFus-Ec), comprendida por la jerdostatina (verde), la
secuencia de corte para la enzima TEV (ENLYFQS), el His-tag (6x His) y la Tiorredoxina (TrxA). B)
Mapa del plasmido pET-32a/Jerdos, disefiado para la expresion recombinante de la proteina en E.

coli.

La secuencia de nucleétidos que codifica para la jerdostatina se insertd entre los pares de
bases (pb) 161 y 289 del plasmido. Inmediatamente a ésta, entre los pb 290 a 309 se
introdujo la secuencia que codifica para el sitio de corte de la enzima TEV (ENLYFQS),
como se muestra en la Figura 13. De esta forma, la induccion del pET-32al/Jerdos resulta
en la expresion de la proteina de fusién (PFus) comprendida por la jerdostatina, el sitio de
corte para TEV, la TrxA y el 6xHis. La secuencia de corte para TEV permite la digestion de

la PFus, pudiendo separar la jerdostatina del resto de la construccion.
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Figura 13: Esquema de la digestion de la proteina de fusion obtenida en E. coli. A)
Representacion de la estructura de PFus-Ec, producida en E. coli al inducir su expresion en bacterias
transformadas con el plasmido pET-32a/Jerdos. Se indica el sitio de corte de TEV. B) La digestion de

PFus-Ec con la enzima TEV permite obtener la jerdostatina aislada luego de purificarla por IMAC.

El clonado se realizé utilizando la cepa E. coli XL1 (XL1) (Agilent Technologies, USA), que al
ser quimiocompetente, se transformé mediante shock térmico. Se incubaron 150 ng del
plasmido con 50 uL de XL1 durante 30 min en hielo. Luego, se incubd por 2 min a 42°C e
inmediatamente se las devolvid al hielo por otros 2 min. Se afiadieron 450 uL de medio
Lysogeny broth (LB) (1% triptona, 0,5% extracto de levadura, 0,5% NaCl, pH 7,2.) y se las
incubo por 1 h a 37°C, en agitaciéon a 300 rpm. Posteriormente, las bacterias se plaquearon
en medio LB agar (1,5% de agar bacteriologico, 1% triptona, 0,5% extracto de levadura,
0,5% NaCl, pH 7,2.) suplementado con 100 ug/mL de ampicilina y la placa se incub6 toda la
noche (ON) a 37°C.

Al dia siguiente, se picé del agar una colonia aislada y se la anadié a 50 mL de LB con
ampicilina (100 ug/mL) para generar un cultivo que se incubé ON a 37°C a 200 rpm. El
plasmido clonado se purificé a partir del cultivo, utilizando el Monarch® Plasmid Miniprep Kit
(#T1010) de New England Biolabs (USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Posteriormente la concentracién del ADN plasmidico obtenido se midié por absorbancia a
260 nm.

Para la expresion del plasmido pET32-a/Jerdos se utilizd la cepa quimiocompetente E. coli
Rosetta(DE3)pLysS (Rosetta) (Merck, Alemania), que fue transformada por shock térmico,
como se describid anteriormente para el clonado del plasmido en la cepa XL1. Las bacterias

transformadas (200 uL) fueron inoculadas en 50 mL de LB, que se incubaron en agitacion a
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200 rpm, ON a 37 °C. Al dia siguiente, se tomaron 10 mL del precultivo y se agregarona 1 L
del medio Terrific Broth (TB) (1,2% triptona, 2,4% extracto de levadura, 0,4% glicerol, 17 mM
KH,,PO4, 72 mM K,HPO,,, pH 7,2.) suplementado con sales de TB (KH,,PO,, 17 mM,
Ky,HPO,,, 72 mM), glicerol 50% y 100 ug/mL de ampicilina. El cultivo se incubé nuevamente
a 37 °C y 200 rpm hasta alcanzar una densidad dptica a 600 nm (ODgy) de ~ 2. Luego, se
indujo la expresion con 1 mM de IPTG durante 4 h adicionales. Posteriormente, se
centrifugd a 4000 g, por 30 min a 4°C, se descartd el sobrenadante y se resuspendio el
pellet en buffer de equilibrado (20 mM Tris, pH 8, 150 mM NaCl, 20 mM imidazol) afadiendo
2,5 Ul/mL de DNAsa. La suspension se almacend a -20°C ON para favorecer la lisis celular.
La lisis se realizd por sonicacion en hielo; 15 ciclos (5 seg ON, 10 seg OFF con una
amplitud entre 30-40%). El lisado se centrifugé a 30000 g por 30 min a 4° C, para separar

las proteinas solubles de las fracciones insolubles y restos celulares.

La produccién recombinante de la proteasa TEV se realizé de forma similar a la produccion

de jerdo-Ec en Rosetta, como se describe en este punto.
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3.1.3 Produccion recombinante de jerdostatina en un sistema heterdlogo eucariota
(Jerdo-Dm)

Para la expresion de jerdostatina (Jerdo-Dm) en células Schneider 2 (S2) de Drosophila
melanogaster se eligio el vector pMT/BiP/V5-his. Este vector cuenta con el gen de
resistencia a la ampicilina, permitiendo la seleccion de cepas transformadas de E. coli para
el clonado y a su vez, permite la expresién inducible en células de D. melanogaster
utilizando cationes metalicos divalentes, como Cd?* o Cu?', gracias al promotor de
metalotioneina (Figura 14). El plasmido cuenta con una sefial de exportaciéon BiP que
promueve la translocacién de la proteina recombinante hacia el reticulo endoplasmatico y
su secrecion al medio extracelular %. Se afnadié la secuencia de corte de la TEV
(ENLYFQS) para su digestion luego de ser purificada. Para dicho fin, el plasmido pDro-Ext
cuenta con la etiqueta Twin-Strep-tag® en el extremo N-terminal, permitiendo la separacion

por cromatografia de afinidad por Strep-tactin®.

A) PFus-Dm

BIP Strep. Stren.
signal Tagl -V/87s ) Jerdostatina

B)

o,
(-]
3
%
-]

. Secuenciasenal BIP

pDro-Ext/Jerdos Strep-Tagll

3769 bp Strep-Tagll

GED)

Promotor lac

Figura 14: Representacion de la construccion del vector para la expresion en S2. A) Diagrama
que representa la construccion de la proteina de fusion en D. melanogaster (PFus-Dm). Incluye seial
Bip, tags de purificacion, sitio de corte para TEV y la jerdostatina. B) Mapa circular del plasmido
pDro-Ext/Jerdos.
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El plasmido pDro-Ext/Jerdos se cloné de forma similar a lo descrito para el plasmido
pET-32a/Jerdos (apartado 6.2). Brevemente, se transformé a las XL1 por shock térmico, con
150 ng de plasmido (100 ng/uL). Las bacterias se plaquearon en LB agar con 100 yg/mL de
ampicilina y se incubaron a 37°C, ON. Al dia siguiente, se picé una colonia y se generé un
cultivo con 200 mL de LB (100 ug/mL de ampicilina) que se dejé incubando ON a 37°C y
200 rpm.

Para la purificacion, se utilizo e PureLink™ HiPure Plasmid Filter Maxiprep Kit (Thermo
Fisher Scientific, #K210017) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se resuspendi6 el
ADN obtenido en 200 pL de agua ultrapura. La concentracion se midié por absorbancia a
260 nm.

La expresion de la proteina recombinante Jerdo-Dm se realizé en células S2 adaptadas al
crecimiento sin suero fetal, las cuales fueron cedidas por el Laboratorio de Inmunovirologia
"Prof. Dr. Otto Pritsch" (IPMon). Las células se cultivaron en flasks T25 en medio
Insect-XPRESS (Lonza, Suiza) adicionado con penicilina y estreptomicina (50 Ul/mL y 50
ug/mL, respectivamente) hasta una densidad aproximada de 5x10° células/mL. El
mantenimiento (condiciones estaticas a 28 °C) y la expansion de las mismas se realizé a
través de pasajes, afiadiendo medio fresco a una parte del medio de cultivo, manteniendo la
densidad entre 5y 7 x 10° células/mL. A medida que el volumen de cultivo aumenté durante
los pasajes, se requirieron flasks de mayor capacidad. Cuando se alcanzé un volumen de
20 mL, el cultivo se incubd por 72 h en un matraz de 100 mL a 28 °C con agitacién a 100
rpm.

Para generar la linea estable, cuando el cultivo alcanzé una densidad de 1x108 células/mL,
se centrifugd por 5 min a 200 g y temperatura ambiente (TA). Las células se resuspendieron
en 400 pyL de MaxCyte electroporation buffer (Cytiva, USA) y se realizo la co-transfeccion de
los plasmidos pDro-Ext/Jerdos y pCoPuro en una relacion 2:1 (160 y 80 ug,
respectivamente). La electroporacion se llevd a cabo en un electroporador EXPERT STxTM
de MaxCyte (USA), siguiendo el protocolo del fabricante.

Para que se recuperen las células transfectadas, se agregaron 400 uL de medio de cultivo y
se incubaron durante 1 h. Luego, se transfirieron a matraces con medio fresco y se las
incubd nuevamente a 28°C y 100 rpm.

El proceso de seleccidon se realizd agregando 50 Ul/mL de penicilina, 50 pg/mL de
estreptomicina y 6 pg/mL de puromicina al medio. Luego de 72 h, con una densidad celular
aproximada de 5x10° células/mL, se realizo la induccion con 5 yM de CdCl,. Para seguir la
expresion de la proteina, se tomaron muestras del sobrenadante a las 24, 48, 96 y 168 h,

que luego fueron analizadas por Western blot, con un anticuerpo contra el Strep-tag.
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3.1.4 Produccién recombinante de la integrina a1p31

En el marco de una pasantia en el laboratorio del Prof. Johannes Eble, de la Universiat
Mdinster (Alemania), se expreso y purificd el ectodominio de la integrina a131 (Figura 15) a
partir de células ya transfectadas con las secuencias que codifican para los dominios a1y
B1 de la proteina %.
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Figura 15: Estructura de la integrina a11. A) Imagen representativa de la integrina a11, con sus
dominios extracelulares, las cadenas que la anclan a la membrana celular y la cola citoplasmatica de
cada dominio. B) Representacion del ectodominio soluble expresado en las células S2. La region
transmembrana y las colas citoplasmaticas se sustituyeron por secuencias espaciadoras y los

motivos de dimerizacion Fos y Jun &°.

De forma similar a lo descrito para la produccion de la jerdostatina en el sistema heterdlogo
eucariota (Jerdo-Dm) S2 (punto 3.1.3), las células se crecieron en flasks y en sucesivos
pasajes y expansiones se llevaron a frascos de agitacion, hasta obtener una densidad entre
12 - 15 x 10° células/mL. Luego, se inicid la expresion, afiadiendo al medio; glucosa 0.1%,
0.8 mM de glutamina y 0.6 mM de sulfato de cobre en medio con 10% de suero fetal bovino
(SFB). El cultivo se recogio a los 5 dias y se centrifugaron las células a 10000 g, por 30 min
a 4 °C. Se filtré el sobrenadante con papel Whatman N°1 (GE Healthcare, USA), se afadio
0,5 mM de Fluoruro de Fenilmetanosulfonilo (PMSF) y se concentré por ultrafiltracion. Al
sobrenadante concentrado se le agregaron inhibidores de proteasas (aprotinina, leupeptin y

pepstatina a 1 yg/mL y PMSF a 0,5 mM) junto con 1 mM de MnCl,.
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3.2 Purificacion de proteinas recombinantes

3.2.1 Jerdo-Ec

La PFus-Ec y Jerdo-Ec se purificaron utilizando la matriz de afinidad Ni-Sepharose®
(Cytiva), agregando ~ 1 mL de resina cada 80 mL de muestra e incubando entre 30 — 60
min en agitacion a TA. La mezcla se agrego a una columna abierta, conectada a una bomba
peristaltica. Luego de recolectar el percolado (fracciéon no unida), se lavé la columna con 15
mL buffer de equilibrado (20 mM Tris, pH 8, 150 mM NacCl, 20 mM imidazol) y finalmente se
eluyo la PFus en buffer de elucién (20 mM Tris, pH 8, 150 mM NaCl, 500 mM imidazol). Las
fracciones obtenidas se analizaron por SDS-PAGE y su concentracion fue cuantificada por
absorbancia mediante el método de acido bicinconinico (BCA). Para separar la jerdostatina
del resto de PFus-Ec, fue necesario realizar una digestién con TEV, afiadiendo 1 mg de
enzima cada 10 mg de PFus-Ec.

La digestion se realizdé ON, a 4°C en buffer de dialisis (20 mM Tris, pH 8, 150 mM NacCl, 1
mM Ditiotreitol (DTT)), con una membrana de 3,5 kDa, SnakeSkin 3.5K MWCO (Thermo
Fisher Scientific). La incorporacion de DTT se realiza para prevenir la oxidacion de residuos
de cisteina de la TEV y asi mantener una elevada actividad enzimatica.

Se recuperd la mezcla de digestion y se la purificd por IMAC de igual forma a lo descrito
para PFus-Ec. De las fracciones obtenidas de la purificacion, la jerdostatina se encontré en
el percolado, la fraccion no retenida en la columna.

La concentracion de la jerdostatina presente en el percolado se midié por BCA y se analizé
por SDS-PAGE. Adicionalmente, se confirmd su identidad por espectrometria de masas en

la Unidad de Bioquimica y Protedbmica Analitica del IPMon.
3.2.2 TEV

Para la digestion de la PFus-Ec se utilizé TEV, que fue expresada y purificada en el contexto
de esta tesis, a partir del plasmido p7_TEVdt ®. El procedimiento para la purificacion de la
TEV fue el mismo que se describi6 en el punto anterior (3.2.1). La concentracion de proteina

se midio por absorbancia a 280 nm y su pureza se analizé por SDS-PAGE.
3.2.3 Integrina a131

Para la purificacién de la integrina a1B1, se cargd el sobrenadante ON a 4 °C en una

columna empaquetada con Sepharose 4B CL unida covalentemente al fragmento CB3 del
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colageno tipo IV. Se recogio el precolado y se lavo la columna con buffer de equilibrado (50
mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 1 mM MnCl,). Posteriormente, la integrina
a1B1 se eluyd utilizando un buffer Tris salino (TBS) (60 mM Tris pH 7.4, 150 mM NacCl)
adicionado con EDTA 20 mM. Inmediatamente, a las fracciones eluidas se les afiadié 120 pl
de MgCl, 1 My 80 ul de Tris-HCI 2 M, para evitar su oxidacion y ajustar el pH. Finalmente,
la muestra se concentrd por ultrafiltracion y se realizaron lavados con buffer Tris 20 mM,
adicionado con 2 mM de MgCl, y 0,02% de azida de sodio, para eliminar el EDTA del buffer
de elucion. Posteriormente, se cuantificd la concentracion mediante BCA y se analizd por
SDS-PAGE y Western blot.
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3.3 Analisis de proteinas

Los siguientes ensayos se realizaron con el fin de poder determinar la concentracién o

identificar la presencia de las proteinas de interés.
3.3.1 Cuantificacion de proteinas por el método del acido bicinconinico

Para cuantificar las proteinas se utilizaron 10 yL de muestra en una placa de 96 pocillos, a
los que se les anadié una mezcla de la soluciéon de BCA y una solucién de sulfato de cobre
4%, preparada en una proporcion 50:1 (Sigma-Aldrich, USA). La placa se incubd a 37° C

por 30 min. Finalmente se midio la absorbancia de las muestras a 562 nm ¥’.
3.3.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes

Las proteinas se analizaron mediante electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)
utilizando un gel de poliacrilamida al 15% o en gradiente de 5 a 12% en condiciones
reductoras. Para preparar las muestras, se les anadio buffer de carga (500 mM DTT, 310
mM Tris pH 6,8, 50% glicerol, 10% SDS, 0,05% azul de bromofenol) y se las incubé a 95 °C
entre 5y 10 min.

Los geles se corrieron a corriente constante de 20 mA, o bien, a 180 mV y entre 18 y 22
mA, en buffer de corrida (192 mM glicina, 25 mM Tris, 0,1% SDS). Para visualizar las
bandas se utilizaron tanto la solucion de azul de Coomassie, como tincién de nitrato de

plata.

La tincion con solucién de azul de Coomassie (45% etanol, 10% acido acético, 2,5% azul de
Coomassie R-250), se llevd a cabo durante aproximadamente 30 min, en agitacion. Pasado
ese tiempo se procedid a remover la tincidn utilizando dos soluciones de destefiido; la
solucion 1 (40% etanol, 7% acido acético) por 1 h y la solucion 2 (7% acido acético, 5%

etanol), el tiempo necesario para visualizar las bandas correctamente.

La tincion de nitrato de plata se realizé en distintos pasos. Se inicié con dos lavados de 20
min con la soluciéon de lavado (30% etanol, 10% acido acético). Se fijaron las proteinas
durante 1 h con la solucion de fijado (100 mg Na,S,0,, 30 % etanol, 10% acetato de sodio 4
M, 0,4% acido acético y 0,25% glutaraldehido). El gel se lavé tres veces por 5 min con agua
destilada y luego se incubd por 1 h en soluciéon de tincion (100 mg AgNO;, 0,0025%
formaldehido). Pasado este tiempo, se anadi6é la solucién de desarrollo de color (5%

Na,CO;, 0,0025% formaldehido) y se dejo reposar entre 5 y 15 min dependiendo de la
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intensidad de las bandas. Finalmente se detuvo la reaccion afiadiendo 7% de acido acético
88

Se uso6 el marcador de peso molecular PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to
250 kDa (Thermo Fisher Scientific, #26619, USA).

3.3.3 Dot blot

Se sembraron spots del sobrenadante de cultivo de las células S2 transfectadas con el
plasmido pDro-Ext/Jerdos. Las muestras correspondientes a los sobrenadantes tomados a
24, 48, 96, 168 h y un concentrado de una fraccion del sobrenadante de 168 h, que se
prepard utilizando beads magnéticas MagStrep® Strep-Tactin®XT de (Iba Lifesciences,
Alemania) siguiendo el protocolo del fabricante.

Luego de tres lavados de 5 min con PBS-T 0,1%, se bloqued la membrana con buffer de
bloqueo (PBS, 0,05% Tween 20 y 3% BSA) ON a 4 °C. Al otro dia, se lavo tres veces y se
incubd 1 h con Strep-Tactin-HRP en PBS-T 0,1% y BSA 0,2%. Pasado ese tiempo, se lavo
dos veces con PBS-T 0,1% por 1 min en agitacion, seguido de otros dos lavados con PBS.
El revelado se realizé con el kit SuperSignal® West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate
(Thermo Fisher Scientific, #34577).

3.3.4 Western blot

La deteccion de la Jerdo-Dm se realizé a partir de un SDS-PAGE desnaturalizante, seguido
de una transferencia humeda a una membrana de nitrocelulosa Amersham Protran
Premium 0.45 um NC (Cytiva). La transferencia se realizé a 50 mA, ON a 4°C. Al finalizar la
misma, se incub6 la membrana en buffer de bloqueo (PBS, 0,05% Tween 20 y 3% BSA) a
37°C durante 2 h. Se lavé la membrana tres veces con buffer de lavado (PBS, 0,1% Tween
20) (PBS-T) por 5 min en agitacion. Posteriormente, la membrana se bloqueé con BiolLock
Biotin (IBA Lifesciences, Alemania) en PBS-T y se incubd por otros 10 min. Esta solucion
sirve para neutralizar posibles sefiales inespecificas de proteinas biotiniladas. Pasado este
tiempo, se incubd con Strep-Tactin-HRP en PBS-T 0,1% y BSA 0,2% durante 1 h. Se lavd
dos veces con PBS-T 0,1% por 1 min en agitacion, seguido de otros dos lavados con PBS.
El revelado se realiz6 con el kit SuperSignal® West Pico PLUS Chemiluminescent

Substrate.

La deteccién de la integrina a1B1 se realizé por transferencia humeda a 160 mA, 80 V, 50
W, durante toda la noche a 4°C. La membrana se bloqued con una soluciéon de TBS, 0,1%
Tween 20 y 5% de leche, en agitacion durante 1 h. La incubacion del anticuerpo primario

anti-subunidad B1 (suero policlonal cedido por el Prof. Eble) se realiz6 a TA, durante 2 h,
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con una dilucion 1/2000 en solucién de bloqueo. Se lavo la membrana tres veces con TBS,
0,1% Tween 20 (TBS-T) por 5 min. Se procedié a incubar el anticuerpo secundario
a-Rabbit-HRP, en similares condiciones. Se lavé tres veces con TBS-T y se revelo con el kit
de Pierce ECL-Western Blotting Substrate (Thermo Scientific).

3.3.5 Espectrometria de masas

El analisis de la jerdostatina expresada en E. coli se realizd en un espectrometro Orbitrap
Exploris™ 240 Mass Spectrometer, asociado a un nano-HPLC Ultimate 3000 (Thermo
Fisher Scientific), que fue operado por el personal de la Unidad de Bioquimica y Protedmica
Analitica del IPMon y utilizando el programa PatternLab V.

El analisis de proteinas se ordené con maxima parsimonia, segun el numero total de
espectros asignados a cada proteina que sirve como indicador de su abundancia.

Para tratar las muestras, se las redujo con DTT 10 mM y se las alquilé con iodoacetamida
55 mM. Se las digiri6 ON con tripsina y se resuspendio la muestra en 10 yL de 0,1% acido

férmico.

49



3.4 Ensayos de interaccion

3.4.1 Unioén de integrina a1B1 al colageno y CB3

Para evaluar la interaccién de la integrina a1B1 con el colageno tipo IV o el fragmento CB3
del colageno tipo IV se realizdé un ensayo de tipo ELISA segun lo reportado por Bolas et al.
(2014) %, Se sensibilizdé una placa de 96 pocillos con 100 uL de 5 ug/mL de CB3 (cedido por
el Prof. Johannes Eble) o con 10 pug/mL colageno tipo IV en TBS/Mg** (50 mM Tris-HCI pH
7.4, 150 mM NaCl y 2 mM MgCl,) ON a 4 °C. Se lavé tres veces con TBS/Mg?* y se bloqueo
con buffer de bloqueo (TBS/Mg? y 1% BSA) a 37 °C durante 1 h. Pasado este tiempo, se
realizaron (por duplicado) diluciones seriadas al tercio de integrina a1B1, comenzando
desde 30 ug/mL, en buffer de bloqueo conteniendo 1 mM MnClI, (catiéon necesario para la
union del ligando) y se incubé nuevamente a 37 °C durante 1 h. Se realizaron dos lavados
con 50 mM de Acido 2-(4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil) etanosulfénico (HEPES), pH 7.5, 150
mM de NaCl,, 2 mM de MgCl, y 1 mM MnCl, y se fijo la integrina unida con glutaraldehido
2.5% en HEPES, durante 10 min. Se lavo tres veces con TBS/Mg* y se afiadio el
anticuerpo anti-1 de conejo en buffer de bloqueo. Tras otros tres lavados con TBS/Mg*, se
incubd con el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a la peroxidasa de rabano (HRP)
(Pierce), durante 1 h a 37 °C. El revelado se realizé con O-Phenylenediamine (OPD)
(Sigma-Aldrich, USA) y 4 uL/mL de peroéxido de hidrogeno en buffer citrato-fosfato 0.1 M, pH
5. La reaccion se detuvo utilizando acido clorhidrico 3 M y el desarrollo de color fue
cuantificado con un lector de placas (Labsystems Multiskan MS) midiendo absorbancia a
492 nm.

3.4.2 Union de jerdostatina a la integrina a131

De forma similar a lo descrito anteriormente, se realizé un ensayo de union entre la
jerdostatina y su ligando, la integrina a1B1. Para ello se inmovilizé en una placa de 96
pocillos, 10 yg/mL de Jerdo-Ec en buffer TBS/Mg* ON a 4 °C. Luego de tres lavados con
TBS/Mg* y se bloquedé con TBS/Mg®*,1% BSA, a 37°C durante 1 h. La integrina a1B1
recombinante se agregé en diluciones seriadas al tercio (y por duplicado), a partir de 30
Mg/mL en buffer de bloqueo y se incubd 1 h a 37°C. Se realizaron dos lavados con HEPES y
se fijo la integrina con glutaraldehido por 10 min. Se lavo con buffer TBS/Mg?* y se incub6 1
h a 37°C con anticuerpos anti-B1 de conejo en buffer de bloqueo. Pasado ese tiempo y
realizados tres lavados, se incubd con el anticuerpo secundario anti-conejo HRP durante 1 h
a 37°C. Tras 5 lavados con TBS/Mg?*", se revelé con OPD vy se registro la absorbancia a 492

nm, como se indico anteriormente.
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3.4.3 Bloqueo de la union integrina a1pB1 - colageno IV

Para analizar la capacidad de la Jerdo-Ec de bloquear la interaccion entre la integrina a11
y el colageno IV o el fragmento CB3, llevamos a cabo un ensayo similar al descrito en el
punto 3.4.1. Se sensibilizé6 una placa con 5 pg/mL de CB3 y 10 pg/mL de colageno IV y se
incubéd ON a 4 °C. Luego de los primeros lavados, se bloqued durante 1 h a 37 °C
(TBS/Mg?, 1% BSA). Tras lavar, se afiadioé por duplicado una mezcla preincubada (1 h, 37
°C) de 3 o0 20 pg/mL de integrina a1B1 con diferentes concentraciones de jerdostatina (50,
5 1, 0.5 y 0 pyg/mL) y se incubé por 1 h a 37°C. Posteriormente, se realizaron los
respectivos lavados con HEPES vy se fij6 la integrina a1B31 unida. Luego de los lavados, se
incubd con los anticuerpos de conejo contra la subunidad 1 en buffer de bloqueo, a 37 °C
por 1 h. Se lavd tres veces con TBS/Mg?* y se afadio el anticuerpo secundario contra
conejo conjugado a HRP, preparado e incubado en iguales condiciones que el anti-B1. A
continuacion, la placa se lavo cinco veces y se realizé el revelado con OPD, como se

describié anteriormente. La absorbancia se leyé a 492 nm.
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3.5 Ensayos con DC

3.5.1 Maduracion y activacion de DC

Se generaron células dendriticas derivadas de médula 6sea (BMDC) a partir de precursores
de tibia y fémur de ratones C57BL/6. Estos precursores se cultivaron en placas de Petri a
una concentracion final de 8x10° células/placa, en medio RPMI suplementado con 10% de
SFB, 1% de penicilina-estreptomicina, con 10 ng/mL de Factor Estimulante de Colonias de
Granulocitos y Macrofagos (GM-CSF) (Peprotech) por un periodo de siete dias. Al cuarto
dia se realizd un refuerzo de medio con 10 ng/mL de GM-CSF. Al séptimo dia se colectaron
las células y se las incubd con 1 mM de EDTA durante 10 min a 37 °C para despegarlas. Se
centrifugaron por 10 min a 1500 rpm y se contaron en el microscopio. Posteriormente se
dispensaron 0.25x10° células/pocillo junto 50 pyg/mL de jerdostatina durante 2 h a 37 °C.
Pasado este tiempo, se incubaron con 50 ul de los siguientes ligandos de TLR: (1 pg/mL
LPS, 1 pg/mL PAM2CSK, 10 pg/mL Poly:IC, 1 pyg/mL 1 pg/mL zimosan o 1 yg/mL R848 en

presencia o ausencia de polimixina B (1 ug/mL) y se incub6 por 18 h a 37 °C.
3.5.2 Citometria de flujo

Para caracterizar la expresiéon de las moléculas de coestimulacion (CD40 y CD86) y MHC
de clase Il en BMDC (células CD11c+), se realizaron analisis de citometria de flujo utilizando

anticuerpos marcados con sondas fluorescentes.

Brevemente, las células fueron colectadas, lavadas 2 veces con buffer FACS (PBS
conteniendo 2% SFB) y se dispensaron 200.000 cél/pocillo en placas con pocillos de fondo
cénico. Posteriormente, se realiz6 una mix donde se agregaron 50 ul de las diluciones de
los anticuerpos marcados en buffer FACS: anti-CD11¢c-PECy7 (para la identificacion de las
BMDC), ademas de anti-CD40-FITC, anti-CD86-APC y anti-MHCII-PE (Tabla 3) y se
incubaron por 45 min en la heladera (4 °C). Pasado ese tiempo se lavaron las células dos
veces por centrifugacion con buffer FACS a 2000 rpm por 2 minutos. Se utilizaron controles
de marcado simple (mono marca), FMO (Fluorescence minus one) y sin marca para
compensar las longitudes de onda de los fluoréforos, y el doble negativo de las poblaciones
celulares, respectivamente.

El gating de la poblacion CD11c+ se determind mediante Forward y Side scattering (FSCy
SSC). La poblacién positiva para CD11c+ fue seleccionada para el andlisis de la expresion
de las moléculas de coestimulacién y MHCII, donde se adquirieron 10,000 eventos de
células CD11c+. Los datos fueron analizados con el software BD CSampler™, en un

citometro BD Accuri™ C6 plus.
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Tabla 3: Dilucién y concentracion de los anticuerpos utilizados para la marcacion de las DC y

sus moléculas expresadas durante su maduracién y activacion.

Anticuerpo anti-CD11c anti-CD40 anti-CD86 anti-MHCII
Clon N418 HM40-3 GL1 M5/114.15.2
Stock 0.5 mg/mL 0.5 mg/mL 0.25 mg/mL 0.5 mg/mL
Dilucion 1/400 1/400 1/200 1/2000
Uso 1,25 pg/mL 1,25 pg/mL 2,5 ug/mL 0,25 pg/mL
Fluoréforo PECy7 FITC APC PE

3.5.3 ELISA sandwich para la cuantificacién de citoquinas

Se analiz6é la produccion de citoquinas proinflamatorias (IL-6 e IL-12p70) mediante un
ELISA tipo sandwich, utilizando anticuerpos de BD Bioscience o Biolegend.

Se sensibilizaron placas NUNC maxisorp® con anticuerpos especificos (Tabla 4) contra las
mencionadas citoquinas, en buffer fosfato 100 mM, pH 9, ON a 4 °C. Las placas se lavaron
con PBS-T y se las bloqued con PBS, 1% gelatina en PBS durante 1 h a 37 °C. Tras tres
lavados se incubaron los sobrenadantes provenientes de los cultivos de BMDC diluidos en
0,5% gelatina en PBS-Tween 0,05%, por 1 h a 37 °C. Luego de la incubacién, se realizaron
tres lavados y se procedié a incubar en iguales condiciones, una dilucion del anticuerpo
secundario. Se lavé tres veces y se incubd una solucion de estreptavidina-HRP en 0,5%
gelatina en PBS-Tween 0,05% por 1 h a 37°C. Tras los ultimos tres lavados se revel6 con
OPD, se detuvo la reaccion con HClI 3 M y se midié la absorbancia a 492 nm. Para la
cuantificacion, se realizd una curva de calibracion utilizando un estandar tratado de igual

forma que las muestras.
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Tabla 4: Dilucion y concentracion de los anticuerpos utilizados para el ELISA de citoquinas.

Anticuerpo anti-IL6 anti-IL12p70 anti-IL6 anti-IL-12p70
(biotinilado) (biotinilado)

Clon MP5-20F3 C15.6 MP5-32C11 C17.8

Stock 1 mg/mL 1 mg/mL 0,5 mg/mL 0,5 mg/mL

Dilucion 1/1000 1/500 1/1000 1/500

Uso 1 ug/mL 2 ug/mL 0,5 pug/mL 1 ug/mL
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4. Resultados

4.1 Produccion recombinante de jerdostatina en sistema heterdlogo

bacteriano

La expresion de la jerdostatina recombinante se llevd a cabo en dos sistemas celulares
diferentes: bacteriano y eucariota. Para ello se disefaron los plasmidos pET-32a/Jerdos y
pDro-Ext/Jerdos, que fueron clonados en bacterias E. coli de la cepa XL1. Se transformaron
las bacterias por shock térmico y luego se plaquearon en medio LB-Agar con 100 pg/mL de
ampicilina, para que solo crecieran las bacterias transformadas, dado que ambos plasmidos
presentan genes que confieren la resistencia al antibiético. Se picd una colonia aislada del
agar y se crecio un cultivo en LB durante toda la noche a 37°C, del cual, luego de una
miniprep (para pET-32a/Jerdos) o una maxiprep (pDro-Ext/Jerdos), se purificaron los
plasmidos clonados. La concentracion de ambos plasmidos se midié por espectrofotometria,
midiendo su absorbancia a 260 nm. Los resultados se indican en la Tabla 5.

El coeficiente 230/260 permite identificar posibles contaminantes en la muestra, tales como
fenoles residuales del proceso de extraccion de ADN, asi como algunos tipos de sales,
como las de guanidinio. Para este coeficiente, valores menores a 2,0 son indicativos de
impurezas en la muestra.

Por otro lado, una muestra de ADN con un coeficiente 260/280 de entre 1,7 y 2,0 se
considera pura. Valores inferiores a 1,7 indican la presencia de proteinas, fenoles y otros

contaminantes que absorben cerca de 280 nm.

Tabla 5: Cuantificacién de los plasmidos pET-32a/Jerdos y pDro-Ext/Jerdos purificados.

Concentracion | Coeficiente Coeficiente
Plasmido Abs 260 nm

(ng/uL) 260/230 260/280
pET-32a/Jerdos | 3,01 150,41 2,0 1,87
pDro-Ext/Jerdos | 138,86 6942,96 2,2 1,91

Se indican parametros relacionados a los valores de absorbancia medidos para los plasmidos luego de su

clonacion en la cepa XL1 y posterior purificacion; Absorbancia a 260 nm, la concentracion en ng/uL y los

coeficientes a 260/230 y 260/280, indicativos de la pureza.
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Para la expresion del plasmido pET-32a/Jerdos se utilizd la cepa Rosetta de E. coli, cedida
por el Dr. Martin Fl6. La ventaja de utilizar esta cepa reside en su capacidad de mejorar la
expresion de proteinas de origen eucariota que puedan requerir de codones rara vez
utilizados por las bacterias, por lo que no fue necesario optimizar la construccion para los
codones que utiliza E. coli.

Para que las bacterias internalizaran el plasmido, se las transformé por shock térmico y se
procedié a plaquearlas en LB-agar suplementado con ampicilina. A partir de una colonia
aislada, se generd un precultivo en LB y al dia siguiente, se generd un nuevo cultivo en TB.
Cuando se alcanzé una ODgy,, de 2, se indujo la expresion de la proteina Jerdo-Ec con 1
mM de IPTG durante 4 horas a 37 °C. El cultivo se centrifugo, el pellet se resuspendié en
buffer de equilibrio y se congelé a -20°C, ON para favorecer la lisis. Al otro dia, la
suspension se descongeld, se lisé por sonicacidon y se centrifugd para eliminar las

fracciones insolubles y restos celulares.

La proteina de fusion (PFUs-Ec) se purificd del sobrenadante del lisado de las bacterias
transformadas con pET-32a/Jerdo. Se realizé6 una IMAC en columna abierta, conectada a
una bomba peristaltica. El sobrenadante se incubd con la resina y se cargd a la columna,
donde se obtuvieron tres fracciones; el percolado, el lavado y el eluido. El primero
correspondié a la fraccidon no unida a la resina, el lavado permitié remover moléculas unidas
de forma no especifica y finalmente el eluido fue la fraccidn donde encontramos la proteina
de interés. La construccién de la PFUs-Ec contiene un His-tag que permite su union a las
resinas de niquel, por lo que la elucién se realiz6 con un buffer con una elevada
concentracion de imidazol (500 mM).

La expresion de PFus-Ec y las fracciones de su purificacién se analizaron por SDS-PAGE
en gel de acrilamida 15%, que fue tefiido con soluciéon de azul de coomassie. En la Figura

16 se observa el resultado de dicho analisis.
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Figura 16: Expresién y purificacién de Jerdo-Ec en E. coli Rosetta. SDS-PAGE reductor en gel
de acrilamida 15%, sembrado con 20 pg de fracciones solubles del proceso de produccion y
purificacion de PFus-Ec. Carriles: Marcador de peso molecular (MPM), cultivo de Rosetta
Pre-induccion con IPTG (Pre), cultivo de Rosetta Post-induccién con IPTG (Ind), cultivo de Rosetta
Post sonicado (Lys), Percolado (FT), Lavado (Lav) y Eluido (Elu). Todas las muestras fueron
preparadas en buffer de carga reductor e incubadas a 98 °C por 10 min. Las flechas moradas

sefialan la banda correspondiente a PFus-Ec (21,8 kDa).

En el carril Pre, que corresponde a una muestra del cultivo de Rosetta previo a su
induccién, se sembré a modo de control negativo de la expresion de PFus-Ec. El plasmido
pET-32a/Jerdos cuenta con un promotor inducible, la expresién de la proteina sélo deberia
verse al inducir el cultivo con IPTG. El carril contiguo Ind, es una muestra del mismo cultivo
de Rosetta al que se le anadié 1 mM de IPTG, donde se observa una banda por debajo de
25 kDa que corresponderia a PFus-Ec, cuyo peso es de 21,8 kDa, sefialada en la Figura 16
con una flecha morada. En Lys se sembr6 una muestra del sobrenadante de cultivo luego
de la lisis por sonicacién, para conservar Unicamente las fracciones solubles. Alli también se
observa una banda que coincide con la proteina de fusién, concordante con la banda que se
observa en Ind y no esta presente en Pre. Los ultimos tres carriles corresponden a las
fracciones de la purificaciéon por IMAC. En los carriles FT y Lav no se observa, como
esperado, ninguna banda correspondiente a PFus-Ec, puesto que la misma quedd retenida
en la columna y fue eluida con el buffer de elucion (Elu). La intensa banda que se observa
en este ultimo carril por debajo de 25 kDa coincide con la misma que se observa en los
carriles Ind y Lys, luego de inducir el cultivo, por lo que podria indicar que se trata de
PFus-Ec (21,8 kDa). Por ultimo, la cuantificacion de las fracciones eluidas indicaron que, por

cada litro de cultivo, se obtuvieron ~1,1 mg de PFus-Ec.

Como se menciond en la seccion de Materiales y Métodos, la proteina de fusion PFus-Ec
obtenida, contiene un His-tag y TrxA para permitir su purificacion por IMAC y aumentar su
solubilidad, respectivamente. Por lo tanto, una vez purificada PFus-Ec, fue necesario
separar la desintegrina del resto de la construccion, para lo que se incluyé en la secuencia

del plasmido un sitio de corte para la proteasa TEV, como se muestra en la Figura 13.

Para la digestién con TEV, se expresé la enzima de forma recombinante, transformando
bacterias de la cepa Rosetta con el plasmido p7_TEVdt, gentilmente cedido por el Dr. Martin
Fl6. Este plasmido permite generar una TEV recombinante con un doble tag de purificacién

(His-Tag y StrepTagll). La transformacion, la produccion y posterior purificacion de TEV se
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realizaron siguiendo los mismos procedimientos descritos para PFus-Ec. El andlisis de la
purificacion de la proteina se realiz6 mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras
(Figura 17), en gel de acrilamida al 15%, sembrando 1 pg de la enzima purificada,
previamente incubada 10 min a 95 °C en buffer de carga reductor. En el carril TEV se puede
apreciar una banda por encima de los 25 kDa, sefalada con una flecha anaranjada, que
concuerda con lo esperado para la enzima TEV, cuyo peso molecular es de 27 kDa. La

concentracion de la fraccién purificada de TEV, medida por absorbancia, fue de 16 mg/mL.

Después de obtener purificada la enzima TEV, se la dializé junto con PFus-Ec en una
relacion 1:10, durante toda la noche a 4 °C. La didlisis se realizé en buffer fosfato (20 mM
Tris, pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM DTT), en una membrana con un tamafo de poro de 3,5
kDa. De esta forma se llevé a cabo la digestion de PFus-Ec, para separar Jerdo-Ec del resto
de la proteina de fusién, como se muestra en la Figura 18. Pasado el tiempo, se recogio la
mezcla de digestion y se cargd en una columna abierta con resina de niquel para la
purificaciéon de Jerdo-Ec, procediendo de la misma forma que se describid para la

purificacion de PFus-Ec.
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Figura 17. Analisis de la purificacion de la enzima TEV obtenida por IMAC por SDS-PAGE en
condiciones reductoras. Gel de acrilamida al 15% sembrado con el marcador de peso molecular
(MPM) y una fraccién de la enzima TEV purificada por IMAC, expresada de forma recombinante en
Rosetta, con 1 mM de IPTG, a 20 °C, ON. El gel se tifi6 con solucion de azul de Coomassie, que se
removié posteriormente con solucidon de destain. La flecha anaranjada sefala el peso esperado para
la TEV.
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A)

PFus-Ec Jerdostatina

B)

Figura 18. Esquema de la digestién de PFus-Ec con la enzima TEV. A) Se representa PFus-Ec
que se obtiene de la expresion del plasmido pET-32a/Jerdos. La linea punteada indica el lugar donde
la enzima TEV (ejemplificada como una tijera) corta la secuencia (sitio TEV). B) Proteinas obtenidas

luego de la digestién por TEV: Jerdo-Ec y sitio TEV-6x His-TrxA

Finalizado el proceso de purificacion por IMAC, se analizaron las fracciones por SDS-PAGE
en condiciones reductoras. Las muestras se prepararon con buffer de carga reductor, se
desnaturalizaron a 95 °C durante 10 min y se sembraron 10 ug de cada muestra en un gel
de acrilamida 15%. Al finalizar la electroforesis, el gel se tifid con solucién de azul de
coomassie y luego se destifio, permitiendo observar el patrén de migracion de las proteinas
sembradas (Figura 19). Para analizar la digestion se sembré PFus-Ec previamente
purificada (PFus), la enzima TEV, una muestra de la mezcla de digestion dializada (Dig) y
las fracciones de la purificacion de dicha mezcla para separar Jerdo-Ec; percolado (FT),
lavado (Lav), y eluido (Elu). La banda sefalada en PFus, migré ligeramente por debajo de
los 25 kDa, siendo lo esperado para la PFus-Ec de 21,8 kDa. TEV, sefialada en anaranjado,
se visualizé por encima de los 25 kDa, correspondiente con el peso de la enzima (27 kDa).
La mezcla de digestion, donde se dializ6 PFus-Ec en conjunto con TEV, se sembro en el
carril Dig. Alli se esperaba visualizar diversas bandas; aproximadamente a los 27 kDa (la
enzima TEV), a los 15 kDa (flecha blanca) la proteina de fusion digerida y por debajo de los
10 kDa, otra banda correspondiente a Jerdo-Ec, cuyo peso molecular es de 4,6 kDa (flecha
verde). Por otro lado, en la fraccidn no unida (FT) se esperaba visualizar una banda de peso
inferior a 10 kDa. Al escindir Jerdo-Ec de PFus-Ec, no quedd retenida en la columna debido
a que ya no se encuentra unida al His-tag, lo que coincide con la banda sefialada en este
carril. Por esta razon, el resto de la proteina de fusion (~17 kDa) fue removida de la resina
con el buffer de elucién, como se aprecia Elu (flecha blanca).

No obstante, la digestion de PFus no fue total, ya que tanto en Dig, como en Elu se puede

observar una banda correspondiente a PFus sin digerir, en torno a los 25 kDa (flecha
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morada). La presencia de la banda en estos carriles es coherente, ya que la presencia del
His-tag la mantiene unida a la resina hasta que la separa con el buffer de elucion, cuya
concentracion de imidazol es muy elevada.

Luego de la digestion de PFus con TEV, se observd la formacién de un precipitado
insoluble, posiblemente debido a la pérdida de solubilidad por la separacion de Jerdo-Ec de
la TrxA (PFus). Esto provocd una disminucion del rendimiento post digestion, sin embargo,

se obtuvieron ~ 0,56 mg de Jerdo-Ec, por litro de cultivo.

MPM PFus TEV Dig FT Lav Elu

10 KDa

Figura 19: Digestion de PFus y purificacion de la Jerdo-Ec. SDS-PAGE en gel de acrilamida 15%,
sembrado con muestras purificadas de PFus, de TEV, producto de digestion (Dig) y las fracciones de
la purificacion de Jerdo-Ec; percolado (FT), lavado (Lav) y eluido (Elu). MPM indica el carril donde
fue sembrado el marcador de peso molecular. Referencias de color: PFus; morada, TEV,

anaranjada, Pfus sin jerdostatina; blanca, Jerdo-Ec; verde.

Para corroborar la identidad de la banda visualizada en Elu (flecha verde, <10 kDa), se llevo
a cabo un andlisis por espectrometria de masas. Los resultados del ensayo (Figura 20),
indicaron que la proteina de la banda analizada se compone de 44 aminoacidos y un peso
molecular de 4654 kDa, con una cobertura del 72,7 %, confirmando la identidad de la

proteina obtenida.
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Figura 20: Analisis de Jerdo-Ec por espectrometria de masas. A) Se indica el numero de
aminoacidos (length) y peso molecular (MolWt), de la proteina. SpectrumCount es un indicador de
la abundancia de la proteina. B) Comparacion de la secuencia de la banda analizada (Jerdo-Ec) con

la secuencia reportada de la jerdostatina. En azul se indican los residuos identificados en la muestra.

4.2 Produccion recombinante de jerdostatina en sistema heterdlogo

eucariota

Al proponernos estudiar el efecto de la jerdostatina en células del sistema inmune, se
explord la posibilidad de expresar la proteina en un sistema eucariota. Esto permitiria
generar un producto que no requiera de la purificacion adicional de endotoxinas bacterianas
o el uso de reactivos que neutralicen su efecto, pero ademas favorecer la formacion de los
enlaces disulfuro de la jerdostatina con una mayor fidelidad. Por esta razén, se realizé la

transfeccién de células S2 con el plasmido pDro-Ext/Jerdos (Jerdo-Dm).

Se descongeld un criovial de células S2 adaptadas para crecer en medio sin suero fetal y se
las cultivd y expandié en medio Insect-XPRESS suplementado con antibidticos. La células
que se mantuvieron a 28 °C hasta que alcanzaron una densidad de 1x108 cél/mL, fueron
co-transfectadas por electroporacion con los plasmidos pDro-Ext/Jerdos y pCoPuro. La
seleccion de las células transfectadas se realizé con el agregado de puromicina al medio de
cultivo, ya que el plasmido pCoPuro confiere resistencia a dicho antibiético. Pasadas las 72
h, se indujo la expresion de Jerdo-Dm con 5 yM de CdCl,. Las células se mantuvieron por
una semana y se recogieron periddicamente muestras del medio de cultivo.

En la Figura 21 se muestra el resultado del analisis de la proteina inducida por western blot
para evaluar la expresion de Jerdo-Dm en el medio de cultivo. En los carriles 1 al 4 se
sembraron las muestras tomadas a las 24, 48, 96 y 168 h luego de la induccion del cultivo.
Conjuntamente, se sembr6é una muestra de la proteina Env del virus de la leucemia bovina,
a modo de control positivo, que se visualiz6 como una banda de ~21 kDa en el carril Ctrl y

también sobrenadante de células no transfectadas (nT) como control negativo. Para los
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carriles 1 a 4, donde se sembré el sobrenadante de cultivo de las células transfectadas, se
visualizd6 una banda muy tenue a una altura menor a 10 kDa, cuya intensidad aumenta
progresivamente a partir del carril 2 (48 h post-induccién). Estos resultados indicaron la
presencia de Jerdo-Dm en pequefias cantidades en el sobrenadante de cultivo. Cabe
destacar que, en este punto, decidimos realizar un western blot y no una SDS-PAGE con el
fin de confirmar la presencia de la proteina en la muestra de cultivo utilizando un anticuerpo

especifico contra el Strep-tag.

25KDa[> .

10 KDa [>
A A A

MPM 1 2 3 4 Ctrl nT

Figura 21: Produccion recombinante de Jerdo-Dm en un sistema heterélogo eucariota.
Western blot de los sobrenadantes del medio de cultivo de células S2 transfectadas con el plasmido
pDro-Ext/Jerdos. La expresion se indujo con 5 yM CdCl,. Carriles: MPM: marcador de peso
molecular, Ctrl: Proteina utilizada como control positivo, nT: Sobrenadante de células no
transfectadas como control negativo. 1, 2, 3 y 4, corresponden a muestras de los sobrenadantes de

las S2 transfectadas, recolectados a las 24, 48, 96 y 168 h, respectivamente.

Debido a la baja intensidad de las bandas obtenidas correspondientes a Jerdo-Dm, se
decidié concentrar una fraccion (1000 pL) del sobrenadante del cultivo que se tomd a las
168 h. Para ello se utilizaron las beads magnéticas MagStrep® Strep-Tactin®XT, siguiendo
el protocolo del fabricante, obteniendo 50 yL de concentrado. Para observar los resultados
de la concentracion y si esto mejoraba la senal respecto a la muestra sin concentrar, se
realizé un Dot blot, principalmente porque es mas rapido que el Western blot y al emplear
los mismos anticuerpos, la sefal permitiria indicar la presencia del Strep-tag, y en
consecuencia, de Jerdo-Dm. En una membrana de nitrocelulosa se sembraron las mismas

muestras analizadas en el Western blot, junto con la muestra concentrada, como se
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muestra en la Figura 22.

El revelado del Dot blot permitié visualizar sefial en los carriles Ctrl, 4 y 5. A pesar de que la
sefial mas intensa fue la del control positivo, la muestra concentrada ofrecid mejor

visualizacién que la muestra sin concentrar.

Debido al bajo rendimiento en la produccién de Jerdo-Dm que se deduce de la baja sefal
obtenida tanto en el western blot, como en el dot blot, se decidid utilizar exclusivamente

Jerdo-Ec para realizar ensayos posteriores.

nT Cirl 1 2 3 4 5

Figura 22: Identificacion de Jerdo-Dm en medio de cultivo por dot blot. Se sembraron los
sobrenadantes de células sin transfectar (nt) y células transfectadas (Ctrl) a modo de controles
negativo y positivo, respectivamente. Carril 1: 24 h, Carril 2: 48 h, Carril 3: 96 h, Carril 4: 168 h,

Carril 5: concentrado 20 veces de 168 h.
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4.3 Produccion recombinante de integrina a131

Como se indicod previamente en la Introduccion, la jerdostatina es una desintegrina que
reconoce de forma especifica a la integrina a1B1. Por lo tanto, para analizar la Jerdo-Ec
recombinante, fue necesario evaluar su interaccion con esta proteina. Para ello se produjo y
purifico la integrina a1B1, en el marco de una pasantia en el laboratorio del Prof. Johannes
Eble.

La purificacion se realizd por IMAC a partir del medio de cultivo de células S2 ya
transfectadas, que expresan el ectodominio de las subunidades a1 y B1 de la integrina
(Figura 15). Las células se cultivaron y expandieron a 28 °C hasta alcanzar la densidad
adecuada para su induccion con CuSO,. Pasados cinco dias de la induccion, se recogio la
suspension celular, se filtré y se cargd en una columna pre-empaquetada con una resina
unida al fragmento CB3 del colageno IV, ya que es la region de la molécula a la que se une

la integrina a1p31.

La purificacion se analizé por medio de SDS-PAGE en condiciones reductoras en un gel en
gradiente del 7 al 12% de acrilamida (Figura 23). En el carril correspondiente al percolado
(FT) se observaron numerosas bandas que migraron a diferente altura, algunas de las
cuales también se visualizaron con menor intensidad en el lavado (Lav). En el carril donde
fue sembrado el eluido, se distinguieron dos bandas, una de ~150 kDa (sefalada en violeta)
y otra de ~100 kDa (indicada en rojo), cuyas alturas corresponden a las subunidades a1l y
B1, respectivamente. Esto se debe a que en condiciones reductoras, el ectodominio de la
integrina a1B1 recombinante, se separa, rompiendo la unién de los motivos de dimerizacion
Fos y Jun, por lo que las subunidades a1-Fos (~140 kDa) y 1-Jun (~100 kDa) migran de

forma independiente %, como se muestra en la Figura 15 B.

Como una forma adicional para confirmar la identidad de la proteina purificada, se realiz6 un
ensayo de western blot utilizando un anticuerpo policlonal especifico de la subunidad B1
(Figura 23B). En el carril Ctrl se sembré una muestra de la integrina a1B1 previamente
purificada, cedida por el Prof. Eble, como control positivo junto con la fraccion purificada
(Elu). Ambas muestras, visualizadas como un componente de peso molecular aparente de
90 kDa, fueron reconocidas por el anticuerpo, lo que confirma la presencia de la subunidad

B1 en la proteina purificada.
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Figura 23: Purificacion del heterodomino soluble de la integrina a1B1. A) Produccion del
ectodominio a partir de la induccion de células S2 previamente transfectadas. Luego de su induccion
con CuSO,, las células secretan de forma independiente el ectodominio de las subunidades a1y 31.
Las muestras fueron sembradas en un gel de acrilamida en gradiente (del 7% al 12%), que
posteriormente se tid con tincidon de nitrato de plata. Carriles: Percolado (FT), lavado (Lav) y Eluido
(Elu) que contiene las subunidades del ectodominio soluble, y el marcador de peso molecular (MPM).
En violeta se sefiala la subunidad a1 y en rojo la subunidad 1. B) Western blot de la fraccion
purificada de integrina a1B1 (Elu), junto a una muestra de una purificaciéon previa de la integrina
utilizada como control positivo (Ctrl). La deteccion del western blot se realizé con un anticuerpo

especifico dirigido contra la subunidad 31.
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4.4 Ensayos de interaccion

Las proteinas recombinantes fueron evaluadas con el fin de analizar su capacidad de
interactuar con sus ligandos. La unién entre la integrina a1f31 y el colageno tipo 1V se da por
la interaccion del dominio a-l de la integrina, con el fragmento CB3 del colageno, donde los
dominios triple hélice se encuentran estabilizados por puentes disulfuro intercatenarios

préximo a los dominios no globulares (NC1) (Figura 24 A).

Por otro lado, la jerdostatina se une a la integrina a1f1 por medio de su motivo de unién
RTS. Sin embargo, los resultados publicados por Bolas et al. (2014) indican que la
desintegrina no interactua con el dominio | de la subunidad a1 aislada. Por lo tanto, el
mecanismo inhibitorio se desconoce y podria deberse tanto a un efecto alostérico, o a la
necesidad de que el heterodimero esté formado para dar lugar a un sitio de reconocimiento

al que se une la jerdostatina (Figura 24 B).

Como se menciond anteriormente en el apartado 9 de Materiales y Métodos, se realizaron
ensayos de tipo ELISA, detectando la presencia de la integrina con un anticuerpo especifico

contra la subunidad 1.

A) B)
ITrlple hélice de coliageno i ITrlPle hélice de coldgeno et
I L NC1 I _U_L“'_; NC1
[ | :
[RTS)
Integrina o1B1

Integrina a1p1 l

00

Figura 24: Esquema de la interacciéon entre la integrina a1B1 y su ligando. A) Unién entre el

v
00

dominio a-I de la integrina y el fragmento CB3 de la triple hélice de colageno, que se ensambla en el
dominio NC1. La subunidad a1 se representa en morado y en rojo la subunidad (1. B) La unién de la
jerdostatina a la integrina a1p1 bloquea la interaccién entre esta ultima y el colageno. Como se
desconoce el sitio de unién exacto de la jerdostatina a la integrina, aqui se ejemplifica con la integrina
en una conformacién extendida pero cerrada, solo con fines ilustrativos. Entre corchetes amarillos se
sefala el fragmento CB3 (indicando con bloques amarillos los residuos de cisteina). EI motivo de

unién RTS de la jerdostatina se muestra en color verde oscuro. Adaptado de Boudko (2023) %2,
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4.4.1 Unidn de integrina a131 al colageno y CB3

El primer ensayo se realizé para determinar si la integrina recombinante era capaz de unirse
al colageno puro y al fragmento CB3 aislado. Se incubé la integrina en pocillos previamente

sensibilizados con el colageno o con el fragmento CB3, como se muestra en la Figura 25.

0.6-
CB3
E = Colageno
o 0.4- A EDTA
=) 2
<
0
Q
< 0.2-
a 0
o 4
1 e
0.0 f———+F——F—m ——r
0 1 10 100

[Integrina] a1l (png/mL)

Figura 25: Evaluacion de la uniéon de integrina a1f1 a colageno y CB3 por ELISA. Se
sensibilizaron placas de 96 pocillos con 10 pug/mL de colageno o 5 ug/mL de CB3, que
posteriormente se incubaron con concentraciones crecientes de integrina a1B1 soluble. Como
control, se utiliz6 EDTA 10 mM. La detecciéon se efectud utilizando un anticuerpo especifico
conjugado a una peroxidasa. Los resultados se expresan como densidad 6ptica a 492 nm y son el

resultado de la media * desvio estandar (SD) de tres experimentos independientes.

Como se observa en la Figura 25, la absorbancia aumenta de forma proporcional con el
incremento de la concentracion de integrina al ser incubada con colageno o CB3. Esto se
debe a que la interaccion entre la integrina a11 y su ligando es dosis dependiente. Sin
embargo, cuando se agrega EDTA, la misma no aumenta a pesar de que lo haga la
concentracion de integrina a1B1. EI EDTA secuestra los cationes divalentes necesarios para
la interaccion entre el dominio | de la subunidad a1 y el fragmento CB3 del colageno (ya sea
en el colageno puro o el fragmento aislado), siendo una condicién apropiada como control

negativo.
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4.4.2 Union de jerdostatina a la integrina a131

Luego de comprobar que la integrina recombinante se une al colageno, se analizé la
interaccion entre dicha proteina con Jerdo-Ec, para evaluar que esta ultima se une a su
ligando especifico. Para ello, se inmovilizé Jerdo-Ec en una placa y se incubé con diferentes

concentraciones de la integrina a1p1 recombinante.
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Figura 26: Interaccién entre Jerdo-Ec y la integrina a1B1 evaluado por ELISA. En un placa de 96
pocillos se inmovilizaron 10 pg/mL de Jerdo-Ec y luego se incubd con concentraciones crecientes de
integrina a1B1 recombinante. Se detecté con un anticuerpo especifico conjugado a peroxidasa. Los
resultados se expresan como densidad optica a 492 nm y son el resultado de la media + SD de tres

experimentos independientes.

Los resultados en la Figura 26 indican que la unién entre Jerdo-Ec y la integrina a1p1 es de
caracter dosis-dependiente, puesto que a mayor concentracion de desintegrina, aumenta la
absorbancia de forma proporcional. En base a estos resultados, podemos asegurar que la
jerdostatina recombinante reconoce y se une a la integrina, lo que permite que esta ultima
sea detectada por el anticuerpo contra la subunidad B1. Si no hubiese interaccion entre
Jerdo-Ec y la integrina a1p1, esta ultima seria removida durante los lavados del ELISA,

imposibilitando su deteccion.
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4.4.3 Inhibicién de unidn integrina - colageno por Jerdo-Ec

La jerdostatina tiene como funcién bloquear la unién entre la integrina a1p1 y el colageno,
por lo que luego de probar que Jerdo-Ec es capaz de unirse a la integrina, se evalud su
capacidad de bloquear la interaccién entre esta ultima y el coldageno mediante un ensayo
tipo ELISA de inhibicion. Se pre-incubd la integrina a1B1 (a dos concentraciones diferentes)
con 0, 2.5, 5y 10 yg/mL de Jerdo-Ec, que luego se sembraron en una placa previamente
sensibilizada con CB3. El grafico de la Figura 27 muestra los resultados de los ensayos por
duplicado para ambas concentraciones de integrina (3 yg/mL en fucsia y 20 pg/mL en
purpura). En ambos casos, se observé un aumento de la absorbancia en funcion del
incremento de la concentracion de Jerdo-Ec, siendo mas pronunciado para la mayor
concentracion de la integrina soluble (20 ug/mL). Este resultado no fue el esperado, debido
a que la presencia de Jerdo-Ec deberia disminuir la sefial del revelado, ya que la

jerdostatina bloquea la interaccion entre la integrina a1B1 y el colageno.
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Figura 27. Ensayo de inhibicion de la union entre la integrina a1B1 y el colageno por Jerdo-Ec.
Se pre-incubaron diferentes concentraciones de Jerdo-Ec (0, 2, 10, 50 pg/mL), con dos
concentraciones de integrina a1p1 soluble; 20 ug/mL (purpura) y 3 yg/mL (fuscia), durante 1 h a 37
°‘C, que luego se sembraron en pocillos previamente sensibilizados con colageno o CB3. La
deteccion se realizé por medio de un anticuerpo especifico unido a una peroxidasa y se midi6 la
absorbancia a 492 nm. Los resultados son producto de la media + desvio estandar (SD) de tres

experimentos independientes.
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4.5 Analisis de las propiedades inmunomoduladoras de Jerdo-Ec
sobre DC

4.5.1 Maduracién y activaciéon de DC

Las DC cumplen un rol fundamental en el organismo, siendo las encargadas de generar el
nexo entre la inmunidad innata y la adaptativa, dirigiendo asi la respuesta inmune. Para sus
funciones, las DC cuentan con diversos receptores, como los TLRs, conservados

evolutivamente para reconocer PAMPs.

Hasta el momento, no hay estudios que vinculen a la jerdostatina con células del sistema
inmune, razén por la cual nos propusimos a evaluar sus efectos sobre la maduracion y
activacion de las DC en presencia de la desintegrina. Este procedimiento se llevé a cabo en
presencia y ausencia de polimixina B, un péptido catiénico que une y neutraliza la toxicidad
de las endotoxinas, a través de su interaccion con LPS de bacterias Gram negativas. De
esta forma se puede detectar el efecto de las endotoxinas bacterianas en la respuesta
evaluada. Posteriormente, se analizaron moléculas de superficie por citometria de flujo y la
secrecion de dos citoquinas del sobrenadante. En la Tabla 6 se muestran los ligandos, los

TLR que activan y su ubicacion celular.

Tabla 6: Ligandos de TLRs utilizados para los ensayos de maduracién en DC.

TLR TLR2/TLR1 TLR3 TLR2 TLR7 (1atones)
Ubicacion  del | Membrana Membrana
Endosomal Endosomales
receptor celular celular
Ligando PAM3CSK4 ) ]
Poly:IC (PIC) Zimosan (Zimo) R848
utilizado (PAM)
Lipopéptido ) | Preparado de ) o
Naturaleza del ) ARN bicatenario Imidazoquinolina
. bacteriano o pared celular de o
ligando o (sintético) (sintético)
(sintético) levadura

70



4.5.2 Evaluacion de la expresion de moléculas de coestimulacion

Se comenzdé con el gating de las poblaciones celulares para seleccionar las DC,
basandonos primeramente en aspectos de granulosidad y tamafo y la expresion de
CD11c", como se indica en la Figura 28.

Una vez definida la poblacién celular, se prosiguié con el analisis de la expresion de las
moléculas de co-estimulacion CD40 y CD86 y se complementd con la expresion del MHC
de clase Il (Figura 29). Ello se llevé a cabo a través de la cuantificacién de las células
positivas para dichas moléculas y de la intensidad de fluorescencia de las células CD11c".
En primera instancia se analizaron los efectos de PIC y Zimo con diferentes
concentraciones de Jerdo-Ec, en presencia o ausencia de polimixina B. Como los ensayos
se llevaron a cabo utilizando jerdostatina recombinante producida en E. coli, se evalud la
posible presencia de endotoxinas que pudiesen enmascarar el efecto producido por
Jerdo-Ec en las DC, incorporando polimixina B. El resultado de estos ensayos se muestra
en la Figura 29, como indice de fluorescencia media (MFI) en funcidon de concentracion de

Jerdo-Ec en mg/mL, sin polimixina B y con el agregado de la misma.
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Figura 28: Estrategia de gating de citometria de flujo de las BMDC. BMDC seleccionadas en
funcién de su tamafio (FSC) (A), la complejidad interna (SSC) (B) y la expresion del marcador de
superficie CD11c" (C). En los recuadros rojos se indica la poblacion celular seleccionada y el

porcentaje que estas representan en la poblacion total.
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Figura 29: Andlisis de la maduracién de DC a través de la expresion de moléculas de
co-estimulacién y MHCII. Se incubaron DC con concentraciones crecientes de Jerdo-Ec (0.1, 0.4, 2,
10 y 50 ug/mL) y se analiz6 la expresion de moléculas de coestimulacion como CD40 (A y B), CD86
(C y D) y la molécula MHC 1l (E y F) al ser estimuladas con PIC (azul) y Zimo (rojo). Med (negro)
representa las DC que no fueron estimuladas con ligandos de TLR. Los graficos a la izquierda
muestran los resultados sin el agregado de polimixina B (-) y a la derecha estan los que

corresponden a las células que si fueron incubadas con polimixina B (+).

Como se puede apreciar en la Figura 29, Jerdo-Ec en ausencia de polimixina B, la Jerdo-Ec
provoco un aumento de CD40 y MHCII, mientras que este efecto fue abolido al neutralizar el
LPS con polimixina B, indicando la presencia de endotoxinas en las alicuotas de Jerdo-Ec.
Esto es notablemente mas visible al observar los graficos de CD40 y MHC II, especialmente
en DC que no fueron expuestas a ningun ligando de TLR. Debido a que la diferencia mas
evidente se observo para la mayor concentracion de Jerdo-Ec, se elaboraron los siguientes

graficos de columna para visualizar la variacién del MFI entre los grupos que no fueron
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tratados con la desintegrina y los que si se trataron, ambos casos en presencia de

polimixina B (Figura 30).

A) B) C)
5000 3500 4000+
= — = 3500
LL 4000 LL 3000
= = 3 .
vy = 30004
o [{e} -
3 2 2
3000 2500
(@) (@) = 25004
2000- 2000- 2000-
Jerdo -+ -+ - 0+ Jerdo - + - + - 4+ Jerdo -+ -+ -+
PIC Zimo PIC Zimo PIC Zimo

Figura 30: Expresion de moléculas de coestimulacion y MHCIl en DC estimuladas con
jerdostatina y ligandos de TLR en presencia de polimixina B. Las células que no fueron
expuestas a ligandos de TLR se muestran en negro y gris. Las DC incubadas con PIC (azul) y Zimo
(verde), fueron tratadas con 50 ug/mL de Jerdo-Ec. Todas las células fueron tratadas con polimixina
B. La ausencia o presencia de la desintegrina se indica con los signos -y +. Se indica con asteriscos
(*) la significancia estadistica entre los resultados, siendo p*<0.05 y p***<0.001 (One-way ANOVA).
Los analisis estadisticos se realizaron utilizando GraphPad Prism version 8.0.2 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA))

En base a estos resultados, podemos concluir que la expresion de CD40 no varia de forma
significativa independientemente del ligando utilizado o la presencia de Jerdo-Ec. Al analizar
CD86, vemos que PIC induce un aumento de su expresion, pero que este aumento es
inhibido por la jerdostatina. Finalmente, PIC provoca un incremento de la expresion de MHC
II, mientras que Jerdo-Ec favorece su expresion cuando las DC no se tratan con ligandos de

TLR o cuando son estimuladas por Zimo.

A partir de estas observaciones, se resolvié realizar nuevos ensayos de estimulacion de
BMDCs unicamente con 50 pg/mL de Jerdo-Ec y con polimixina B en todos los casos.
Ademas, se incorporaron otros ligandos de TLR, como el PAM (TLR1/2) y R848 (TLR 7). Los
resultados de estos ensayos se presentan en la Figura 31, en donde se observa que la
expresion de CD40 en las células CD11c*, asi como la presencia de células CD11c*, CD40*
fue potenciada por los ligandos Zimo y R848 de forma significativa. Al agregar Jerdo-Ec, la
expresion de CD40 inducida por Zimo y R848 se vio inhibida, disminuyendo notablemente
respecto a la expresion en ausencia de esta desintegrina. Para el caso de PAM y PIC no se

registraron cambios significativos en la expresion de CD40, ni en el numero de células que
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la expresan, independientemente de que se hayan tratado o no con Jerdo-Ec. No obstante,
y aunque no fue significativo, las DC estimuladas con PIC parecerian mostrar una tendencia

a disminuir, respecto a PAM, si observamos el porcentaje de células positivas (Figura 31).
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Figura 31: Expresion de CD40 en BMDC tratadas con ligandos de TLR. El Panel A muestra la
superposicion de los histogramas de las células sin tratar y tratadas con ligandos de TLR. Sin tratar
(negro) y las tratadas con PAM (rojo), PIC (azul), Zimo (verde) y R848 (morado) sin el agregado de
Jerdo-Ec. En los paneles B-F se comparan los histogramas de las células que expresan CD40 en
ausencia (negro) o presencia (rojo) de Jerdo-Ec. indice de fluorescencia media (G) y porcentaje de
células (H) CD11c* que expresan el receptor CD40. Las células fueron tratadas con y sin Jerdo-Ec (+
o -, respectivamente) durante 2 h y luego se incubaron 18 h con los ligandos de TLR. Finalmente se
marcaron con anticuerpos fluorescentes especificos y se analizaron por citometria flujo. Se indica con
asteriscos (*) la significancia estadistica entre los resultados, siendo p*<0.05, p***<0.01 y
p****<0.0001 (One-way ANOVA). Los analisis estadisticos se realizaron utilizando GraphPad Prism
version 8.0.2.
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Por otro lado, la expresion de CD86 fue potenciada por los ligandos PAM3CSK4 y Zimosan
(Figura 32), siendo mayor el efecto inducido por Zimo. Este resultado es esperado, debido
a que estas moléculas (agonistas de TLR2) son analogos o derivados de componentes
presentes en la superficie de patdégenos extracelulares, por lo que son reconocidos por
receptores que se encuentran en la membrana celular de las DC. En presencia de
jerdostatina recombinante, la expresion de CD86 inducida por los ligandos de TLR utilizados

disminuyd en todos los casos.
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Figura 32: Expresion de CD86 en BMDC tratadas con ligandos de TLR. A) Superposicién de los
histogramas de las células sin tratar con ligandos de TLR (negro) y las tratadas con PAM (rojo), PIC
(azul), Zimo (verde) y R848 (morado) sin el agregado de Jerdo-Ec. En los paneles B-F se compara
el conteo de células que expresan CD86 en ausencia (negro) o presencia (rojo) de Jerdo-Ec. indice
de fluorescencia media de CD86 (G) y porcentaje de células CD11c* que expresan CD86 (H). La
deteccioén se realizd por citometria de flujo usando anticuerpos fluorescentes especificos contra las
moléculas de superficie. Las muestras se prepararon en dos condiciones; presencia (+) o ausencia
(-) de Jerdo-Ec y luego se incubaron con PAM, PIC, Zimo o R848. La significancia estadistica (p-valor
<0,0001) entre los resultados se indica mediante asteriscos (*), siendo p*<0.05, p**<0.01, p***<0.001
y p****<0.0001. Los datos fueron analizados mediante un analisis de varianza de una via (One-way
ANOVA), seguido de la prueba post hoc de Tukey para comparaciones multiples. Los analisis

estadisticos se realizaron utilizando GraphPad Prism versién 8.0.2.
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Figura 33: Expresion de MHC Il en BMDC estimuladas con diferentes agonistas de TLR. A)
Superposicion de los histogramas de las células sin tratar con ligandos de TLR (negro) y las tratadas
con PAM (rojo), PIC (azul), Zimo (verde) y R848 (morado) sin el agregado de Jerdo-Ec. En los
paneles B-F se compara el conteo de células que expresan CD86 en ausencia (negro) o presencia
(rojo) de Jerdo-Ec. G) Grafico del indice de fluorescencia media (MFI) de la expresion del MHC I1. H)
Porcentaje de células (%cel) CD11c* que expresan el MHC Il. La deteccion del complejo mayor de
histocompatibilidad por citometria de flujo, se hizo mediante anticuerpos fluorescentes especificos
contra la molécula. Las muestras se incubaron durante 2 h en presencia (+) o ausencia (-) de
Jerdo-Ec y luego con PAM, PIC, Zimo o R848. La significancia estadistica entre los resultados se
indica mediante asteriscos (*). Donde p**<0.01, p***<0.001 y p****<0.0001 Los datos fueron
analizados mediante un analisis de varianza de una via (One-way ANOVA), utilizando GraphPad

Prism version 8.0.2.
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Por ultimo, al analizar la expresién de MHC Il (Figura 33) se observé que el indice de
fluorescencia media (Figura 33 G) no muestra diferencias significativas, pese a que
parecen aumentar los valores de PIC, Zimo y R848. No obstante, al analizar el porcentaje
de células CD11c* (Figura 33 H), aunque todas las células tratadas con antagonistas de
TLR parecen aumentar, solo hay un incremento significativo de las que fueron estimuladas
por Zimo y R848. Finalmente, las células CD11c* que fueron previamente tratadas con
Jerdo-Ec exhibieron una disminucion considerable de la expresion de MHC Il para todos los
casos, independientemente de la molécula con la que fueron estimuladas. Estos resultados
indican que la desintegrina podria tener un efecto inmunomodulador sobre la expresién de

esta molécula de superficie.

4.5.3 Evaluacion de las citoquinas secretadas por CD maduras

Para complementar los ensayos de expresion de moléculas coestimuladoras y de MHCII, el
sobrenadante de cultivo de las BMDC en presencia o ausencia de ligandos de TLR y
Jerdo-Ec fue analizado mediante ELISA tipo sandwich para evaluar la expresién de las
citoquinas IL-6 e IL-12p70. Las citoquinas son proteinas que actian como mensajeros que
utilizan las células inmunes para comunicarse, habiendo un extenso repertorio de estas, su
secrecion depende principalmente del contexto inmunoldgico en el que son sintetizadas %°°'.
Concretamente IL-6 e IL-12p70 son citoquinas proinflamatorias, y esperamos encontrarlas

en el sobrenadante de las DC estimuladas con los ligandos de TLR.

Conjuntamente con la citometria de flujo para analizar la expresidon de moléculas de
co-estimulacion y de MHC I, se evalud el efecto de la polimixina B en el sobrenadante de
las células estimuladas con PIC y Zimo, pre incubadas con jerdostatina, cuyo resultado se
observa en la Figura 35. Al comparar la expresién de IL-6 sin agregado de polimixina B
Figura 35 (A) y con polimixina B (Figura 35 B) se observaron diferencias en los niveles de
citoquinas. Mientras que en A no hay diferencias significativas y un nivel de expresion
similar, independientemente de la estimulacion o no con PIC y Zimo, al agregar polimixina B
se visualizé un aumento significativo en la produccion de IL-6 estimulada por Zimo. A su
vez, con el agregado de Jerdo-Ec en presencia de polimixina B, se observo una disminucion
en los niveles de citoquina producida. Por otro lado, al analizar la produccion de IL-12p70 en
ausencia de polimixina B (Figura 35 C) se observé un aumento en presencia de Zimo,
mientras que los niveles de IL-12p70 no cambiaron con PIC. Al agregar Jerdo-Ec se detecto
un incremento de esta citoquina en ausencia de ligandos de TLR y en presencia de PIC,
pero no con Zimo (Figura 35 C). No obstante, en presencia de polimixina B, la produccion

de IL-12p70 inducida por ZImo disminuyé (Figura 35 D). En presencia de Jerdo-Ec, los
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niveles de IL-12p70 secretados por las DC que fueron incubadas junto con polimixina B, no
sufrieron cambios significativos entre las que no fueron estimuladas con ligandos de TLR, ni
en las que fueron estimuladas con PIC. Sin embargo, aquellas que se estimularon con
Zimo, mostraron un descenso considerable en la produccién de IL-12p70 al ser incubadas

junto a Jerdo-Ec, indicando que la desintegrina inhibe la produccién de la citoquina.
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Figura 35: Analisis de la expresion de IL-6 e IL-12p70 por BMDC estimuladas. Las DC
se incubaron con Jerdo-Ec y se estimularon con PIC (azul) o Zimo (verde). A y B muestran
la expresion de IL-6 en ausencia o presencia de polimixina B, respectivamente. La
expresion de IL-12p70 se observa en los graficos C (polimixina B -) y D (polimixina B +). Los
signos de - y + indican ausencia o presencia de Jerdo-Ec. La significancia estadistica
(p-valor <0,0001) entre los resultados se indica mediante asteriscos (*), tal que siendo
p*<0.05 y p***<0.001. Los datos fueron analizados mediante un analisis de varianza de una
via (One-way ANOVA), utilizando GraphPad Prism version 8.0.2.

Estos resultados indican la necesidad de eliminar el LPS de Jerdo-Ec, o de realizar los
ensayos posteriores en presencia de polimixina B, para neutralizar el efecto generado por
las endotoxinas. Por lo tanto, los ensayos siguientes se realizaron en presencia de

polimixina B y se evalu6 el efecto de varios ligandos de TLR.
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La Figura 36 corresponde a los resultados del anadlisis de la secrecion de citoquinas
presentes en el medio de cultivo de las DC. Debido a que parte de los valores de DO a 492
nm fueron mayores a los de la curva de calibracion y no se disponia de medio de cultivo
para repetir el ensayo de ELISA con muestras diluidas, se procedié a analizar los resultados
realizando un cociente en relacién al control negativo, siendo la condicion de las DC
incubadas en medio de cultivo en ausencia de estimulos y jerdostatina. Para esto se calculd

el promedio de esta condicién y dicho valor se utilizd para dividir todos los valores de DO.

En la Figura 36A podemos observar que los niveles de secrecién de IL-6 disminuyen de
forma significativa cuando las DC fueron estimuladas por PIC y por R848. A pesar de que
se apreciaron cambios en los niveles de expresion cuando se trataron las DC con PAM y
Zimo, estos no fueron significativos.

Se observé que la Jerdo-Ec disminuyd la produccién de IL-6 inducida por PAM y en
ausencia de ligandos de TLR. No se observaron cambios para el resto de los ligandos de
TLR estudiados.
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Figura 36: Expresion de IL-6 e IL-12p7- por las BMDC estimuladas con ligandos de TLR en
presencia de Jerdo-Ec. Se analizé por ELISA la expresion de citoquinas secretadas por las CD
estimuladas con Jerdo-Ec (2 h) en presencia de polimixina B y luego incubadas con (PAM) (rojo),
PIC (azul), Zimo (verde) y R848 (morad), ligandos de diferentes TLR. La presencia o ausencia de
Jerdo-Ec se senala con los signos +/-. Se indica con asteriscos (*) la significancia estadistica entre
los resultados, siendo p**<0.01, p***<0.001 y p****<0.0001 (One-way ANOVA). Los andlisis

estadisticos se realizaron utilizando GraphPad Prism version 8.0.2.
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Si observamos los resultados obtenidos para la IL-12p70 (Figura 36B), su produccion se vio
considerablemente aumentada por la estimulacion de las DC con PAM, Zimo y R848. Por
otro lado, la incubacién con Jerdo-Ec provocéd un descenso significativo en la produccién de
IL-12p70 en aquellas DC estimuladas ante determinados ligandos de TLR.

Analizando en conjunto los resultados observados para la expresion de IL-6 e IL-12p70

podriamos afirmar que Jerdo-Ec tiene un efecto inhibidor sobre su produccion por DC.
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5. Discusion

Como mencionamos anteriormente, uno de los desafios mas comunes en la produccion
recombinante de desintegrinas es la correcta formacion de sus enlaces disulfuro "8, Las
desintegrinas pueden presentar entre 4 y 16 residuos de cys que sostienen su integridad
estructural ®’. Si estos enlaces no se forman adecuadamente, se puede generar una
proteina que no sea funcional, algo que puede ocurrir regularmente en sistemas bacterianos
75,76_

Por otro lado, la formacién de cuerpos de inclusidén en sistemas bacterianos es algo comun
y aunque se pueda recuperar proteina resolubilizandola, esto reduce el rendimiento 7578,
Muchas veces el rendimiento de las desintegrinas recombinantes es relativamente bajo, ya
que hay varias etapas en las que puede haber pérdidas, como en la purificacién, al remover
la proteina de fusion, o el tag, lo que hace que la produccion pueda ser desafiante 7578,

Por ultimo, hay que tener en cuenta que las desintegrinas pueden ser susceptibles a la
degradacién por proteinas del hospedero, especialmente en sistemas bacterianos 2. Este
problema puede resolverse con proteinas de fusion, utilizando cepas deficientes de
proteasas o recurriendo a inhibidores de proteasas 8.

Confirmar la funcionalidad de una proteina recombinante es fundamental para cualquier
aplicacion que se le vaya a dar. La integridad estructural puede ser analizada por
espectroscopia de dicroismo circular, observando la estructura secundaria. Por
espectrometria de masa es posible confirmar su masa molecular o formacién de los puentes
disulfuro. Técnicas como la resonancia magnética nuclear o la cristalografia de rayos X
también pueden aportar informacién relevante '3, Otras alternativas incluyen ensayos de
unioén al ligando, por ejemplo, en el caso de las desintegrinas se pueden realizar ensayos
tipo ELISA o resonancia de plasmoén superficial, pudiendo determinar la especificidad o la
afinidad de la unién 82425,

Ensayos de adhesion celular o ensayos de migracion con células que expresan el ligando
de la desintegrina, son otras formas de evaluar su actividad. En general, estos ensayos son
llevados a cabo con células endoteliales, lineas celulares tumorales o plaquetas 82443,

Si la desintegrina en cuestion se adhiere a componentes de la MEC, es posible analizar la
inhibicion utilizando métodos basados en la fluorescencia o por colorimetria (como los
ensayos tipo ELISA), pero también pueden evaluarse la migracién o formacion de tubos, si

se la desintegrina reconoce una integrina que participe en estos procesos 242,
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Para las desintegrinas con motivos RGD se utiliza agregometria de transmision de luz como
ensayo estandar para evaluar su actividad, debido a que son potentes inhibidores de la

agregacion plaquetaria %.
A continuacién, se discuten los resultados de esta tesis desde distintos puntos de vista, con

el objetivo de interpretar los principales hallazgos y contextualizarlos en el marco del

conocimiento actual.
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5.1 Expresioén y purificacion de proteinas recombinantes

5.1.1 Produccioén y purificacion de jerdostatina recombinante en E. coli

La jerdostatina es una desintegrina corta (~4.6 kDa) que fue descubierta a partir del ADNc
de la glandula de veneno de P. jerdonii por Sanz et al. (2005). Es sintetizada a partir de un
ARNmM corto, que codifica para tres dominios peptidicos; un péptido sefial, un propéptido y
el dominio desintegrina. Esta proteina se ha producido de forma recombinante
principalmente en sistemas bacterianos (E. coli BL21) 8 expresando Unicamente el
dominio desintegrina con la finalidad de obtener directamente la proteina madura, ya que
normalmente las proteinas de venenos son procesadas, eliminando el péptido senal y el
propéptido.

De acuerdo con la bibliografia, la jerdostatina ha sido expresada utilizando el plasmido
pET-32a, insertando la secuencia del dominio desintegrina digiriendo con las enzimas Kpnl
y Xhol 24 Utilizando esta construccion como referencia, disefiamos el plasmido
(pET-32a/Jerdos) en Snapgene® ubicando la secuencia de la jerdostatina madura '®?* y el
sitio de corte para TEV entre los pares de bases 310 y 161, dando lugar a una proteina de
fusién co-expresada con His-tag y TrxA (PFus-Ec) (Figuras 12y 13).

La produccion de PFus-Ec se consideré exitosa ya que se pudo expresarla
condicionalmente al inducir con IPTG los cultivos transformados, como se puede apreciar
en los carriles Pre e Ind de la Figura 16. Ademas, fue posible purificar sin inconvenientes la
proteina de fusién por IMAC (Elu), obteniendo un rendimiento aproximado de 1,1 mg por
litro de cultivo. Tras la digestion de PFus-Ec con TEV y una posterior IMAC, se logro
purificar la jerdostatina recombinante (Jerdo-Ec) (Figura 19, carril FT). El rendimiento fue
de aproximadamente 0,56 mg por litro de cultivo. Por ultimo, gracias al analisis por
espectrometria de masas, se pudo comprobar la identidad de la desintegrina con una
cobertura de la secuencia del 72,7 %.

A pesar de que el rendimiento obtenido esta dentro de los valores reportados para la
expresion de jerdostatina en E. coli '®?%, podrian buscarse alternativas para la optimizacién
del rendimiento. EI mayor problema que se presenté a la hora de purificar Jerdo-Ec, fue la
pérdida de solubilidad al digerir con TEV, ya que se formaba un precipitado insoluble,
probablemente debido a la naturaleza de la proteina. Al tratarse de una desintegrina corta,
la estructura de la jerdostatina es compacta y esta sostenida por cuatro enlaces disulfuro
6718 Ademas, es normal que los residuos menos polares de las desintegrinas se orienten
hacia el exterior de la molécula, lo que puede reducir su solubilidad *°. Sin embargo, segun

la prediccion del software Protein-Sol - disponible en linea - que predice la solubilidad de
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una proteina en base a su secuencia, la jerdostatina deberia ser una proteina soluble. El
analisis de Protein-Sol, indicd una solubilidad relativa de 0,72, respecto a la solubilidad
promedio de las proteinas de E. coli, cuyo valor es de 0,45. De esta forma, se establece que
cualquier proteina con una solubilidad superior a dicho valor, seria soluble %. Considerando
esta informacién y que Jerdo-Ec precipitaba al digerirse, podriamos asumir que no esta
plegada correctamente. Al mismo tiempo, se observd que la digestion de PFus-Ec con TEV
no fue completa, como se aprecia en la mezcla recuperada de la digestion (Figura 19). Por
lo tanto, seria interesante discutir aspectos que pudieran mejorar el rendimiento de
obtencion de la Jerdo-Ec.

Algunas alternativas que podrian considerarse para una posible optimizacion de la digestién
incluyen: i) regular las condiciones de digestion, ii) cambiar la secuencias de la proteina
utilizada para la digestion, o iii) aplicar alguna estrategia de refolding &9,

Como se indicoé en Materiales y Métodos la digestion de PFus-Ec se llevé a cabo a 4°C, en
buffer fosfato (pH 7,4, NaCl 150 mM) como se indicd previamente en la bibliografia 2*. Para
evitar o reducir la precipitacion de PFus-Ec, realizamos la digestion en diferentes
condiciones. Por ejemplo, cambiando el buffer fosfato por un buffer 50 mM Tris HCL, pH 8,
con NaCl 150 mM, otro buffer de uso rutinario para la expresion de proteinas recombinantes
8 Esto se realizé tanto a 4°C como a TA, sin registrarse cambios significativos en la
formacion de precipitado, descartando la posibilidad de que el buffer o la temperatura
pudiese intervenir en el proceso de agregacién. Por otro lado, considerando la tendencia de
la Jerdo-Ec en precipitar una vez digerida con TEV, el clivaje en columna se descarto, para
evitar perder la resina o danar la columna. También evaluamos los efectos del agregado de

10% de glicerol al buffer de dialisis, sin evidenciarse resultados positivos.

Una alternativa a probar, ya que no fue abordada en nuestra estrategia experimental, seria
modificar la concentracién de sales durante (o luego) de la digestion. Esto podria tener
efectos beneficiosos sobre la solubilidad de Jerdo-Ec ya que el cambio en la fuerza iénica
del medio afecta la carga electrostatica de la proteina, modulando su hidratacion.

Por ultimo, considerando que la precipitacion y la pérdida de solubilidad pueden estar
relacionadas con el plegamiento de la proteina, podrian probarse estrategias de refolding
para resolver este problema °%. Este tipo de abordajes se ha empleado con proteinas
derivadas del veneno de serpiente y otros péptidos ricos en enlaces disulfuro %, En
nuestro caso, se recurri6 a un protocolo de pares redox utilizando glutation
reducido/oxidado, en presencia y ausencia de urea, sin lograr mejorar la solubilidad de la
proteina, por lo que se descartd la implementacion de los mismos en producciones

posteriores.
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Como se mencion6 anteriormente, BL21 ha sido la cepa de E. coli mas utilizada para la
expresion de jerdostatina '®2*2?*. No obstante, también se ha realizado la produccion de esta
desintegrina en la cepa Origami, aunque ésta uUnicamente se empledé en las primeras
producciones de la proteina, siendo expresada en BL21 segun publicaciones posteriores
182324 En nuestro caso, se utilizd la cepa Rosetta(DE3)pLysS principalmente por su
disponibilidad en el laboratorio. Esta cepa, derivada de BL21, cuenta con la ventaja de
suprimir la expresion basal de la proteina de interés gracias a la inhibicion de la
ARN-polimerasa del promotor T7, permitiendo regular la expresion inducida por IPTG. Esta
caracteristica le permite, ademas, evitar la sobreexpresion de proteina recombinante,
favoreciendo el plegamiento adecuado de proteinas solubles, y minimizando la formacion de
cuerpos de inclusion ¥. En base a esto, la cepa Rosetta no tendria desventajas en cuanto a
la produccion recombinante de jerdostatina, lo cual explicaria que se obtuvo un rendimiento
que esta dentro de los valores reportados. Sin embargo, podria probarse una cepa
diferente, que esté disefiada para maximizar el plegamiento de proteinas ricas en cisteinas,
como la SHuffle® . Esta cepa carece de las reductasas trxB y gor y posee con una
mutacion supresora de la subunidad C de la alquil hidroperéxido reductasa (ahpC),
favoreciendo la formacién de enlaces disulfuro con una gran fidelidad en el citoplasma
bacteriano *8. Si bien nuestro problema surgié al momento de realizar la digestién, el uso de
una cepa bacteriana con estas caracteristicas podria repercutir positivamente en la

solubilidad de Jerdo-Ec luego de ser clivada.

Otra alternativa experimental que podria permitir un mejor rendimiento post-digestion podria
ser utilizar una proteasa diferente para escindir la jerdostatina de la proteina de fusién. No
obstante, cambiar la proteasa implica redisefar el plasmido para que cuente con la
secuencia blanco de la enzima que se elija para este fin. Algunos ejemplos comunes son la
enterokinasa o la trombina, aunque puede utilizarse una proteasa especifica para una
secuencia SUMO (small ubiquitin-like modifier), como la Ulp1 %. También se podria
considerar expresar la desintegrina inmadura en forma de propéptido con su senal de
secrecion incluida. Tal vez de esta forma, el dominio desintegrina se pliegue
adecuadamente, logrando un mayor rendimiento. No obstante, habria que considerar
algunos factores: que la senal de secrecién nativa no sea la adecuada para un sistema
procariota y que la expresion de la proteina inmadura no posea un dominio desintegrina
funcional. En este caso, deberia recurrirse a un sistema de expresion que cuente con la
capacidad de realizar modificaciones postraduccionales para eliminar el propéptido, o bien,
incluir entre el propéptido y el dominio desintegrina, un sitio de corte para una proteasa.
Esto ultimo conlleva el riesgo de que el sitio de corte no sea facilmente accesible para la

enzima.
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5.1.2 Produccion de jerdostatina recombinante en D. melanogaster

Gracias a la posibilidad de acceder a la linea celular S2 como sistema de produccién
heterdlogo, se decidio disefar el plasmido pDro-Ext/jerdos con la perspectiva de obtener las
siguientes ventajas; mejorar el rendimiento respecto al obtenido para Jerdo-Ec, la
posibilidad de optimizar la formacion de enlaces disulfuro, la ausencia de endotoxinas
(propias de un sistema bacteriano) y por el aporte formativo que esto supone para la
maestria en la que se enmarca este proyecto. Si bien utilizar un sistema eucariota para la
produccién heteréloga de proteinas es mas costoso que un sistema bacteriano y en general,
ofrece un rendimiento menor que el procariota 2>%, las S2 cuentan con algunos beneficios.

En primera instancia, poseen organelos especializados que favorecen el plegamiento y la
formacion de enlaces disulfuro. Esta caracteristica de las células eucariotas, puede ofrecer
un mejor resultado en la sintesis de proteinas que requieran de un plegamiento complejo
como las desintegrinas. Recordemos que en esta familia rica en cisteinas (y de origen
animal), la formacion correcta de sus enlaces disulfuro es crucial para su estructura y

funcién 8718,

Por otro lado, las células S2 no producen endotoxinas, un aspecto muy relevante para
nuestro proyecto, donde uno de nuestros principales objetivos es la evaluacién del efecto de
la jerdostatina en la maduracién de DC. Para evaluar propiedades inmunoldgicas de
proteinas, ya sea in vivo o con células in vitro, es de suma importancia que la muestra no
contenga contaminantes que puedan alterar los resultados. En efecto, la presencia de
endotoxinas puede enmascarar los potenciales efectos que se quieren analizar, ya que las
DC cuentan con receptores capaces de reconocer LPS, induciendo su maduracién >4°5°7,
Por lo tanto, la obtencion de la jerdostatina en el sistema bacteriano requiere de pasos extra
de purificacion, o bien, del afadido de reactivos adicionales a los ensayos para neutralizar

sus efectos, como se discutira mas adelante.

Las células S2 permiten el desarrollo de lineas estables al ser capaces de incorporar los
plasmidos directamente en su genoma. Ademas, poseen la aptitud para insertar numerosas
copias en una unica transfeccion, potenciando asi la expresion de la proteina de interés. En
este aspecto, las proteinas producidas pueden ser secretadas al medio extracelular,
reduciendo el estrés al que se somete a las células y facilitando su posterior purificacién

gracias a que las S2 liberan pocas proteinas hacia el espacio extracelular '°. Cabe destacar
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qué estas células son capaces de alcanzar una elevada densidad celular sin el

requerimiento de suero o CO, '%.

Luego de una transfeccion exitosa, se indujo la expresion de las células y al cabo de 7 dias
se recogio la suspension celular y se analizd el sobrenadante para detectar la presencia de
Jerdo-Dm gracias al strep-tag unido a la proteina. Como se mostré en los resultados, se
comprobo la presencia de la etiqueta mediante western blot (Figura 21) y dot blot (Figura
22). Especificamente en el western blot, las bandas que se visualizaron resultaron ser muy
débiles, pero por debajo de los 10 kDa, lo que coincide con la presencia de la proteina. Al
realizarse el dot blot, se decidié concentrar una muestra del sobrenadante recogido a las
168 h. La muestra concentrada 20 veces, se vio mas intensa que la muestra sin concentrar,
pero con una diferencia notable frente al control de expresion. No obstante, la escasa
cantidad de proteina presente en el sobrenadante no justificé continuar con su

concentracion ni purificacion.

Segun reporta Juarez et al. (2010) la jerdostatina se logré expresar en células humanas,
especificamente las HEK-293 #°. Las células se transformaron de forma transitoria como un
paso previo al desarrollo de un modelo murino transgénico condicional. Si bien no se
informd el rendimiento que obtuvieron de proteina recombinante en este sistema, se
menciona que, en un primer intento de expresar la proteina, la misma fue retenida dentro de
las células transfectadas. Eventualmente resolvieron el problema cambiando la sefal de
secrecion %.

En base a esta experiencia, se podria analizar el lisado celular de las S2 transfectadas, para
comprobar la retencion de la proteina en su interior. Si bien esta opcion fue contemplada, no
se realizé por falta de tiempo, quedando pendiente a realizarse en proximas instancias. Si
efectivamente el problema estuviese en la secrecion de la jerdostatina, se podria utilizar una
senal de secrecion diferente que pudiera ser mas adecuada para el sistema de expresion o
para la proteina en cuestion. Se ha probado que en algunos casos, la expresion de
proteinas con su sefial de secrecion nativa, ofrece un mejor rendimiento para la produccion

recombinante en relacion a la sefial de secrecion de plasmidos comerciales '°'.

Por ultimo, algunos abordajes experimentales para aumentar el rendimiento de expresion de
proteinas recombinante en células de insecto comprenden la produccién a partir de un unico
clon, para el desarrollo de una linea que ofrezca un mejor rendimiento. Este principio se
basa en que en un cultivo policlonal no todas las células poseen el mismo nivel de
expresion de la proteina recombinante. Si se seleccionara alguna de las células que tiene la
tasa de expresion mas elevada y se desarrollara una linea estable a partir de ese unico

clon, se lograria aumentar el rendimiento considerablemente.
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Ya que no ha podido comprobarse la presencia de jerdostatina madura en el veneno de P.
jJerdonii y pese a que se ha reportado en el veneno de D. russelli, la posibilidad de purificar
la desintegrina directamente del veneno podria no ser una opcion viable. No solo se
desconoce la cantidad de proteina alli presente, la purificacién a partir del veneno crudo

siempre es mas laboriosa y dificil de optimizar que la produccién recombinante.

Debido al muy bajo rendimiento que se obtuvo para Jerdo-Dm, todos los ensayos realizados

se hicieron exclusivamente con Jerdo-Ec.
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5.2 Ensayos funcionales de Jerdo-Ec

Para evaluar la capacidad de la Jerdo-Ec en reconocer a la integrina a1B1 realizamos

ensayos de union tipo ELISA.

En primera instancia se evalué que la integrina a1B1 fuera capaz de unirse al colageno. Al
tratarse de una proteina transmembrana, no se expresoé la proteina completa, sino que se
produjo el heterodominio soluble formado por los ectodominios de ambas subunidades. La
produccion se realizd en células S2 previamente modificadas para la expresion
independiente de estos ectodominios unidos a las secuencias Fos y Jun, que se unen

formando una cremallera que permiten la formacion del ectodominio a1B1 (Figura 15 B).

La integrina a1B1 reconoce de forma especifica y con alta afinidad al colageno tipo IV,
uniéndose a la region denominada “fragmento CB3”. Para que la interaccién con su ligando
ocurra, las integrinas necesitan de la presencia de cationes metalicos divalentes, por lo que
los ensayos realizados se hicieron en presencia de Mg? y Mn?*, o bien, en presencia de
EDTA, que funciona como agente quelante, secuestrando estos cationes e impidiendo la
union integrina-ligando. Como se puede ver en la Figura 25, evaluamos la union de la
integrina a1B1 tanto al colageno puro, como al fragmento CB3 aislado, obteniendo
resultados similares. La integrina se une de forma dosis-dependiente, aumentando la
absorbancia conforme lo hace la concentracion de integrina, mientras que en presencia de
EDTA la interaccidon se abolié completamente. Con estos resultados, podemos concluir que
el ectodominio soluble de la integrina a1B1 reconoce al fragmento CB3 aislado o en el

colageno IV y que su obtencién fue exitosa.

La expresiéon recombinante de la integrina a1B1 se realizé principalmente para comprobar la
funcionalidad de Jerdo-Ec, cuyo ligando especifico es esta integrina. Se ha comprobado
que esta desintegrina no interactia con otras integrinas y que, al unirse a la a11, bloquea
su interaccion con el fragmento CB3 del colageno '8#24%  Sin embargo, existe poca
informacién sobre esta interaccidén, pues se desconoce el sitio exacto de unién del motivo
RTS a la integrina a1B1 o su mecanismo de accion ?*. Estudios previos realizados con el
dominio a-l aislado, revelaron que la jerdostatina no interfiere en la unién del dominio a-I al
CB3 del colageno, lo que sugiere que la desintegrina no reconoce este dominio en la
integrina . Esto abre la puerta para, al menos, dos posibilidades: i) que el bloqueo de la
interaccion integrina a1B1- colageno por parte de la jerdostatina sea por efecto alostérico; o
ii) que el motivo RTS reconozca una secuencia o estructura formada en el ectodominio o131
dimerizado. Ademas, durante dichos ensayos se demostrd que la union de jerdostatina a la

integrina es independiente de cationes divalentes .
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Para evaluar la interaccion entre la integrina a1pf1 y la jerdostatina recombinante se
inmovilizé Jerdo-Ec en la placa, incubandola con diferentes concentraciones de la integrina.
Los resultados (Figura 26) demostraron que Jerdo-Ec es capaz de unirse al ectodominio de
la integrina a1B1 soluble de forma dosis dependiente, lo que coincide con los datos
reportados en la bibliografia 82242 Sin embargo, al momento de evaluar el bloqueo de la
interaccion integrina a1B1-colageno por Jerdo-Ec, el resultado no coincidié con lo esperado
(Figura 27), ya que la absorbancia debida a la union entre la integrina y el colageno no
disminuyd, sino que, paraddjicamente, aumentd. Es importante resaltar que este ensayo se
realizdé inmovilizando colageno en la placa, a los que se afadieron mezclas de diferentes
concentraciones de jerdostatina preincubadas con dos concentraciones de integrina a1p1 (3
y 20 pyg/mL). Si bien para las mezclas con 3 ug/mL de integrina a131 no es tan notorio, al
observar el comportamiento de la absorbancia para las mezclas con 20 ug/mL de integrina
a1B1, se aprecié un claro aumento en funcién de la concentracion de jerdostatina. Para la
deteccion del ensayo utilizamos un anticuerpo especifico dirigido contra la subunidad 31 de
la integrina. Por lo tanto, la presencia de jerdostatina, deberia bloquear la unién de la
integrina al colageno inmovilizado en la placa. De esta forma, se esperaria una tendencia
inversamente proporcional a la obtenida, donde se partiria de una absorbancia elevada, que

disminuiria conforme aumenta la concentracién de jerdostatina.

En base a este resultado, podemos especular que Jerdo-Ec se encuentra mal plegada y no
es funcional. Si bien en el ensayo de interaccion anterior donde se inmovilizé Jerdo-Ec, se
detectd la presencia de la integrina a1B1. Esto podria deberse a que al inmovilizarse una
proteina en una fase sdlida, esta no mantiene su conformacion nativa, lo que explicaria por
qué se detectd la unién, aunque la jerdostatina recombinante se encuentre mal plegada. En
estas condiciones la Jerdo-Ec podria interactuar con la integrina, pero mediante una
interaccion que no seria la adecuada para inhibir la unién de la integrina con el colageno.
Esto podria ser reevaluado disefiando un anticuerpo especifico contra la jerdostatina y
realizando un ensayo tipo ELISA donde se inmovilice la integrina a1pf1 y se detecte la
presencia de Jerdo-Ec unida a la integrina. Por otro lado, también podriamos probar otra
variante del ensayo, que implique analizar la capacidad de la Jerdo-Ec inmovilizada de
bloguear la interacciéon de la integrina a11 con el colageno, afiadiendo, por ejemplo, una
mezcla pre incubada de estas proteinas. Por lo tanto, ante estos resultados, resulta
imperativo profundizar en el analisis del plegamiento o estructura tridimensional de la
Jerdo-Ec. Si bien se comprobé la secuencia y peso de la proteina por espectrometria de
masas, la misma se realizd en condiciones reductoras. Se podria repetir el analisis, pero en

condiciones no reductoras, para observar el emparejamiento de los enlaces disulfuro. De
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esta forma es posible comparar la masa esperada de la proteina con los enlaces digeridos o

con los enlaces formados.

Por otro lado, es interesante resaltar que se han realizado estudios por resonancia
magnética nuclear (NMR) de la jerdostatina recombinante '. Si se hiciera NMR de
Jerdo-Ec, podrian compararse los resultados obtenidos y evaluar las diferencias entre
ambas estructuras. Asimismo, estudiar el plegamiento y la estructura secundaria de
Jerdo-Ec por espectroscopia de dicroismo circular podria resultar una estrategia
complementaria y util en este sentido. El dicroismo circular es una herramienta adecuada
para analizar el plegamiento global de proteinas pequefias, ya que permite determinar su
estructura secundaria y detectar estados plegados, parcialmente plegados o desordenados,
asi como cambios conformacionales inducidos por distintas condiciones experimentales %2,
Sin embargo, si bien el dicroismo circular presenta limitaciones para proteinas de muy bajo
peso molecular, esta técnica resulta util para evaluar la presencia de estructura secundaria
estable o inducida, asi como para identificar estados desordenados o0 cambios

conformacionales bajo distintas condiciones experimentales "%

La informacion aportada por el analisis predictivo mediante I-TASSER (lterative Threading
ASSEmbly Refinement) revelé que la secuencia aminoacidica de la jerdostatina adopta una
conformacion predominantemente desordenada (random coil) y una minima proporcién de
hebras B, con ausencia de a-hélices . La prediccién de accesibilidad al solvente, indica
que la mayoria de los residuos tiene una accesibilidad relativa baja, con valores inferiores a
5, siendo 0 el valor de aquellos residuos “enterrados” en la estructura y 9 para los que
exhiben la maxima exposiciéon al solvente. Solamente 11 de los 43 residuos presentan un
valor > 5. Por otro lado, el programa identificé estructuras reportadas en el Protein Data
Bank (PDB) con similitud de secuencia, entre ellas la propia jerdostatina (2w90A)" asi como
otras desintegrinas; obtustatina (1mpzA)'® y echistatina (2echA)'®, con motivos de union
KTS y RTS respectivamente.

Ademas, el software disefid un modelo tridimensional con un C-score de 0,14 y un TM-score
de 0,73, parametros que indican que el modelo presenta una topologia global confiable "%
106, 107_

De forma complementaria, los resultados de COFACTOR y COACH (Consensus approach)
(predictores funcionales en base a similitud entre estructuras) sugieren que la jerdostatina
se asociaria a proteinas extracelulares con posibles interacciones con cationes metalicos,

algo que concuerda con el ligando de la jerdostatina, la integrina a1p1 103.106.107,
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5.3 Efectos moduladores de Jerdo-Ec sobre DC

Hasta el momento se han estudiado los efectos de la jerdostatina en varios modelos
celulares in vitro, con la finalidad de utilizarla como potencial agente terapéutico
anti-angiogénico 81217182325 Sin embargo, no hay estudios realizados sobre los efectos que

esta desintegrina pueda tener sobre células del sistema inmune.

Debido al rol fundamental que cumplen las DC, como células centinelas vy
fundamentalmente como APC profesionales, nos propusimos evaluar los posibles efectos
inmunomoduladores que podria tener la jerdostatina sobre esta poblacion celular. Esto es
de especial importancia, ya que si la Jerdo-Ec es administrada in vivo, desencadenara una

respuesta inmune que podria influir o alterar su funcién bioldgica.

Para ello se diferenciaron DC de precursores de médula 6sea de raton y se trataron con
jerdostatina, para luego estimularlas con diferentes ligandos de TLRs y asi analizar la
maduracion de las DC por medio de la expresion de moléculas de superficie, como MHC Il y

las moléculas de co-estimulacion CD40 y CD86.

Para desencadenar la maduracion de las DC en los ensayos iniciales se seleccionaron PIC
y Zimo. El PIC es un ARN doble hebra sintético, que consiste en una cadena de acido poli
inosinico que esta emparejado a una hebra de acido policitidilico. Esta molécula simula un
ARN doble hebra viral, por lo que es capaz de activar la respuesta inmune %' Es
reconocida por receptores intracelulares como el TLR3 endosomal, o el RIG-I
citoplasmatico, que al interactuar con este ligando producen citoquinas proinflamatorias,
como TNF-a e IL-6, pero también interferones de tipo |, que se caracterizan por activar una
potente respuesta viral %, Por esta razén, PIC es una molécula muy utilizada en
investigacion para estimular respuestas antivirales in vitro e in vivo, asi como estimulo de la
maduracion de DC, favoreciendo la presentacion de antigenos y la activacion de LT "°.

Por su parte, el Zimo es un preparado hecho a partir de la pared de levaduras, las cuales
son ricas en polisacaridos reconocidos por TLR2, receptor ubicado en la membrana
extracelular. Como se trata de un agonista de un TLR, su deteccién induce la expresion de
citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL12p70), pero también IL-10, promoviendo un

ambiente tolerogénico .

Para estos primeros ensayos se considerd la incorporacion de polimixina B, porque
Jerdo-Ec fue producida en bacterias, implicando el riesgo de contaminacion con

endotoxinas. Por lo tanto, se hicieron dos grupos, a uno de ellos no se le agrego el
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antibiotico y al otro si. Los resultados observados en ausencia de polimixina B indicaron que
Jerdo-Ec estimulé a las DC, efecto que se perdio al incubar con polimixina B, indicando que
la proteina recombinante purificada esta contaminada con LPS.

En la Figura 29, se observa como la presencia de Jerdo-Ec, en ausencia de polimixina B,
estimuldé la expresiéon de CD40 (29A) y MHCII (29E). Esto no sucede en presencia del
antibidtico (29 B y F). Este efecto se puede apreciar mejor en las células que no fueron
tratadas con ligandos de TLR. Estos resultados, en conjunto permiten concluir que la

proteina recombinante purificada esta contaminada con LPS.

Estos resultados son coherentes y esperados. Durante el desarrollo de las diferentes
actividades, no se evalud la presencia de endotoxinas ni se utilizaron métodos para su
eliminacion, lo cual deberia de realizarse si se busca utilizar la Jerdo-Ec en ensayos in vivo.
Las endotoxinas son componentes de la membrana exterior de bacterias, como E. coli. Se
trata de LPS que se purifican junto con la proteina recombinante ya que es capaz de resistir
los pasos de purificacion estandar. Ademas, cantidades muy pequefias de LPS ( ~100 pg/ug
de proteina) son capaces de activar células inmunes a través de la sefializaciéon del TLR4
"2 Este tipo de respuestas es un problema cuando se quiere evaluar la activacion de
células por parte de un compuesto, por lo que para analizar los efectos inmunomoduladores
de Jerdo-Ec es necesario eliminar el efecto causado por LPS para que no condicione los
resultados.

Si bien nosotros decidimos emplear polimixina B en nuestros ensayos, debido a que se une
a LPS y neutraliza sus efectos. Aunque es una herramienta ampliamente usada en este tipo
de experimentos, lo ideal seria eliminar las endotoxinas contaminantes en Jerdo-Ec previo a
su uso en células, ya que recurrir a la polimixina B no siempre es posible . Su aplicacién
se ve restringida a ensayos in vitro y aun asi, su utilidad puede ser limitada, ofreciendo un
bloqueo parcial de LPS. Por lo tanto, conviene eliminar el LPS contaminante de una

proteina recombinante empleando, por ejemplo, columnas de polimixina B "4,

Todos los ensayos con células posteriores, se realizaron en presencia de polimixina By se
incorporaron otros dos ligandos de TLR para analizar los efectos de Jerdo-Ec; PAM3CSK4 y
R848. Pam3Cys—Ser—Lys4 (PAM) es reconocido por TLR1/2 dada su estructura sintética
que simula un lipopéptido triacilado de origen bacteriano. La interaccion de PAM con
TLR1/2 dispara vias de senalizacion que culminan en la activacion de NF-kB y la
consecuente produccion de citoquinas proinflamatorias (IL-6, TNF-a e IL-12p70) ''5"¢. Por
otro lado, R848 es una imidazoquinolina sintética que estimula respuestas antivirales al
interactuar con TLR7/8". Este receptor endosomal esta principalmente enfocado en la

respuesta antiviral a través del reconocimiento de ARN. Las citoquinas proinflamatorias
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producidas por su activacion incluyen interferones de Tipo |, caracteristicos de la defensa

antiviral, pero también otras citoquinas, como IL-6 e IL-12 7.

Si analizamos el efecto de los ligandos de TLR sobre las moléculas de coestimulacién
(Figuras 31 - 33) sin considerar los efectos de la jerdostatina, vemos que PAM no estimula
la expresion de CD40 (Figura 31). Si bien existen evidencias de CD40 siendo regulado
positivamente en células inmunes por los efectos de PAM, nuestros resultados fueron de
tendencia positiva sin llegar a un cambio significativo. Por otro lado, CD86 (Figura 32) si
estaria estimulado por PAM, siendo esto un resultado esperado '°. Si bien la expresion de
MHCII deberia verse aumentada por PAM, ya que la activacion de los TLR induce su
expresion, nuestros resultados no mostraron diferencias respecto a su expresion basal
(Figura 33).

Al ser un agonista de un TLR que simula un ARN bacteriano, era de esperar que PIC
estimulase a las DC, activandolas e iniciando su maduracion. Este proceso induce la
expresion de las moléculas coestimuladoras analizadas "'®'°. Sin embargo, nuestros
resultados no muestran cambios significativos en la expresion de CD40, CD86 ni MHCII. En
todo caso, podriamos decir que hay un pequefio aumento en la expresion de CD86, pero
que no llega a ser estadisticamente significativo (Figura 32).

La estimulacién con Zimo parece ser variada. Por un lado, es un buen potenciador de la
activacion de DC promoviendo la expresion de moléculas de estimulacion y citoquinas como
IL-6 e IL-12, pero al mismo tiempo, hay evidencias de que puede promover la secrecion de
IL-10 52120121 En nuestra experiencia, el ZIMO fue capaz de promover la expresion de CD40
(Figura 31), CD86 (Figura 32) y MHCII (Figura 33) significativamente.

Ademas de Zimo, R848 fue el agonista de TLR que mostré los efectos mas notorios,
estimulando la expresion de las 3 moléculas de superficie estudiadas, lo que coincide con la
bibliografia 22124 Sin embargo, seria conveniente realizar mas ensayos con diferentes

concentraciones de los ligandos de TLR y asi seleccionar la mas adecuada.

Ahora bien, si tomamos en cuenta los efectos generados por Jerdo-Ec, vemos que para
cada caso donde se vio estimulada la expresion de alguna molécula, la proteina
recombinante fue capaz de anular su efecto. Por ejemplo, en la Figura 31 se observa como
disminuye la expresion de CD40 estimulada por Zimo y por R848. Si bien para las células
tratadas con Zimo el efecto es claro, la disminuciéon de la expresion en las DC que fueron
incubadas con R848 son similares a los niveles basales de CD40.

La expresiéon de CD86 (Figura 32) mostré una disminucién generalizada de su expresion en
las DC expuestas a la jerdostatina recombinante, en algunos casos, incluso por debajo de

los niveles basales. Si bien en ausencia de ligandos de TLR, se aprecia una disminuciéon no
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significativa, la estimulacion de los ligandos no parece haber tenido efecto cuando se anadio
jerdostatina a las células.

Al analizar la Figura 33, solo se observo un aumento significativo de la expresion de MHC i
para las DC estimuladas con Zimo y R848. Este resultado no es el esperado, ya que la
expresion de MHC Il aumenta como parte del proceso de maduracion de las DC.
Posiblemente, la cantidad de ligando utilizada no fue suficiente para que se observe un
incremento significativo y no solo una tendencia en aumento. Por otro lado, la reduccion en
la expresion de MHCII fue significativa en todas las DC que fueron tratadas con Jerdo-Ec.

Si integramos toda esta informacion, podemos concluir que la jerdostatina tiene efectos
inmunomoduladores sobre la maduraciéon de las DC. Por un lado, las moléculas de MHC no
parecen expresarse, ya que su deteccion por citometria de flujo es mucho menor que en las
DC control cuyos TLR no fueron estimuladas.

En el caso de las moléculas de co-estimulacion, si igualmente se expresan en presencia de
Jerdo-Ec, al ser tratadas con alguno de los ligandos de TLR, sus niveles igualmente son
menores en comparacion con las células tratadas con dicho agonista. En suma, podriamos

afirmar que las jerdostatina fue capaz de inhibir la maduracién de las DC.

Ademas de estudiar la expresion de CD40, CD86 y MHCII, decidimos evaluar la presencia
de las citoquinas IL-6 e IL-12 en el sobrenadante de las DC. Estas citoquinas son
sintetizadas y secretadas principalmente por células del sistema inmune en respuesta a
sefales de peligro, que pueden ser exdgenas o endogenas.

IL-6 se produce por la sefalizacién de TLRs, ya sea por PAMPs o DAMPs, pero también por
la estimulacién de otras citoquinas, como IL-1b o TNF-a. Esta citoquina suele ser producida
por las DC previo a su maduracion, en una etapa mas temprana de la infeccion. Por otro
lado, la IL-12, es secretada tardiamente, luego de que las DC hayan madurado. Ademas,
tiene un rol importante en la diferenciacién de LT CD4+, polarizandolos hacia el perfil Th1.
Los resultados de la Figura 36A, indican que la expresion de IL-6 no muestra diferencias
significativas entre las células que no fueron expuestas a agonistas de TLR, PAM y Zimo,
pero la expresion fue significativamente menor para PIC y R848. Cuando se comparan
estos valores, con los de las células incubadas con Jerdo-Ec, vemos que la expresién
disminuye para las células que no fueron tratadas con ligandos de TLR y las que fueron
expuestas a PAM y Zimo.

En la Figura 36B, los resultados de la expresioén de IL-12(p70), muestran que Unicamente el
R848 fue capaz de estimular la produccion de esta citoquina, aunque PAM y Zimo
exhibieron una tendencia positiva, que se vié abolida por la presencia de Jerdo-Ec, al igual
que los efectos del R848.

Esta informacién refuerza las conclusiones a las que llegamos analizando el perfil de
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expresion de CD40, CD80 y MHCII; Jerdo-Ec es capaz de inhibir la maduracion de las DC,

por lo que, no se induce la expresion de estas citoquinas.

Reflexionando sobre los resultados obtenidos y teniendo en cuenta la bibliografia
consultada, podriamos inferir que la jerdostatina actuaria sobre las DC a través de su
interaccion con la integrina a1B1. De ser este el caso, surge la hipotesis de que la DC
“interpretaria” la unién de Jerdo a la integrina a1B1 como una senal que la retendria en los
tejidos periféricos, evitando su maduracion.

Para comprobar si efectivamente esta interaccion se estaria dando en las BMDC, se
pueden tratar las células con anticuerpos bloqueantes contra la integrina a11 y evaluar si
de esta forma se anula el efecto causado por la jerdostatina. Sin embargo, dado que no hay
evidencia directa de la expresion de la integrina a1f1 en BMDC, habria que analizar su

expresion por citometria, gqPCR y ELISA.

Existe, sin embargo, evidencia que relaciona vias de sefializacion entre integrinas y TLRs,
la misma esta enfocada en la familia B2, posiblemente por su expresién caracteristica en
células del sistema inmune °°125126,

La sefializacion de los TLRs y la integrinas estan mediadas por MAP kinasas y son capaces
de activar el factor de transcripcion NF-kB. Mientras los TLR sefializan reclutando
adaptadores como MyD88 o TRIF, las integrinas, que interactian con componentes de la
MEC, sefalizan a través de complejos de adhesion focal, como FAK o Scr. Ambas vias
resultan en la activacion de NF-kB, ya sea para procesos inflamatorios, de supervivencia o
ambos. Ademas, se ha registrado que la interaccion sinérgica entre la integrina a91 con
TLR2 y TLR4 promueve en DC y macréfagos, la secrecién de citoquinas que polarizan la

diferenciacién Th17, a través de la sefializacion mediante ERK '%7.
5.4 Perspectivas

El presente trabajo y los resultados obtenidos derivan en perspectivas a corto y mediano
plazo. En primer lugar, es relevante notar, que Jerdo-Ec no fue capaz de bloquear la union
de la integrina a1B1 al colageno, a pesar de ser capaz de unirse a dicha integrina. Seria
conveniente analizar la estructura y plegamiento de la proteina para confirmar si estas son
las correctas. Asi, podriamos descartar que los resultados obtenidos en los ensayos con las
DC no son a causa de una proteina con un plegamiento inadecuado. De ser el caso y
constatarse que Jerdo-Ec estd mal plegada, seria conveniente repetir estos estudios con

una jerdostatina con su estructura nativa y completamente funcional.
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A mas largo plazo, existe la perspectiva de utilizar la jerdostatina como un posible
tratamiento antiangiogénico para combatir tumores vascularizados. En este caso, es muy
importante considerar los efectos que esta pueda tener en otras células que interactuan
directamente con el tumor o forman el microambiente tumoral. No se puede considerar al
tumor como un objeto extrafio o aislado del organismo, pues en el microambiente tumoral
numerosos tipos celulares forman una compleja red de interacciones. Y mas alla del efecto
directo que esta desintegrina pueda tener sobre las células que expresan la integrina a1p1,
su administracion implica el ingreso de una molécula extrafia al organismo, algo que
alertara al sistema inmunolégico y generara una respuesta en consecuencia. Por esta razén
es que nos propusimos estudiar los efectos de la jerdostatina en las DC, dada la escasa o

nula informacion al respecto.

Si bien las desintegrinas no forman parte del principal grupo de toxinas presentes en el
veneno de serpiente, son péptidos muy especificos y potentes de disrumpen la adhesion
celular, afectando la integridad de los tejidos, pero también la agregaciéon plaquetaria y el
reclutamiento de leucocitos, que depende (en parte) de las integrinas. De esta forma, su rol,
aunque no sea el protagonico, sirve de complemento para potenciar los efectos de las
demas familias de toxinas presentes en el veneno. Es importante recordar que, la funcién

del veneno es paralizar o matar a la presa, pues es una herramienta de caza.

Nuestros resultados son solo un pequefio aporte al conocimiento cientifico que se ha
generado hasta el momento sobre el tema, pero deja en claro que es imprescindible seguir
estudiando diferentes aspectos de los efectos que pueda tener la jerdostatina sobre el
organismo, previo su implementacion como una potencial droga antitumoral. En vistas de
seguir contribuyendo con este fin, hay diversos aspectos de este trabajo a seguir
profundizando; principalmente, seguir analizando la estructura y funcionalidad de Jerdo-Ec,

CcOmo mencionamos anteriormente.

Por otro lado, es importante pensar en la optimizacion del rendimiento en la purificacién de
jerdostatina recombinante, como se discutié previamente, y en la eliminacién del LPS
presente en la proteina purificada de E. coli. Alternativamente, se podria optimizar la
produccion en células S2, sopesando siempre la disponibilidad de recursos y la relacion
entre tiempo, dinero y esfuerzo para lograrlo. Posiblemente, la optimizacion de la
produccion en E. coli y la posterior purificacion por columnas de polimixina sea una
alternativa mucho mas ventajosa, en general, que optimizar y producir la proteina en las S2
u otro sistema eucariota, siempre y cuando se constate el correcto plegamiento de la

proteina recombinante digerida.
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Conclusiones finales

En este trabajo logramos obtener jerdostatina recombinante a partir de cultivos de E. coli
transformadas con un plasmido que contenia la secuencia de la desintegrina madura. La
proteina fue expresada y purificada con éxito, obteniéndose un rendimiento acorde a lo
reportado por la bibliografia.

Jerdo-Ec fue capaz de unirse a su ligando, la integrina a1f1 en ensayos de unién tipo
ELISA, sin embargo no se observaron evidencias de su capacidad de bloquear la unién
entre la integrina a1B1 y el colageno IV.

En estas condiciones, la jerdostatina recombinante fue capaz de inhibir la expresién de
moléculas coestimuladoras, MHCII y citoquinas proinflamatorias por parte de DC
estimuladas por ligandos de TLR. Dado que estas moléculas son indicadores de la
maduracion de las DC, podriamos considerar que la Jerdo-Ec inhibe la maduracién de estas

células, al menos en las condiciones estudiadas.
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	Resumen 
	La jerdostatina es una desintegrina corta con motivo RTS que fue descubierta a partir de una librería de ADNc de la glándula de veneno de Protobothrops jerdonii. Su motivo de unión RTS (Arg, Thr, Ser) le permite reconocer específicamente a la integrina α1β1, bloqueando su interacción con el colágeno IV de la membrana basal. Como receptor del colágeno, la integrina α1β1 media la adhesión y migración celular, por lo que la jerdostatina se ha propuesto como un potencial agente antiangiogénico y antitumoral. Sin embargo, hasta ahora no se habían realizado ensayos en células del sistema inmune. ​Las células dendríticas, son las células presentadoras de antígeno por excelencia. Además de actuar como células centinelas, son fundamentales para la activación de linfocitos T vírgenes, activando y dirigiendo la respuesta inmune adaptativa, pero también son las encargadas de mediar la tolerancia inmunológica. a presente tesis de Maestría tuvo como objetivo la producción recombinante de la jerdostatina
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