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Resumen de la tesis que presenta Jahaziel Gasperin Bulbarela como requisito parcial para la
obtencién del grado de Doctor en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en Biotecnologia
Marina.

Caracterizacion de la actividad antifibrotica de dominios vNAR neutralizantes de TGF-f8 en
modelos dérmicos

Resumen aprobado por:

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro
Director de tesis

El factor de crecimiento transformante-beta (TGF-B), es una citocina involucrada en la regeneracion
epitelial y genera fibrosis en los tejidos cuando se sobreexpresa. Se ha demostrado que los
anticuerpos neutralizantes del TGF-f3 reducen la formacién de cicatrices, mejorando la estética de
la lesion. Sin embargo, la neutralizacién sistémica de TGF-B puede generar efectos adversos. Por
tanto, en este trabajo se plantea una administracién tépica. Para ello, obtuvimos andamios de Ca*'-
Alginato-PEGMa cargados con anticuerpos 1D11.16.8, que mostraron la capacidad de liberar el
anticuerpo en heridas dérmicas en ratones. El andamio cargado con 100 pg de 1D11 generd una
reduccion del coldgeno depositado y la inhibicidn de los marcadores Tgfbl y Acta2. Sin embargo,
este andamio mostré un proceso de cicatrizacién deficiente. Por tanto, la administraciéon debe
evaluarse en una etapa tardia. Sin embargo, dadas las caracteristicas de estos anticuerpos,
probablemente no podrdn penetrar el epitelio remodelado de la herida. Por lo cual, se evalué el
efecto de los dominios de anticuerpos vNAR, a los que se atribuye una mejor distribucién dado su
tamafio. En este trabajo se aislaron tres vNAR anti-TGF-B: TGF-10, TGF-21 y TGF-5.b. Los cuales,
junto con vNAR T-1, mostraron la capacidad de reconocer la citocina por ELISA. Al evaluar la
interaccion de vNAR-hTGF-B1 con modelos in silico, sélo T-1y TGF-5.b interactdan con la citocina en
los sitios de unidn al receptor. Por el contrario, TGF-10 y TGF-21 se unen al sitio de dimerizacién de
la citocina. Se evalud la capacidad de estos VNAR para prevenir los efectos fibréticos de TGF- en
fibroblastos dérmicos a través del andlisis in vitro de la expresiéon génica y la actividad en la
remodelacion de reticulas de coldgeno; sin embargo, sélo mostraron una inhibicién parcial de TGF-
B. Usando el sistema de secrecién de fosfatasa alcalina activado por TGF-B, ninguno de los vNAR
logrd neutralizar la citocina en las concentraciones evaluadas (rango nM). Por lo tanto, es necesario
evaluar otros métodos para producir vYNAR en mayores cantidades para evaluar su actividad en el
rango de uM.
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Abstract of the thesis presented by Jahaziel Gasperin Bulbarela as a partial requirement to obtain
the Doctor of Science degree in Life Science with orientation in Marine Biotechnology.

Characterization of the antifibrotic activity of neutralizing vNAR domains of TGF-$ in dermal
models

Abstract approved by:

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro
Thesis Director

Transforming growth factor-beta (TGF-B) is a cytokine involved in epithelial regeneration and
generates fibrosis in tissues when overexpressed. Neutralizing antibodies to TGF- have shown to
reduce scar formation, improving the aesthetics of the lesion. However, the systemic neutralization
of TGF-B can generate adverse effects. Therefore, a topical administration is considered. For this,
we obtained Ca-Alginate-PEGMa scaffolds loaded with 1D11.16.8 antibodies, which showed the
ability to release the antibody in dermal wounds in mice. The scaffold loaded with 100 ug of 1D11
generated a reduction in collagen deposited and inhibition of the markers Tgfbl and Acta2.
However, this scaffold showed a poor healing process. Therefore, the administration must be
evaluated at a late stage. However, given the characteristics of these antibodies, they will probably
not be able to penetrate the reshaped wound epithelium. Therefore, the effect of vNAR antibody
domains was evaluated, which indicates a better distribution by their size. In this work, three anti-
TGF-B vNARs were isolated: TGF-10, TGF-21 and TGF-5.b. Which, together with vNAR T-1, showed
the ability to recognize the cytokine by ELISA. When evaluating the vNAR-hTGF-B1 interaction with
in silico models, only T-1 and TGF-5.b interact with the cytokine at receptor binding sites. In contrast,
TGF-10 and TGF-21 bind at the cytokine dimerization site. We evaluated the ability of these VNARs
to prevent the fibrotic effects of TGF-B in dermal fibroblasts by assessing gene expression and
activity in collagen reticulum remodeling in vitro; however, they only showed partial inhibition of
TGF-B. Using the TGF-B-activated Alkaline phosphatase secretion system, none of the vNARs
managed to neutralize the cytokine at the concentrations evaluated (nM Range). Therefore, it is
necessary to evaluate other methods to produce vNARs in larger quantities to evaluate their activity
in the UM range.

Keywords: TGF-B, vNAR, Wound Healing, Wound dressings
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Capitulo 1. Introduccion

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-, por sus siglas en inglés) es una proteina
homodimeérica de 25 kDa, producida por un amplio rango de células y que actla como un potente
regulador del crecimiento y diferenciacion celular. Entre sus propiedades se encuentran: arrestar el
ciclo celular, suscitar la apoptosis, promover la migracidn, diferenciacidn y activacion celular, entre
otros. Sin embargo, existen diversas patologias asociadas a una hiper-activacion de TGF-3, como la
fibrosis en drganos vy tejidos, la cual se caracteriza por un exceso de tejido cicatricial, al elevarse

exponencialmente la expresién de colageno y la produccién de matriz extracelular.

Diferentes tratamientos han sido desarrollados para inhibir los efectos biolégicos de TGF-B, entre
los que se encuentra el uso de anticuerpos. Un ejemplo de ello es 1D11, un anticuerpo murino capaz
de inhibir de forma pan-especifica a TGF-B. Este anticuerpo se ha empleado para dilucidar las
funciones de TGF-B en el desarrollo y mantenimiento de los tejidos, asi como para evaluar el efecto

inhibitorio de las patologias asociadas a esta citocina.

En este trabajo se plantea el uso de dominios de anticuerpo vNAR, el fragmento variable de
anticuerpos de tiburén IgNAR. Las caracteristicas de este tipo de anticuerpos establecen un nuevo
camino que podria resolver algunas de las deficiencias que presenta el uso de anticuerpos
convencionales (IgG) para el tratamiento de patologias, entre las que se incluye su tamafio diez
veces menor al de un IgG completo, una mayor estabilidad térmica y quimica, y por su tamano

pequefio, se alude una mejor penetracién de tejidos.

Para caracterizar la actividad de los vNAR en la neutralizacidn de los efectos bioldgicos de TGF-B, se
plantearon distintos ensayos in vitro, como lo son, el sistema de secrecion de fosfatasa alcalina
dependiente de TGF-B, o la estimulacion de TGF-B en fibroblastos dérmicos y su efecto en la
expresion genética o la remodelacion de matrices de coldgeno, asi como ensayos in vivo empleando

un modelo de cicatrizacion en ratones.



1.1. Antecedentes

1.1.1. Factor de crecimiento transformante beta

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) es una citocina perteneciente a la superfamilia
de factores de crecimiento transformante beta. Es una proteina homodimérica de 25 kDa (Figura 1
A), producida por un amplio rango de células que incluyen macrdéfagos, células asesinas naturales
(NK), células T, células B, miocitos, condrocitos, astrocitos, células epiteliales, células de rifidn,
células de placenta y plaquetas, asi como por algunas células tumorales (Kajdaniuk et al., 2013).
TGF-B actia como un potente regulador del crecimiento y diferenciacién celular, teniendo un papel
determinante en el desarrollo embrionario, la respuesta inmune y la reparacion de tejido (Yang et

al., 2001).
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Figura 1 Estructura tridimensional de TGF-B1 humano (A). Esquema estructural del complejo latente de TGF-
B (B). Alineamiento de las secuencias preproproteicas de las isoformas TGF-f1, 2 y 3, en el que se muestran
las regiones conservadas (C).



En humanos, el factor de crecimiento transformante beta se presenta en tres isoformas (TGF-f1, 2
y 3) las cuales conservan una elevada homologia estructural (Figura 1 C). La identidad en la
secuencia de la proteina madura es de 71% entre las isoformas 1y 2, 77% paraly 3,y 79%en 2y

3.

Las isoformas de TGF-B son sintetizadas como un precursor proteico (pre-pro-proteina, Figura 1 C),
TGF-B1 consta de 390 aminodcidos mientras que TGF-B2 y TGF-B3 se componen de 412 aminodcidos
(Katz et al., 2013). Para las tres isoformas, los primeros 20-30 aminodcidos corresponden al péptido
sefial (pre-) para su translocacién al reticulo endoplasmico; los siguientes 250-280 aminodacidos
corresponden al pro-dominio denominado ‘péptido asociado a la latencia’ (LAP, por sus siglas en
inglés) y los 112 aminoacidos del carboxilo terminal corresponden al mondmero de TGF-B (Acton,

2013).

Después de que el precursor peptidico es translocado al reticulo endopldsmico, se forma el
homodimero y LAP es hidrolizado, pero permanece unido a TGF-B (complejo latente pequeiio, SLC)
por la interaccién de cuatro parejas de aminoacidos, LSKL en LAP y RKPK en TGF-B. TGF-B es
secretado al medio extracelular acoplado a LAP y a la proteina de unién a TGF-B latente (LTBP),
formando un heterémero conocido como complejo latente grande (LLC, Figura 1 B). LTBP estd unido
a LAP por enlaces disulfuro entre la cisteina 33 de LAP y una de las cisteinas presentes en el tercer
dominio 8-Cys de LTBP, la funciéon principal de LTBP es asociar al complejo latente con la matriz

extracelular (Kubiczkova et al., 2012).

Mientras TGF-3 permanece unido a la matriz extracelular, este se encuentra en forma inactiva, por
lo que se requiere separarse de LAP para que pueda llevar a cabo sus funciones. Existen diversos
factores que promueven la activacidn de TGF-B, entre los que se encuentran: a) degradacion de LAP
por proteasas como plasmina o las metaloproteinasas de matriz MMP-2 y MMP-9; b) la interaccidn
entre trombospondina-1y LAP; c) fuerzas mecdanicas generadas sobre LAP por las integrinas aVB6 o
aVB8;d) o cambios fisioldgicos, como el aumento en la temperatura, pH dcido o la accién de especies

reactivas de oxigeno (ROS) (Murphy-Ullrich and Poczatek, 2000).

Una vez liberada la forma activa de TGF-B, esta se acoplard con receptores homodimericos
distribuidos en la superficie celular. Se han descrito tres tipos de receptores para TGF-B, el receptor

tipo 1 (TBRI, ALK5) es un receptor de la familia serina/treonina cinasa y para activar su funcién



requiere ser fosforilado en su dominio GS. El receptor tipo 2 (TGFBRII) también pertenece a la misma
familia, pero carece del domino GS, por lo que esta activado constitutivamente. El receptor tipo 3
(TGFBRIII) es un proteoglucano que concentra en la superficie celular a la forma activa de TGF-

(Heldin and Moustakas, 2016).

Las tres isoformas de TGF-B pueden unirse directamente a TGFBRII, pero la presencia de TGFBRIII
facilita la unidn entre la citocina y TGFBRII, esto es especialmente Util para TGF-B2, ya que su afinidad
por TGFBRII es de 200 a 300 veces menor en comparacion con las otras isoformas (Villarreal et al.,
2016). TBRI no tiene la capacidad para capturar a TGF-$, por lo que requiere primero de la unién de
la citocina con TGFBRII; TGFBRII al detectar a TGF-3, forma un complejo con TBRI, conteniendo dos
copias de cada receptor (complejo heteromérico); formandose este complejo (Figura 2), TGFBRII
fosforila a TBRI en su domino GS para activar su funcion cinasa, lo que desencadena diferentes vias
de sefializacion que eventualmente regulardn la transcripcion de diversos genes (Lodish H, Berka A,

Matsudaira P, Kaiser C, Krieger M, 2008; Penn et al., 2012).

TBRI

Figura 2 Esquema del complejo ternario de TGF-B con sus receptores. Los mondmeros TGF- B1a y TGF- B1;
son de color verde y verde palido, respectivamente. TBRI y TGFBRIl son de color guinda y amarillo,
respectivamente. Modificado de Radaev et al. (2010).

La ruta de las SMAD’s (Figura 3), es la sefializacién principal desencadenada por TGF-B (sefalizacidon

candnica), en esta, TBRI fosforila a las proteinas reguladoras SMAD2 y SMAD3 (R-SMAD), lo que



induce en ellas una oligomerizacién junto a SMAD4 (complejo SMAD2/3-4), necesaria para la
translocacion al nucleo. Ya en el nucleo, el complejo SMAD2/3-4 interactta con diversos factores de
transcripcidon que desencadenan la activacién o represidn de la transcripciéon de diversos genes,
como por ejemplo la represién de myc y la expresion de p21, un inhibidor de cinasas dependientes
de ciclinas, provocando un arresto del crecimiento celular; o provoca la muerte celular al inducir a

BCL-2, DAPK1 y TIEG1(Pickup et al., 2013).
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Figura 3 Vias de sefializacién de TGF-B. Ruta dependiente de SMAD’s: Después de la union del ligando, los
receptores de TGF-B dimerizan y fosforilan las proteinas SMAD intracelulares, las cuales se translocan al
nucleo y regular la transcripcion genética. Ruta independiente de SMAD’s: el receptor TBRI puede fosforilar a
otros factores de transcripcién que no sélo regulan la sefializacion de SMAD’s, sino que también generan
respuestas independientes de ellas.

Por otra parte, TBRI también puede fosforilar a otras proteinas (via no candnica, Figura 3),
generando sefializaciones independientes de SMAD. Algunas de las moléculas efectoras no
canonicas estimuladas por TGF-B son las MAP cinasas: ERK1/ERK2, p38 MAPK y JNK; las cinasas de
crecimiento y supervivencia: PI3K, AKT/PKB ymTOR; y las proteinas pequefias de unién a GTP: Ras,

RhoA, Racl, y Cdc42 (Tian et al., 2011).



1.1.2. TGF-B y su papel en el proceso de cicatrizacion

La piel es uno de los drganos mas grandes del cuerpo y funciona como la primera barrera de defensa
contra agentes externos. La piel estd compuesta por tres capas, la mas externa es la epidermis, que
consiste en un epitelio escamoso estratificado de queratinocitos y contiene melanocitos y células
de Langerhans y Merkel. La dermis, es la capa interna que proporciona integridad estructural,
elasticidad y nutricion, es un tejido conectivo compuesto por fibroblastos y matriz extracelular
enriquecida con coldgeno y fibras eldsticas, también contiene vasos sanguineos y linféticos,
glandulas sebdceas, glandulas sudoriparas, terminaciones nerviosas y foliculos pilosos. Como la piel
se ve constantemente desafiada por una amplia variedad de factores, es muy susceptible a las

lesiones (Zomer and Trentin, 2018).

Las cascadas de eventos desencadenadas después de una lesion cutanea y la formacion de cicatrices,
son muy similares a las del infarto de miocardio o la lesién de la médula espinal. En este sentido, y
por su accesibilidad, la piel es uno de los mejores modelos para estudiar los mecanismos de

reparacion tisular y desarrollar nuevas estrategias en medicina regenerativa (Eming et al., 2014) .

TGF-B esta involucrado en diversos procesos relacionados con la cicatrizacion de heridas, entre los
gue se encuentran: inflamacién, estimulacién de la angiogénesis, sintesis de colageno vy
remodelacion de la matriz extracelular; al regular la funcién de queratinocitos, fibroblastos, células

endoteliales, monocitos entre otro tipo de células (Finnson et al., 2013).

Posterior a una lesidon dérmica aguda, TGF-B1 es rapidamente sobre expresado y secretado por los
gueratinocitos, plaquetas, monocitos, macréfagos y fibroblastos. TGF-B1 es esencial para la
inicializacion de la inflamacidn y la formacion de tejido granular. También estimula la contraccién
de la herida a través de la induccidn de la expresién de alfa-actina de musculo liso en fibroblastos y
su diferenciacidon a miofibroblastos. Esta citocina también estd implicada en la angiogénesis, al
regular la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés)

(Ramirez et al., 2014).

Las tres isoformas de TGF-B estan presentes en el proceso de cicatrizacidn, pero difieren en su nivel
de expresion, el tiempo de residencia en la herida e incluso en su rol biolégico. Sin embargo, una

elevada expresién y exposicion de estas citocinas, en el area lesionada, puede desencadenar una



cicatrizacion excesiva, al elevarse exponencialmente la expresion de coldgeno y la produccién de

matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés) (Lu et al., 2005; Penn et al., 2012).

La importancia de la regulacién de TGF-B en la cicatrizacidon de heridas se expone en diversos
estudios en ratas, conejos y cerdos, a los que se les administran anticuerpos neutralizantes de TGF-
B1, para el tratamiento de heridas cutaneas, produciendo una reduccién de la respuesta
inflamatoria, la deposicion temprana de ECM y reduciendo notablemente la formacién de cicatrices

(Lu et al., 2005; Shah et al., 1995; Singer et al., 2009).

1.1.3. Anticuerpos neutralizantes de TGF-f3

1.1.3.1. Anticuerpos

Las inmunoglobulinas (lIg), cominmente nombrados como anticuerpos, son glicoproteinas
encontradas principalmente en la sangre y secreciones (como saliva o lagrimas) de vertebrados y
clasificadas en el grupo de las gamma globulinas. Los anticuerpos son producidos por los linfocitos
B como una de las principales lineas de defensa del sistema inmunoldgico, por el cual, se reconoce
y neutraliza o elimina a un agente extraiio para el organismo, como bacterias, hongos, virus,

parasitos o moléculas producidas por estos (Papageorgiou et al., 2016).

Los organismos han mejorado evolutivamente su respuesta humoral para hacer frente a los ataques
antigénicos, empleando anticuerpos en una amplia gama de formatos (lgG, IgM, IgA, IgE e IgD,
isotipos), en la sangre humana se encuentran principalmente anticuerpos tipo IgG (Figura 4), los
cuales estdn conformados estructuralmente por dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L)
idénticas entre si, cada cadena estd compuesta de un dominio variable (V) y uno o mas dominios
constantes (C), que se encuentran en el extremo amino-terminal y carboxilo-terminal

respectivamente (O’Kennedy, 2017).
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Figura 4 Representacidén esquemadtica de anticuerpos convencionales (IgG) y anticuerpos de sélo cadena
pesada (HcAb). Los anticuerpos convencionales, formados por cadenas pesadas (cian) y ligeras (azul), se
encuentran en todos los vertebrados, pero los camélidos y los peces cartilaginosos también tienen anticuerpos
carentes de cadenas ligeras. La organizacién del dominio variable de la cadena pesada de cada uno de estos
anticuerpos se muestra usando tres estructuras representativas. El CDR1, CDR2 y CDR3 se representan en
naranja, verde y rojo, respectivamente, excepto para el vNAR que carece de CDR2, y el color verde se usa para
indicar la region HV4 que a veces participa en la union del antigeno. Modificado de Gonzalez-Sapienza et al.
(2017).

El dominio variable es llamado de esta forma, debido a que presenta la mayor diversidad en
aminodcidos y distingue a los anticuerpos entre si (ideotipo) en relacién con el reconocimiento al
antigeno. En él existen tres regiones de aminodcidos conocidas como regidn determinante de la
complementariedad o CDR por sus siglas en inglés (CDR1, CDR2 Y CDR3), los cuales se caracterizan
por ser bucles de aproximadamente 10 aminoacidos que se conectan con laminas beta conservadas
denominadas andamios (FRW por sus siglas en inglés). Estos bucles sobresalen de la superficie del

anticuerpo quedando expuestos para la interaccién con el antigeno (Kindt et al., 2013).

El CDR3 es la region con mas variabilidad de todas, y es donde se genera un contacto mas amplio
con el antigeno, aunque los CDR no son los Unicos que se pueden unir al antigeno y en algunas

ocasiones pueden llegar a quedar uno o mds CDR excluidos de la unién antigénica.



1.1.3.2. Anticuerpos IgNAR

En elasmobranquios se ha descrito un isotipo distinto de inmunoglobulina al que se denominé como
Nuevo Receptor de Antigeno o IgNAR (por sus siglas en inglés) Al igual que las inmunoglobulinas
convencionales, los IgNAR (Figura 4) estdn conformados por dos cadenas pesadas unidas por
enlaces disulfuro, pero estos carecen de cadenas ligeras (Greenberg et al., 1995). En sus cadenas
pesadas se pueden observar cinco dominios constantes (cNAR) y un dominio variable (vNAR). Este
tipo de anticuerpos carentes de cadenas ligeras también estd presente en camélidos (denominados
HcAb, Figura 4), pero difieren estructuralmente de un IgNAR, ya que sélo poseen en su cadena
pesada dos dominios constantes y un dominio variable, estos anticuerpos HcAb son
estructuralmente similares a un IgG pero carecen del primer dominio constante (CH1), el cual es

necesario para la unidn de la cadena ligera (Hamers-Casterman et al., 1993).

Al carecer de cadenas ligeras, los IgNAR sélo presentan dos dominios variables, a diferencia de las
inmunoglobulinas convencionales que poseen cuatro, pero esta caracteristica no limita su
especificidad hacia los antigenos (Vargas Peralta, 2010). Por su parte, los VNAR no poseen un CDR2
ya que carecen de las dos laminas beta que lo forman, pero poseen otras dos regiones hipervariables
(HV2 y HV4) que en ocasiones interactian con el antigeno. Sin embargo, la especificidad de los VNAR
se basa en un CDR3 mas largo, lo que les ayuda a penetrar en sitios inaccesibles para otros

anticuerpos.

Los VNAR pueden ser separados del resto de la cadena, obteniéndose fragmentos de dominio
sencillo (sdAb, por sus siglas en inglés), los cuales ademds de no perder su especificidad, poseen
caracteristicas especiales que los convierte en candidatos idéneos para ser utilizados en medicina
terapéutica; como lo son su estabilidad térmica, un tamafio mas pequefio que ronda entre los 15
kDa, rapidez de difusién y de penetrabilidad en los tejidos, asi como una mejor distribucién corporal

en comparacion con las IgG (Kovalenko et al., 2013; Liu et al., 2014; Wesolowski et al., 2009).
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1.1.3.3. Tratamientos anti-TGF-8 basados en anticuerpos

Actualmente existen diversos tratamientos basados en anticuerpos neutralizantes de la citocina
TGF-B o de alguno de sus receptores, como por ejemplo 1D11, Fresolimumab, Lerdelimimab,
Metelimumab y 2g7, entre otros (Katz et al., 2013). El anticuerpo 1D11 es un potente inhibidor de
la forma activa de TGF-B, pero al ser de origen murino, este anticuerpo no es apropiado para usarse
como tratamiento en humanos, lo que dio origen a Fresolimumab (GC1008) un anticuerpo IgG4
monoclonal completamente humanizado derivado de 1D11, el cual presenta la capacidad para
neutralizar a las tres isoformas de TGF-B (Figura 5), con una afinidad en el orden nanomolar (Moulin

et al.,, 2014).

7 , Cadena
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Figura 5 Interaccion de Fresolimumab (GC-1008) version Fab, con la citocina TGF-B3, en la cual se puede
apreciar como el anticuerpo bloquea la zona de interaccion entre TGF-f y sus receptores. Los mondmeros de
TGF-B3 se representan en azul y rojo. Los fragmentos Fab de Fresolimumab se muestran en amarillo (cadena
pesada) y verde (cadena ligera). Recuperado de (Grutter et al., 2008).

Fresolimumab se ha estudiado en pruebas clinicas para el tratamiento de esclerosis sistémica (fase
1), glomeruloesclerosis (fase 2), Mielofibrosis (fase 1), o en diferentes tipos de cancer, de los cuales
sélo en el tratamiento de esclerosis sistémica se evidenciaron efectos significativos en la reduccion
de la enfermedad, en los otros casos los efectos no fueron perceptibles, o el tratamiento fue
terminado antes de tiempo. Sin embargo, aunque no se determinaron efectos adversos severos en

la dosis mas alta administrada (15 mg/kg), algunos de los pacientes en los diferentes estudios
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desarrollaron queratoacantomas (den Hollander et al., 2015; Formenti et al., 2018; Mascarenhas et
al., 2014; Morris et al., 2014; Rice et al., 2015; Vincenti et al., 2017), un tipo de cancer epidérmico
caracterizado por su rapido crecimiento, principalmente en zonas de la piel dafiadas por exposicién
solar, los cuales son producto de la inhibicién de la sefalizacidn anticancerigena de TGF-B y que se
revertieron al detener la administracion de Fresolimumab (Lacouture et al., 2015; Morris et al.,

2014; Stevenson et al., 2013).

En 2012, Camacho Villegas describid el aislamiento y caracterizacidon de T-1, un dominio variable de
anticuerpo IgNAR (VNAR) obtenido a partir de una biblioteca no inmune del tiburén Heterodontus
francisci. T-1 es un dominio de 118 aminoacidos de longitud (24 corresponden a la region CDR3),
capaz de reconocer las tres isoformas de la citocina TGF-B y de neutralizar los efectos de las

isoformas TGF-B1 y TGF-B2.

En un ensayo preliminar de citotoxicidad en cultivo primario de higado de ratén, no se observaron
efectos citotéxicos o citoliticos del anticuerpo T-1, también se establecié que éste genera una baja

inmunogenicidad, al no poder apreciar una respuesta inmune en ratones de tipo silvestre.

1.1.4. Apositos de alginato en el tratamiento de lesiones dérmicas

El alginato de sodio, es un polisacarido lineal y copolimero derivado de algas marinas pardas
compuesto por residuos de B-D-manuronato (M) y a-L-guluronato (G) unidos covalentemente en
diferentes secuencias alternas o aleatorias, como MMM, GGG o MGM (D’Ayala et al., 2008). El
alginato se utiliza como polimero en hidrogeles debido a su alta capacidad de adsorcidn, alta
rentabilidad, biodegradabilidad y caracteristicas antibacterianas (Naghshineh et al., 2019). Los
hidrogeles de alginato también son muy porosos, lo que contribuye a la funcionalidad de esta matriz
en el tratamiento de heridas, al mantenerlas himedas sin dafiar el tejido recién formado (Ahmed et
al., 2018). Este tipo de materiales también pueden ser empleados para evitar los efectos adversos
asociados con la administracion sistémica, al funcionar como sistemas de entrega tdpica de
compuestos. Se han explorado matrices poliméricas para la liberaciéon controlada de proteinas y
otras terapias, que prolongan la vida media de la circulacion y la administracién de un objetivo

especifico (Lee and Mooney, 2012; Sakai et al., 2016).
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Sin embargo, los hidrogeles basados Unicamente en alginato exhiben una escasa estabilidad
estructural que se degrada aun mas en contacto con fluidos bioldgicos debido a la pérdida del ion
calcio (Ca®*) que funciona como agente reticulante. Para aumentar la manipulacién y la estabilidad
de los hidrogeles de alginato, se puede emplear una reticulacidn covalente o idnica, o se puede
combinar el alginato con otros biopolimeros como gelatina o quitosano (Afjoul et al., 2020; Boateng
et al.,, 2015; Yeom and Lee, 1998). Los agentes plastificantes son otra excelente opcién para
aumentar la estabilidad del hidrogel porque reducen las fuerzas intermoleculares entre las cadenas
de polimeros, disminuyen la fragilidad y aumentan la flexibilidad, tenacidad, traccién y resistencia;

sin embargo, los plastificantes también comprometen la porosidad del gel resultante (Santana and

Kieckbusch, 2013).

Rubio-Elizalde et al. (2019) describieron el impacto del metil éter metacrilato de poli(etilenglicol)
(PEGMA) como agente plastificante en hidrogeles de alginato de calcio. La adicion de PEGMA cred
un material esponjoso compuesto de poros semiesféricos e interconectados de 50-100 um con

mayor estabilidad en medios acuosos y resistencia estructural a la manipulacién y flexién (Figura 6).

(A) Antes de doblar : Después de doblar
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Figura 6 (A) Efecto de PEGMA en la retencion de la forma de apésitos de alginato de calcio. La circunferencia
original se muestra con una linea roja punteada y con flechas se sefialan los cambios de forma. (B) Efecto de
PEGMA en la degradacién del material en medio acuoso. Se observa el apdsito al instante en entrar en
contacto con el medio (t=0h) y hasta 100 h después del contacto (t=110h). El contorno de los fragmentos se
delined con blanco para mostrar los cambios de forma y con flechas rojas se sefalan pequefios segmentos.
Recuperado de Rubio-Elizalde (2019).
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1.2. Justificacion

La piel es nuestra primera linea de defensa contra los agentes adversos presentes en el medio, asi
como nuestra carta de presentacién para definirnos como individuos. Este drgano esta expuesto a
sufrir lesiones, que pueden ser un importante problema de salud publica cuando ocurre una
cicatrizacion excesiva (fibrosis), ocasionando una discapacidad fisica, psicolégica y social, resultado
de una desfiguracion estética y/o el deterioro funcional. Por lo que es necesario desarrollar métodos

efectivos para prevenir o reducir la formacidn excesiva de cicatrices (Singer et al., 2009).

Un posible tratamiento, es el uso de anticuerpos neutralizantes de TGF-f3, una citocina implicada en
la regeneracion epitelial, y la cual genera fibrosis en los tejidos cuando es sobreexpresada. Estos
tratamientos han demostrado reducir la formacion de cicatrices, mejorando la estética de la lesidn
(Choi et al., 2015). Sin embargo, el uso de anticuerpos convencionales se ve limitado por su baja
estabilidad y dado su reducida capacidad en la penetracién del tejido, estos deben ser inyectados,

lo cual puede ser doloroso o desencadenar efectos secundarios sistémicos.

Es por lo anterior, que se plantea el uso de dominios de anticuerpos vNAR. Estos presentan una
mayor estabilidad y debido a su tamafio se alude una mejor penetracién. Lo que los haria candidatos
potenciales para ser aplicados por via topica en combinacidn con otros agentes protectores de la

herida, como los apdsitos a base de alginato.

1.3. Hipotesis

Un dominio de anticuerpo vNAR anti-TGF- derivado de una biblioteca sintética, brindara una mejor

capacidad para inhibir la fibrosis dérmica, en comparacion con un anticuerpo IgG convencional.
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1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Aportar nuevas opciones para inhibir la fibrosis dérmica estimulada por TGF-B, empleando un

dominio vNAR.

1.4.2. Objetivos especificos

e Determinar la actividad antifibrdtica del anticuerpo 1D11.16.8, aplicado de forma tépica en

un modelo in vivo de lesidn cutdnea.
e Aislar y caracterizar un dominio vNAR anti-TGF-f a partir de bibliotecas sintéticas.
e Dilucidar la interaccién vNAR - hTGF-B1, a partir de modelos in silico.

e Evaluar la capacidad del vNAR para neutralizar los efectos de hTGF-B1 en modelos in vitro, en

comparacién con el anticuerpo 1D11.16.8.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1. Evaluacion de la actividad de apdsitos de alginato de calcio cargados con

anticuerpos

2.1.1. Generacion de apoésitos de alginato de calcio cargados con anticuerpos

Se generaron apésitos de hidrogel de alginato de calcio plastificado con metil-éter-metacrilato de
polietilenglicol (CAPH), con algunas modificaciones a lo descrito por Rubio-Elizalde y colaboradores

(2019).

Para ello, se homogeneizd metil-éter-metacrilato de polietilenglicol (PEGMA) 0.375% (v/v) con
alginato de sodio (Alg) al 1.5% (p/v), y se polimerizé con cloruro de calcio al 0.75% (p/v) en agitacién
intensa hasta que se obtuvo una solucién suave. Para la formacién de los apdsitos, se mezcld 1, 5,
10, 50 y 100 pg (diluido en PBS pH 7.4) del anticuerpo 1D11.16.8 (BioxCell), con solucién de CAPH
(15 y 135 pL por apdsito, respectivamente) y se vertieron en una placa de 96 pocillos, luego se
congelaron durante 48 h a -20 °C y se liofilizaron durante otras 24 h a -52 °C en un liofilizador
FreeZone de 1 litro (Labconco). Se prepararon también apdsitos sin anticuerpo como control. Las
muestras se almacenaron en refrigeracién hasta su uso. Los apdsitos CAPH-1D11 con 1y 5 ug se
usaron para ensayos in vitro, mientras que aquellos con 10, 50 y 100 ug fueron empleados en

ensayos in vivo.

2.1.1.1. Evaluacidn de la liberacion de anticuerpo

Para evaluar la capacidad de los apésitos para liberar al anticuerpo, se prepararon apdsitos que
contenian al anticuerpo IgG; de rata anti-HA-HRP (Roche), a diferentes dosis: 12.5, 25 y 50 ng por
aposito. Los apdsitos se transfirieron a una placa de 24 pozos, se les adiciond 1 mL de medio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor
(SFB) y 1% de solucion antibidtica-antimicotica (A/A) compuesta por penicilina (10,000 Ul/mL),

estreptomicina (10.000 pug/mL) y anfotericina B (25 pg/mL), al que se denominé DMEM10, y se
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incubaron a 37 °C, como controles se incluyeron 12.5 ng de anticuerpo disuelto en 1 mL de medio
DMEM y 12.5 ng de anticuerpo procesado de la misma forma que los apdsitos (congelado y

liofilizado), resuspendido en 1 mL de medio DMEM10.

Para evaluar la liberacién acumulada, se realizaron muestreos a diferentes tiempos: 0.25, 0.5, 1, 1.5,
2,3,6,12y 24 h, para ello, se tomaron 10 plL de cada medio y se evalud la actividad de la peroxidasa
presente en el anticuerpo, empleando un ensayo colorimétrico con el reactivo 1-Step TMB Turbo
(Thermofisher), para lo cual los 10 uL de medio se mezclaron con 40 pL de PBS y 50 uL de TMB, se
incubaron durante 30 min a 37 °C y se detuvo la reaccidon con 100 pL de HCl 2 N, se leyé la

absorbancia a 450 nm.

Para evaluar la liberacién puntual, se realizaron muestreos a diferentes tiempos: 0.25,0.5, 1, 2, 3, 6
y 12 h, en los que se recuperé por completo el medio y se renové con 1 mL de DMEM10, para este
ensayo solo se emplearon los apésitos con 50 ng de anti-HA-HRP. Se evaluaron 10 pL de cada medio

como lo descrito en el parrafo anterior.

2.1.1.2. Evaluacion de la viabilidad de 1D11.16.8 cargado en CAPH

Se empled el sistema de secrecion de fosfatasa alcalina inducida por TGF-B, para la evaluacién de la
actividad de los anticuerpos 1D11.16.8 cargados en los apdsitos CAPH. Para esto, se incubaron
previamente los apdsitos en 1 mL de medio DMEM10 durante 2 h para inducir la liberacion del
anticuerpo al medio, posteriormente 50 uL del medio acondicionado se mezclaron con 10 uL de
TGF-B1 20 pM y se procedid de igual forma a lo descrito en la seccién 2.2.4.3, ajustando el volumen

de suspensién celular a 140 L.

Los resultados se presentaron como el porcentaje de neutralizaciéon de TGF-B, los cuales se
calcularon mediante una regresion lineal, considerando como el 100% de neutralizacién a la
absorbancia obtenida de las células sin estimulo de TGF-B, mientras que el 0% corresponde a las

células estimuladas por TGF-B.
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2.1.2. Evaluacion de la actividad in vivo

2.1.2.1. Modelo murino de cicatrizacion de heridas cutdneas por escision

Se evalué la actividad de andamios CAPH cargados con anticuerpo 1D11 en un modelo murino de
cicatrizacion, para esto se emplearon ratones BALB/c hembra (12 semanas de edad y un peso de 23-
26 g). Los animales se mantuvieron de forma individual y con acceso a alimento y agua ad libitum,
en un ciclo de luz-oscuridad de 12h. El trabajo experimental se realizé en el Centro de Investigacién
y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco A. C. (CIATEJ), bajo los requerimientos
descritos por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL)

y apegado a la norma NOM-062-Z00-1999.

Los ratones fueron anestesiados por via inhalatoria con Isofluorano al 3%, y se mantuvieron con una
concentracién de 0.5-1% durante el proceso. Se rasurd y depilé el dorso de los animales, para
posteriormente hacer bilateralmente dos heridas circulares de 2 mm, empleando un punzdén
desechable. Las heridas generadas fueron por escision completa de la piel, incluyendo la capa del
paniculo carnoso. A la herida del lado derecho (herida tratada) se le colocé un andamio de CAPH,
libre o cargado con 10, 50 o 100 pg de anticuerpo anti-TGF-f (CAPH-1D11-10, -50 y -100,
respectivamente). La herida del lado izquierdo se dejé libre y recibié los cuidados basicos (herida

control).

Se tomo registro fotografico de las heridas desde el dia creacién (Dia 0) y los dias 2, 3, 4, 7 y 10.
También se evalué el didametro de la herida y se buscaron sintomas de hemorragia, necrosis, eritema,
edema, papula, exudado y granulosidad. También se evalué macroscépicamente el grado de
inflamacién y re-epitelizacién, bajo una cuantificacidn cualitativa en un rango de 0 a 3. La re-
epitelizacion se puntud como: (0) ausente, herida de color rojo brillante; (1) presencia moderada de
epitelizacion alrededor del tejido de granulacion, herida rosada; (2) la presencia de epitelizacion
excede la del tejido de granulacion, herida palida; y (3) herida completamente curada. La
inflamacién de la herida se determind por la presencia de tejido abultado acompafiado de eritema
y se calificé como (0) ausente, (1) escasa presencia en los alrededores de la herida, (2) presencia

moderada fuera de los bordes de la herida y (3) rodeando completamente la herida.
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Al décimo dia, se realizé la eutanasia de los animales y se disecd la herida, incluyendo 5 mm de piel
circundante. La mitad del tejido se procesd por histologia y el resto se empled para evaluar la
expresion genética. Para el analisis histoldgico, los tejidos se fijaron en formalina al 10% durante 24
h, posteriormente se embebieron en parafina y se cortaron en secciones de 6-8 um. Lo especimenes
obtenidos se tifieron con Hematoxilina y Eosina (H&E) o con Tricrdmico de Masson (MT), y se
evaluarony fotografiaron por microscopia a una magnificacion de 100x. Se evalud la densidad éptica
de coldgeno empleando el software de anélisis de imagenes FlJI/ImageJ (NIH, v 2.0.0), para lo cual
se extrajo el canal azul de las micrografias obtenidas y se comparé la densidad en pixeles con

respecto al area total.

La otra mitad de los tejidos se homogenizaron en RiboZol reagent (Amresco) y se procedié a la
extraccion de ARN de acuerdo con lo descrito por el fabricante. Posteriormente, 500 ng de ARN
fueron retrotranscritos empleando el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher
Scientific) y el ADN complementario (ADNc) resultante fue evaluado por gPCR utilizando EvaGreen

5X gPCR mix (qARTA Bio Inc.), y 10 pmol/uL de cada oligonucleédtido.

La cuantificacion se realizd en un LightCycler 96 (Roche Diagnostics). Con un programa que consistio
en un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95 °C por 15 min seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién
a 95 °C por 15 s, alineamiento a 56 °C por 20 s, y una extensién final a 72 °C por 20 s. Se evaluaron
los genes para TGF-B1 y para la actina de musculo liso (Acta2), como gen endégeno se empled
Hipoxantina fosforribosiltransferasa (Hprt, Tabla 1). Se compard la expresion de las heridas tratadas

con el promedio de todas las heridas control, bajo el método 222,

Tabla 1 Oligonucledtidos para el analisis por qPCR de tejidos de piel de ratén tratadas con CAPH cargados con
anticuerpo 1D11.16.18.

Nombre Gen Primer (5°-3")

Factor de crecimiento Tafb1 F: CACTCCCGTGGCTTCTAGTG
transformante beta R: GGACTGGCGAGCCTTAGTTT
F: TCAGCGCCTCCAGTTCCT
R: AAAAAAAACCACGAGTAACAAATCAA
Hipoxantina H F: GTAATGATCAGTCAACGGGGGAC
fosforribosiltransferasa prt R: CCAGCAAGCTTGCAACCTTAACCA

Actina de musculo liso Acta2
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2.2. Evaluacion de la actividad de dominios vNAR anti-TGF-f3

2.2.1. Generacion de nuevos candidatos

Se decidié ampliar el repertorio de anticuerpos VNAR neutralizantes de la citocina TGF-f3, a partir de
tres bibliotecas sintéticas generadas por Cabanillas Bernal (2019), en la que se mutd la region
correspondiente al CDR3 del dominio vNAR por medio de la técnica conocida como mutagénesis de
Kunkel (Kunkel, 1985), la cual consiste en emplear un oligonucleétido degenerado para alinearlo a
un plasmido de cadena sencilla que contenia uracilo en lugar de timina, y generar una nueva cadena
complementaria, mientras la cadena original con uracilo es degradada por el metabolismo

bacteriano.

Estas bibliotecas sintéticas estan basadas en vNAR que difieren en el nimero de enlaces disulfuro;
la primera biblioteca nombrada como VS0, emplea como marco estructural al anticuerpo T-1, el cual
presenta afinidad por TGF-B, y se caracteriza por tener sélo el enlace disulfuro candnico que conecta
el FRW1 con el FRW3; VS1, es la biblioteca basada en T-20, este posee un enlace disulfuro adicional
gue conecta el CDR1 con el CDR3; por ultimo, la biblioteca VS2 esta basada en TN-16, un vNAR con

dos enlaces disulfuro adiciénales que conectan el CDR1 con el CDR3 y el CDR3 con el FRW4.

El repertorio de dominios VNAR que conforman a la biblioteca sintética se encuentran insertados en
el vector fagémido pComb3x, el cual posee un promotor de lactosa para la expresién de la proteina
recombinante, un gen de resistencia a ampicilina, la etiqueta correspondiente al péptido seifial
OmpA, que transporta a la proteina recombinante al espacio peripldsmico de la bacteria, la
secuencia nucleotidica del fragmento VNAR que se encuentra flanqueado por dos sitios distintos
para la enzima de restriccién Sfil, seguido de una etiqueta de seis histidinas (6His-tag) y una etiqueta
de hemaglutinina (HA-tag), las cuales son utilizadas para la purificacion y deteccion del fragmento
respectivamente. El vector posee como proteina de fusidn a la proteina de cubierta 3 (P3) del
bacteriéfago filamentoso M13, la cual se encuentra situada después de la HA-tag, entre ambos se
encuentra un coddn de paro (ambar), con el objetivo de poder expresar al anticuerpo con o sin la
proteina de fusion y sin requerir de una segunda clonacidn; esto mediante el uso de cepas de E. coli

supresoras de este coddn (Barbas, 2001).
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Esta biblioteca sintética, con la capacidad de generar casi cualquier combinacion de aminodcidos en
el CDR3, fue sometida a un proceso de seleccién contra rhTGF-B1, por medio de un despliegue en
fagos (panning), de acuerdo con lo descrito por Barbas (2001). Para aprovechar al maximo el proceso
de seleccion de fagos, se partié de una mezcla de fagos de las tres bibliotecas sintéticas antes

mencionadas.

Para la eluciéon de los fagos que se unieron al antigeno, durante las rondas de seleccion, se
emplearon dos estrategias. (a) Elucion por digestidn: después del proceso de lavado, se adicionaron
50 pL de tripsina (10 mg/mL), se incubd por 30 min a 37 °C y se recuperd el sobrenadante para
infectar nuevamente. (b) Elucién por competencia, después del proceso de lavado, se adicionaron
50 puL de 1D11.16.8 (10 pg/mL), anticuerpo monoclonal de ratdn neutralizante de TGF-B, se incubd

por 60 min a 37 °Cy se recuperd el sobrenadante para infectar nuevamente.

Al finalizar las rondas de seleccidn, se aislaron 45 colonias, que se analizaron por PCR con los Oligos
especificos del vector, ompseq (5-AAGACAGCTATCGCGAT TGCAG-3’) vy gback (5'-
GCCCCCTTATTAGCGTTTGCCATC-3’); y por ELISA, en el que se hace un doble reconocimiento del
fago, primero se captura al fago en la placa por medio de un anticuerpo monoclonal de ratén anti-
M13, y después se reconoce la etiqueta de hemaglutinina mediante un anticuerpo IgG; de rata anti-

HA acoplado a peroxidasa (Roche).

De aquellas clonas que dieron positivo, se aisld su plasmido y se envié a secuenciar al laboratorio
Segxcel, Inc. (San Diego, CA) empleando el oligonucleétido gback. Para los ensayos posteriores se
seleccionaron aquellas clonas que no contuvieran en su secuencia codones de paro o cisteinas

adicionales.

2.2.2. Produccion del vNAR

2.2.2.1. Expresion de la proteina recombinante

Los plasmidos de las clonas seleccionadas se transformaron por choque térmico en E. coli BL21 (DE3),

seleccionandose una de las colonias que mostrara el fragmento amplificado por PCR.
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Las colonias seleccionadas se cultivaron en 10 mL de medio SB suplementado con carbenicilina (100
ug/mL) y se incubaron durante 16-18 h, a 37 °C, una agitacion de 5 x g y 40% 5% de humedad
relativa (para reducir la evaporacidon generada por el equipo), empleando una incubadora de
resonancia acustica RAMbio (applikon®). Al dia siguiente, los 10 mL de cultivo se transfirieron a un
litro de medio SB con carbenicilina (100 pg/mL) y se repartié en 4 matraces de 1 L, los cultivos se
incubaron a 37 °C y 10 x g hasta alcanzar una ODegg igual a 0.6 £ 0.2 (2-3 h aprox.). Alcanzada la
densidad, a los cultivos se les adiciond isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) a una
concentracién final de 1 mM, para inducir la expresidn de la proteina recombinante durante 6 h a

las mismas condiciones de incubacion.

Finalizada la expresién, el cultivo fue repartido en 10 tubos cénicos de 50 mL y centrifugado a 4,500
xgy4°Cdurante 20 min, se repitid el procedimiento para que al final cada tubo contuviera un pellet
bacteriano correspondiente a 100 mL del cultivo. Los pellets se almacenaron a -80 °C hasta su uso

posterior.

2.2.2.2. Extraccion de proteina peripldsmica

Debido a que el vector pComb3x dirige la proteina recombinante al espacio peripldsmico, se
procedid con la extraccion de proteina periplasmica, mediante el protocolo descrito en el manual

QlAexpressionist™ (QIAGEN ©, 2003), con algunas modificaciones.

Cada uno de los 10 pellets obtenidos, se suspendieron en 15 mL de buffer Tris-Sacarosa (Tris-Cl 30
mM, sacarosa 20%, pH 8.0), se juntaron y se repartieron en 6 tubos (25 mL c/u), después se aforaron
a 40 mL con el mismo buffer, se les adicionaron 80 uL de EDTA 500 mM, se colocaron horizontales
sobre hielo incubdndose por 10 min con agitacién suave (40 rpm) en un agitador orbital.
Posteriormente se centrifugaron a 8,000 x g y 4 °C durante 20 min, se almacend el sobrenadante a
4 °Cy el pellet de cada tubo se suspendié con una solucién de MgS0O, 5mM en un volumen final de
40 mL, se incubaron nuevamente en hielo 10 min y se centrifugaron de igual forma. El pellet se
descartd y el sobrenadante se junté con el anterior, para ser centrifugado a 14,000 x g y 4 °C durante

30 min con el objetivo de sedimentar cualquier detrito celular que pudiese interferir con el proceso
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de purificacion posterior. Una muestra del pellet correspondiente a la fraccidn insoluble (P) se

almaceno a -20 °C.

2.2.2.3. Purificacion por cromatografia de afinidad por iones metdlicos inmovilizados

Para la purificacion del vNAR se utilizd la técnica de cromatografia por afinidad a metales
inmovilizados (IMAC), aprovechando la capacidad que posee la etiqueta de histidinas para unirse al
ion niquel (Ni**). Como fase estacionaria se empleé 1 mL de matriz de agarosa entrecruzada con
Acido nitrilotriacético cargado con niquel (Ni-NTA agarosa, QIAGEN). Tanto la preparacién de la
resina, los lavados y elucién de la proteina recombinante se realizd de acuerdo con lo descrito en el

manual QlAexpressionist (QIAGEN ©, 2003).

El sobrenadante obtenido de la extraccidon periplasmica (extracto), se pasé a través de la columna
de agarosa, por gravedad o con ayuda de una bomba peristéltica a una velocidad de 2 mL/min. Se
realizaron 5 eluciones de 1 mL cada una y se almacenaron a -20 °C hasta ser utilizadas, también se
almacend una muestra de 100 uL de las etapas iniciales del proceso de purificacién, las cuales fueron:
extracto previo a la purificacidn (Inicial), extracto después de pasar por la resina (Final), elucion de
lavado (Lavado). El extracto se purificd dos veces mds para obtener la mayor cantidad de proteina

recombinante.

Al finalizar, las 15 eluciones obtenidas para cada vNAR se juntaron y dializaron contra solucion salina
tamponada con TRIS (TBS) pH 7.4, empleando una membrana SnakeSkin™ Dialysis Tubing, 3.5K
MWCO, 22 mm (Thermo Fisher Scientific), se procedié de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.

2.2.2.4. Purificacion por inmunoafinidad

Para mejorar la pureza de los VNAR, la soluciéon proteica dializada resultante de IMAC, se re-purificod
empleando una columna de agarosa con anticuerpo anti-HA inmovilizado (Pierce™, Thermo Fisher
Scientific), se procedié de acuerdo con las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones,

la columna se equilibré con 10 mL de TBS, la solucidn proteica se pasd por gravedad tres veces, se
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lavd la columna con 20 mL de TBS-Tween20 0.05% (TBS-T) y se realizaron 5 eluciones de 1 mL cada
una con tiocianato de sodio 3M en TBS (NaSCN) y un lavado extra con 5 mL de NaSCN. Las eluciones
se almacenaron a -20 °C hasta ser utilizadas, junto con una muestra de 100 puL de cada una de las

etapas de purificacion.

Las eluciones se juntaron y dializaron en una solucién de Tris-HCl 50 mM y Glicina 10 mM, pH 8.
Finalizada la dialisis, se concentraron por liofilizacién empleando un equipo FreeZone 4.5L -105 °C
(LABCONCO). La proteina se resuspendié en 2 mL de agua destilada estéril y se dializé en PBS estéril.
Los anticuerpos purificados se almacenaron a 4 °C para su uso préximo (dias) o a -20 °C para

periodos prolongados (semanas).

2.2.2.5. Evaluacion de la purificacion.

Se evaluaron los niveles de las proteinas recombinantes en las distintas etapas de purificacién, a
través de un ELISA directo. Para ello, en una placa de 96 pozos fondo redondo se adicionaron 50 plL
de muestra y se incubaron toda la noche a 4 °C, posteriormente se descarté la solucién, por
inversion de la placa, se adicionaron 250 pL de solucidn de bloqueo, BSA 3% en PBS adicionado con
0.05% deTween20 (PBST) y se incubaron 1 h a 37 °C. Se descartd la solucidn, se adicionaron 50 pL
de solucién PBST con BSA 1% y anticuerpo anti-HA-HRP a una concentracidon de 7.14 mU/mL
(1:3,500), se incubd por 1 h a 37 °C. Se descartd la solucién, se lavaron los pozos 5 veces con PBST y
se revelaron los pozos con 50 pL de ABTS (1mg/mL), se incubaron a 37 °C hasta desarrollar
coloracion (15-30 min), las muestras se analizaron por espectrofotometria a 405 nm en un lector de

placa Epoch (Biotek).

Para evaluar la pureza de las eluciones obtenidas, se realizé una electroforesis en gel de
poliacrilamida, Tricina-SDS-PAGE (Schagger and von Jagow, 1987). El gel se reveld por tincién de
Coomassie R-250 y se corrobord la presencia del vNAR por inmunodeteccion utilizando anticuerpos
IgG; de rata anti-HA acoplado a peroxidasa (Roche) y revelado con 1-Step™ Turbo TMB-ELISA

(Thermo Fisher Scientific).
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Se cuantificd la proteina purificada con el ensayo de acido bicinconinico (BCA), empleando el Kit
micro-BCA assay (Pierce™, Thermo Fisher Scientific), la reaccidn se llevé a cabo en una placa de 96
pozos a un volumen final de 100 uL, 50 pL BCA y 50% solucidon proteica. Para el caso de los VNAR,
las muestras se diluyeron al 50% con PBS y como referencia se cred una curva de estdndar con
albumina de suero bovino (BSA) en un rango de concentracién de 200 a 1.56 pug/mL (dil. 1:2) en PBS,
como control negativo de reaccién se empled PBS. La reaccién se incubd a 37 °C durante 2 h.
Posteriormente se leyé la placa a 560 nm, se graficé la curva estandar y por regresion lineal se
obtuvieron las concentraciones de la proteina total. A partir del SDS-PAGE tefiido con Coomassie,
se realiz6 un analisis por densitometria empleando el software Imagel/FlJI 1.52i (NIH), con el objeto

de tener un mejor estimado de la concentracién del vNAR con respecto a la proteina total.

Para verificar que los vNAR tenian la capacidad de reconocer a la citocina rhTGF-B1, se realizd un
ensayo de ELISA indirecto. En una placa de 96 pozos se adicionaron, por triplicado para cada muestra,
50 pL de la citocina a una concentracién de 5 mg/mL y se incubaron toda la noche a 4 °C;
posteriormente se bloqued el fondo del pozo con BSA3%-PBST por 1 h a 37 °C; se descartd la
solucion de bloqueo y adicionaron 50 pL de vNAR (14 pg/mL), se incubaron 1 h a 37 °C; se descartd
la solucidn, se realizaron 3 lavados con PBST; se adiciond el anticuerpo anti-HA-HRP (7.14 mU/mL),
se incubd por 1 h a 37 °C, se descarté la solucién y se lavaron los pozos 5 veces con PBST; se reveld

con 50 pL de ABTS (Img/mL) y se analizd por espectrofotometria a 405 nm.

2.2.3. Anadlisis in-silico de la interaccion vNAR-TGF-1

2.2.3.1. Modelado por homologia

Se realizé la prediccion de la estructura terciaria de los VNAR, empleando la técnica de modelado
por homologia, la cual consiste en predecir la estructura de una proteina, a partir de la comparacion
de su secuencia con una o mas proteinas homologas de estructura tridimensional resuelta por

cristalografia de rayos x o resonancia magnética nuclear.

Se realizd un alineamiento de la secuencia de aminoacidos de cada vNAR seleccionado contra la

base de datos Protein Data Bank (Berman et al., 2000), empleando el algoritmo blastp del software
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en linea BLAST® (Altschul et al., 1990). Se eligieron tres proteinas diferentes con el mayor porcentaje
de identidad, que fueron utilizadas como marco de referencia por el software MODELLER 9.19
(Eswar et al., 2006), para la generacién de cinco modelos tridimensionales para cada uno de los
VNAR seleccionados en este trabajo. Con la aplicacién en linea PROCHECK, se generd el grafico de
Ramachandran para cada uno de los cinco modelos obtenidos, seleccionandose aquel modelo con

el mayor porcentaje de residuos en las regiones favorables.

2.2.3.2. Dindmica molecular

Se realizé el refinamiento de la estructura tridimensional generada por MODELLER mediante una
dinamica molecular, la cual permite obtener una estructura mas realista de la proteina, al simular
computacionalmente la interaccidn de los atomos que conforman a la proteina con las moléculas

de agua, durante un periodo de tiempo determinado.

Para esto, se prepararon los modelos seleccionados empleando el software VMD 1.9.3, la proteina
fue solvatada en una caja de moléculas de agua y las cargas eléctricas del sistema fueron
neutralizadas con iones Na® o CI. Se realizd la dindmica molecular por un periodo de 50 ns,
empleando el software NAMD 2.12, los calculos de presidn, energia y las coordenadas generadas se

almacenaron cada 20ps.

La trayectoria de simulacidn obtenida fue analizada en VMD, se calculé la raiz de la desviacion
cuadratica media (RMSD) de cada coordenada con respecto a la inicial y se generé la grafica
correspondiente. Mediante el plugin Clustering para VMD, se agruparon las estructuras con
respecto a su similitud en la cadena principal, formandose 5 grupos acomodados por el nimero de
miembros, se selecciond de forma aleatoria uno representante de cada grupo y fue seleccionado
para los andlisis posteriores, se selecciond aquel con el mayor porcentaje de residuos en las regiones

favorables en base a su grafico de Ramachandran.
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2.2.3.3. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular o docking, es un método empleado para predecir el complejo de unidn
entre dos proteinas. En este trabajo se utilizd la herramienta en linea ClusPro (Kozakov et al., 2017),
en la que se acoplaron: como ligando, el vNAR refinado y como receptor, una estructura de TGF-f1
humano (1KLA) obtenida del PDB y refinada de acuerdo con lo descrito en el apartado anterior.
Empleando el protocolo Peptiderive del servidor en linea Rosetta (Sedan et al., 2016), se analizd la
interaccion receptor-ligando de los cuatro primeros acoplamientos, generados con la ecuacién de
coeficientes balanceados. El modelo con la menor energia de interaccion fue elegido como la

prediccién mas probable de acoplamiento entre el vNAR y hTGF-31.

2.2.4. Evaluacion de la actividad in vitro

2.2.4.1. Evaluacion de la expresion de genes

Para evaluar la capacidad de los anticuerpos para inhibir los efectos fibréticos generados por TGF-
B, se emplearon fibroblastos dérmicos de prepucio de neonato humano, linea celular CCD-1112Sk
(ATCC® CRL-2429). Para su crecimiento, las células se mantuvieron en medio Dulbecco modificado
de Iscove (IMDM, por sus siglas en inglés) suplementado con 10% SFB y 1% A/A, a este se denomind
medio completo; para los ensayos donde se adicioné rhTGF-B1, las células se mantuvieron en el

mismo medio, pero reducido en SFB (1%), a lo que se denomind medio incompleto.

Se determind la CME de TGF-B necesaria para activar una expresidon genética perceptible por
Reaccién en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (qPCR), para ello se sembraron fibroblastos
dérmicos en placas de 24 pozos, 3.5x10* células por pozo con 0.5 mL de medio completo. Las células
se incubaron por 24 h a 37 °C y CO; al 5%, posteriormente se retiré el medio, se realizaron dos
lavados con PBS y se sustituyéd con medio incompleto, adicionado con rhTGF-B1 en diferentes
concentraciones: 0, 4, 40 y 400 pM, cada grupo se evalud por triplicado. Al finalizar, las células se

incubaron nuevamente por 24 h.
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Al paso de las 24 h se realizé la extraccion de ARN total, empleando el reactivo TRIzol™ (Invitrogen),
siguiendo el protocolo del fabricante. El ARN obtenido se resuspendid en 16 uL de agua libre de
nucleasas, se cuantificd por espectrofotometria a 260 nm empleando un NanoDrop™ Lite (Thermo
Scientific™) y se evalud por electroforesis en gel de agarosa al 2% con blanqueador comercial

(hipoclorito de sodio 6%) al 1%, de acuerdo con lo descrito por Aranda, Laloie y Jorcyk (2012).

Para la obtenciéon de ADNc se retrotranscribieron 4 pyL de cada muestra de RNA, con el kit
SuperScript™ Il First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen), empleando una mezcla de hexameros
aleatorios (25 ng) y Oligo(dT).0 (2.5 uM), las reacciones se realizaron siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Para evaluar los perfiles de expresidn de genes en los diferentes tratamientos, se utilizé la técnica
de gPCR empleando el termociclador en tiempo real 7500 (Applied biosystems). Cada reaccién de
10 pL contenia: 5 plL del reactivo Sybr Green Master Mix (Applied biosystems), 5 nmol de cada oligo
y 15 ng de ADNc. Para la construccidn de la curva estandar se realizaron reacciones similares, pero
abarcaban un rango de 50-0.08 ng de ADNc en diluciones 1:5. Para la corrida se empled el programa
estandar: 95 °C por 10 min seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15s y 60 °C por 1min. Cada corrida se

finalizd con una curva de fusidn, para evaluar la calidad de la amplificacién.

Se evalud la estabilidad de los genes endégenos que se tomaron como referencia para la
normalizacidn. Para esto se realizé un ensayo de qPCR evaluando cuatro pares de Oligos para tres
genes diferentes, Succinato deshidrogenasa subunidad A (SDHA), actina-f (ACTB) y dos pares
diferentes para la enzima Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Tabla 2). Los Ct's
obtenidos fueron analizados mediante la herramienta web ‘RefFinder’, la cual integra cuatro
modelos computacionales (BestKeeper, DeltaCt, GeNorm y NormfFinder) para comparar la

estabilidad de diferentes genes de referencia (Xie et al., 2011).

Por medio de oligonucledtidos especificos (Tabla 2), se evaluaron los siguientes genes: cadena alfa
1 de colagenotipo | (COL1A1), metaloproteinasa tipo 1 (MMP1), el receptor tipo 2 de TGF- (TGFBRII)

y laisoforma 1 de TGF-B (TGFB1), como referencia se utilizaron los genes endégenos GADPH y ACTB.



28

Tabla 2 Oligonucledtidos para la evaluacidn por gPCR de genes relacionados a la via de sefializacidon de TGF-

B.

Gen Nombre Secuencia 5' - 3' Frag
(pb)
. F GCGAGAAGATGACCCAGATC
Actina Beta B-ACT ¢ CCAGTGGTACGGCCAGAGG 103
Colageno tipo 1 cadenaalfa 1 CoL-1 P TGTTCAGCTTTGTGGACCTC 126
R TCTGTACGCAGGTGATTGGT
Factor de crecimiento transformante TGFB-1 F ACACATCAGAGCTCCGAGAA 140
beta 1 R  GAGGTATCGCCAGGAATTGT
Gliceraldehido-3-fosfato GAPDH F CGAGATCCCTCCAAAATCAA 170
deshidrogenasa (1) R TTCACACCCATGACGAACA
Gliceraldehido-3-fosfato GAPDH F GCTCCTCCTGTTCGACAGTCA 80
deshidrogenasa (2) R ACCTTCCCCATGGTGTCTGA
. . F CAAGAGCAGATGTGGACCA
Metaloproteinasa de matriz 1 MMP-1 R AAAGGAGAGTTGTCCCGATG 145
Receptor del factor de crecimiento TGEBRII F CGTGTTGAGAGATCGAGG 95
transformante beta 2 R CCCAGCACTCAGTCAACGTC
Succinato deshidrogenasa subunidad SDHA F GGAAGCATAAGAACATCGGAACTG 110
A R CTGATTTTCCCACAACCTTCTTGC

Se cuantificd la expresidn relativa, empleando el método descrito por Pfaffl (2001). Las diferencias
se evaluaron empleando ANOVA de un factor con la prueba de Dunnett mediante el software

GraphPad Prism 6.0c (GraphPad Software).

Obtenida la concentracién minima efectiva de TGF-B, se evalud el efecto de los anticuerpos en la
neutralizacién de esta citocina, a través de un ensayo como el descrito anteriormente, el cual vario
en los tratamientos administrados; como control basal sélo se adicionéd medio incompleto, como
control de activacién por TGF-B se adiciond la citocina rhTGF-f1 a una concentracién de 40 pM, y
como tratamiento se evalud cada anticuerpo a una concentracién de 62.5 nM, se utilizd al

anticuerpo 1d11.16.8 como control de neutralizacién.

2.2.4.2. Modelo de contraccion de coldgeno reticular

Se evalué el efecto del anticuerpo en la remodelacién de la matriz extracelular, mediante el método
de Reticulas de Colageno Pobladas con Fibroblastos (FPCL, por sus siglas en inglés) descrito por Bell

y colaboradores (1979).
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Para la formacidn de la reticula, se mezclé coldgeno de tenddn de cola de rata en soluciéon de acido
acético con una suspension de fibroblastos dérmicos, a una concentracion final de 1.25 mg/mL de
coldgeno y 5x10* células/mL, para aforar el volumen se empleé medio completo y para neutralizar
la acidez se utiliz6 NaOH 1 M, hasta virar al tono rosaceo normal del medio (pH ~7.4).
Posteriormente, en una placa de 24 pozos, se adicionaron 200 uL de la suspensién a cada pozo y se
dejaron gelificar 10 min a temperatura ambiente y 10 min a 37 °C. Se adicionaron 0.5 mL de medio
incompleto a cada pozo y se suplementaron de acuerdo con el tratamiento. Se despegaron
cuidadosamente las reticulas del fondo del pozo, para que permanecieran flotando en el medio y se
incubaron 24 h a 37 °C y CO; al 5%. Posteriormente, las reticulas se fotografiaron empleando un
microscopio estereoscépico y se midid su area empleando el software FlJI/Image) 1.52i (NIH).
También se evalud la traslucidez de las reticulas mediante el promedio de la intensidad de los pixeles
gue forman cuatro lineas con interseccion en el centro. Las diferencias se evaluaron empleando
ANOVA de un factor con la prueba de Tukey mediante el software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad

Software).

Para la obtencién de la concentracién minima efectiva se evalué rhTGF-B1 a 40 y 400 pM. Para
evaluar el efecto del anticuerpo, se emplearon los siguientes tratamientos: como control basal se
adiciond sélo medio incompleto, como control de activacion por TGF-B se adicioné medio
incompleto con 40 y 400 pM de rhTGF-B1. Para evaluar la inhibicién de la citocina se evaluaron los
vNAR a 62.5, 125 y 250 nM, mezclados con 400 pM de TGF-B1, como control de neutralizacién se
utilizé el anticuerpo 1D11.16.8 a 6.25 y 62.5 nM, mezclado con diferentes concentraciones de TGF-

B1 (0, 40y 400 pM).

2.2.4.3. Sistema de secrecion de fosfatasa alcalina inducida por TGF-8

Se empled el sistema HEK-Blue TGF-B (Invivogen), para evaluar la capacidad del anticuerpo para
neutralizar a TGF-B1, este sistema esta basado en células HEK-293T que permiten la deteccién de la
actividad de TGF-B a través de la monitorizacidon de la activacidon de la via de sefializacion TGF-
B/SMAD. Estas células se encuentran transfectadas con los genes para TBRI, SMAD 3 y SMAD 4,

ademas de contener en el genoma al gen reportero para la fosfatasa alcalina embrionaria secretada
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(SEAP, por sus siglas en inglés) acoplado a tres elementos de unién a SMAD (SBE). La estimulacidn
de las células con TGF-B induce la secrecidon de SEAP al medio extracelular y la cual puede ser

detectada con el sustrato colorimétrico QUANTI-Blue (Invivogen).

Para el crecimiento y mantenimiento de las células se empled el medio DMEM, adicionado con
glucosa (4.5 g/L), L-glutamina (2.5 mM), SFB al 10% y A/A al 1%. Para la estabilizacion de los
plasmidos transfectados se adicionaron los antibidticos blasticidina S (30 pg/mL), higromicina B (200
ug/mL) y zeocina (100 pg/mL). Las células se cultivaron a 37 °Cy 5% de CO. Para la estimulacién de

las células se empleé rhTGF-B1 (Preprotech).

Se evalud la concentracién minima efectiva (CME) de TGF-B necesaria para activar la expresion de
SEAP, mediante un gradiente de concentraciones de TGF-B: 0, 4, 20, 40, 120, 200 y 400 pM, como
controles se evaluaron: medio sin células, células sin TGF-3, células adicionadas con PBS (vehiculo).
Se procedié de acuerdo con las instrucciones del fabricante, las cuales se resumen a continuacién:
se prepard cada uno de los tratamientos en un volumen maximo de 20 pL/pozo, diluido en PBS,
estos se adicionaron por triplicado en una placa de 96 pozos, junto con 180 pL/pozo de suspensién
celular (2.5x10* células/pozo) en medio DMEM suplementado, se incubaron por 24h y
posteriormente, 20 uL de cada sobrenadante se transfirié a un pozo nuevo que contenia 80 UL de
QUANTI-Blue, se incubaron por 0.5 — 1 h a 37 °C, se cuantificé la actividad de SEAP por

espectrofotometria a 650 nm.

Determinada la CME de TGF-B1 (0.5 ng/mL, 20 pM), se evalud la actividad de los anticuerpos a
diferentes concentraciones, la concentracion maxima evaluada para TGF-10, TGF-21 y 1D11.16.8
fue de 100 nM, el vNAR T-1 se evalud a partir de 625 nM y una concentracidn de 375 nM para TGF-
5.b. Cada una de las concentraciones se mezclé con TGF-B1 20 pM en un volumen final de 20 pL, se

incubaron una hora a 37 °Cy se procedié de acuerdo con lo descrito anteriormente.
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Capitulo 3. Resultados

3.1. Evaluacion de la actividad de apdsitos de alginato cargados con

anticuerpos

3.1.1. Evaluacion de la actividad in-vitro

3.1.1.1. Ensayo de liberacion de anticuerpos

Se evalud el tiempo de liberacién del anticuerpo anti-HA-HRP de los apdsitos de Ca**-alginato-
PEGMA. En la Figura 7-A se puede apreciar una liberacién parcial desde los primeros minutos, la
cual alcanza su punto maximo a las dos horas (ver Figura 7-B). Es importante sefialar que la cantidad
relativa de anticuerpo liberado es menor a 12.5 ng, ya que el control de anticuerpo soluble (aHA
12.5 ng) muestra una absorbancia mayor que los apésitos con mayor cantidad de anticuerpo (CAPH-
aHA-50ng). Esto puede deberse a que, aunque los apdsitos de alginato confieren una proteccion al
anticuerpo frente al proceso de liofilizacidn, esta no es completa. Esta capacidad protectora queda

demostrada, ya que el control de anticuerpo soluble liofilizado (Dry aHA 12.5 ng) perdié por
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Figura 7 Tiempo de liberacidén de anticuerpo anti-HA-HRP de apdsitos de alginato de calcio. A) Liberacion
acumulada sin renovacién de medio. B) Liberacidn del anticuerpo con renovacion total del medio del apdsito
CAPH-aHA-50ng.
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completo la actividad de la peroxidasa. Otra razén, es que exista una retencién permanente del

anticuerpo con el apdsito.

3.1.1.2. Actividad in-vitro de apdsitos cargados con anticuerpos anti-TGF-8

Se evalud si el anticuerpo 1D11.16.8 permanecia viable después del proceso de formacion de los
apositos de alginato de calcio, a través de un ensayo colorimétrico con las células HEK-Blue. En la
Figura 8 se puede apreciar que a diferencia del anticuerpo anti-HA-HRP, 1D11.16.8 permanece
activo a pesar del proceso de liofilizacion (Dry-1D11). Los anticuerpos liberados de los apdsitos
muestran actividad neutralizante de TGF-B, pero a una menor capacidad, 96% para los alginatos
cargados con 5 pg de anticuerpo (CAPH-1D11-5) y 69% para los que tienen 1 ug (CAPH-1D11-1). Esto
puede deberse a que, al igual que en el ensayo de liberacion, sélo una parte de los anticuerpos
guedan retenidos en el apésito. Cabe sefalar que el apdsito por si solo mostré una actividad del

35%, la cual se especula es el efecto del calcio contenido en los apésitos.
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Figura 8 Actividad in-vitro de apdsitos de alginato de calcio cargados con anticuerpo 1D11, en la grafica se
muestra el promedio (n=3) + SEM, ** = P< 0.01, **** = P< 0.0001.



33

3.1.2. Evaluacion de la actividad in-vivo

3.1.2.1. Modelo murino de cicatrizacion de heridas cutdneas

Apdsitos de Ca-alginato-PEGMA cargados con tres dosis de anticuerpo 1D11: 10, 50 y 100
ug (CAPH-1D11-10, -50 and -100, respectivamente) fueron evaluados en un modelo de cicatrizacion
de heridas en ratones, para determinar su capacidad para transportar y liberar in situ anticuerpos
viables. El progreso de la cicatrizacién fue valorado por 10 dias, a través de un analisis macroscdpico
del tamafio de la lesion (Figura 9). Durante el periodo evaluado las heridas no mostraron papula,
exudado, edema o necrosis, y la formacion de tejido de granulacidn fue similar entre todos los

grupos.

CAPH

CAPH-1D11-10

CAPH-1D11-50

CAPH-1D11-100

Figura 9 Panorama macroscopico de la cicatrizacién de la herida durante 10 dias. Fotografias digitales
representativas de heridas por escision en ratones después de la aplicacion del hidrogel.

Durante el proceso se evalud el diametro de la herida (Figura 10 A). También se evaluaron los grados
de re-epitelizacion e inflamacién (Figura 10 B-C), en los que se pudo observar una mejor re-
epitelizacion en los grupos CAPH-1D11-10y CAPH-1D11-50 comparados contra su respectivo control
sin tratamiento. En el caso de la inflamacidn, sdlo las heridas tratadas con anti-TGF-B en sus tres

dosis mostraron una disminucién significativa en el puntaje.
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Figura 10 Evaluacion macroscépica de cicatrizacién de la herida durante 10 dias. Se evalud la reduccion del
didmetro de la herida en milimetros (A), asi como la presencia de re-epitelizacién (B) e Inflamacién (C),
evaluados en una escala semi-cuantitativa de cuatro puntos (0 — ausente, 1 — escaso, 2 — moderado y 3 —
abundante) Los datos se presentaron como promedio (n = 5) = SEM. * p <0.05, ** p <0.01.

Se realizé un andlisis histoldgico de las lesiones al dia 10, mediante tincién con H&E y MT (Figura
11). Los resultados muestran que todos los grupos tienen una formacidn de epidermis fina, aunque,
en los grupos CAPH-1D11-100 y CAPH-1D11-50, esta es mas irregular que en los otros grupos. Con
respecto a la deposicidon de colageno, los grupos CAPH-1D11-100 y CAPH-1D11-50 mostraron menor
depdsito de fibras de coldgeno dérmico, con apariencia fragmentada y acompafiada de edema. La
infiltracidn de fibroblastos y células inmunes fue menor en CAPH-1D11-100, que también tiene la
menor formacién de nuevos vasos y foliculos. CAPH-1D11-10 mostrd un patrén histoldgico similar

al CAPH con respecto al nimero de células infiltradas y formacién de vasos o foliculos.
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Figura 11 Andlisis histopatoldgico de lesiones cutdneas en el dia 10 tefiidos con hematoxilina y eosina (H&E)
y tricromica de Masson (MT). Se realizaron dos heridas por escision en la zona dorsal de ratones,
posteriormente una lesién fue tratada con hidrogeles de Ca-alginato-PEGMA (CAPH) o CAPH cargado con
anticuerpos anti-TGF-B a diferentes dosis: 10, 50 y 100 pg (CAPH-1D11-10, -50 y -100, respectivamente). La
otra herida recibié tratamiento de desinfeccién estandar (Control). Micrografias tomadas a un aumento de

100x. A Epidermis engrosada, A epidermis fragmentada, (—) fibras de coldgeno fragmentadas y () zonas
edematosas.

Se utilizé un método basado en RT-PCR para cuantificar la expresion de ARNm de los genes Tgfbly
Acta2 en las lesiones dérmicas al dia diez (Figura 12). Se puede observar una inhibicién de la
expresion de ambos genes en las lesiones tratadas con CAPH-1D11-100, demostrando la capacidad
del hidrogel para liberar anticuerpos neutralizantes de TGF-B en la herida. La inhibicion aparente de
la expresion de TGF-B puede observarse en hidrogeles de alginato solos (CAPH), pero esta no fue

estadisticamente significativa.
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Figura 12 Expresion de ARNm de los genes Acta2 y Tgfb1 en lesiones cutdneas al dia diez de tratamiento con
los hidrogeles de Ca-alginato-PEGMA (CAPH) o CAPH cargado con anticuerpo 1D11.16.8, 10 o 100 ug por
hidrogel (CAPH-1D11-10 y CAPH- 1D11-100, respectivamente). Los datos se normalizaron al ARNm de HPRT y
se presentaron como el promedio de veces de induccidn (n = 4-5 para los grupos tratados y 14 para el grupo
de control) £ SEM. * p <0,05, *** p <0,001.

3.2. Evaluacion de la actividad de dominios vNAR anti-TGF-f3

3.2.1. Obtencidn de nuevos candidatos vNAR anti-TGF-f3

Durante la seleccidon por despliegue en fagos, se evaluaron los titulos de entrada (input) y salida
(output) de cada una de las rondas de seleccién (Figura 13), para el panning con elucién por
digestion (Panning_A, Figura 13 A) se puede observar que en la ronda dos se obtuvo el input mayor
(3.17x10* PFU/mL) y la ronda 3 obtuvo el output menor (8x10* PFU/mL). Los porcentajes de fago
retenido en la placa fueron de 6.47x10*, 1.99x10°, 1.88x10° y 4.52x10™* PFU/mL para las rondas 1,

2, 3y 4 respectivamente.

Por otro lado, para el panning con elucién por competencia (Panning_B, Figura 13 B) se observé un
mayor input en las rondas 2 y 3 (>8x10% PFU/mL), mientras que el output en las tres rondas se

mantuvo en el orden 10°, siendo la ronda 2 la menor.
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Figura 13 Titulos de entra (input) y salida (output) de cada una de las rondas de seleccién de fagos afines a
TGF-b. A) Titulos para el panning con elucidn por digestidén (Pannig_A), B) Titulos para el panning con elucién
por competencia (Panning_B).

Al finalizar, se aislaron colonias de las ultimas rondas de seleccidn, y se evaluaron por PCR, para
discriminar aquellas clonas que no contuvieran al fagémido (Figura 14 A). El producto esperado de
la reaccién tiene una longitud tedrica de 617 pb. En el Panning_A, se aislaron 45 clonas, de las cuales,
las clonas 8, 27 y 40 no mostraron el producto esperado (~600pb). De las cuales, las clonas 8 y 40

mostraron un producto menor a los 500 pb y la clona 27 no mostré amplificacién alguna.
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Figura 14 PCR de colonias. (A) colonias del panning_A aisladas de la cuarta ronda de seleccidn, tres de las
cuales no contienen el producto esperado de ~600pb (8, 27 y 40). (B) colonias del panning_B aisladas de la
tercera ronda de seleccidn, seis de las cuales no contienen el producto esperado (7, 8, 15, 19, 40). Como
control positivo (C+) se usé el plasmido purificado pComb3x-T-1 y como control negativo (C-) se usé agua.
Marcador de peso molecular de 1 kb (Promega).

En el Panning_B se evaluaron 48 colonias (Figura 14 B), de las cuales, las clonas 7, 8, 15y 19 se
descartaron por no mostrar una amplificaciéon del fragmento o esta fue muy tenue, también se

descartd la clona 40 por mostrar un fragmento que no corresponde con el tamafio esperado.

También se evalué cuales de las colonias tenian la capacidad de formar un fago viable, a través de

un ensayo de ELISA. Para el Panning_A, sélo 21 de las 45 clonas generaron una coloracidn
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cuantificable por espectrofotometria (Figura 15 A y B). Mientras que para el Panning_B, sélo fueron

positivas 17 clonas de 48 (Figura 15 Cy D).

32
39 40
C- Blanco

0.059 | 0.079
0.054 | 0.051
0.063 | 0.042

C) 1 2 3
A 1 2 3
B 7 8 9
c 13 14 15
D 19 20 21
E 25 26 27
F 31 32 33
G 37 38 39
H 43 44 45
D) 1 2 3
A 0.125 | 0.058 | 0.061
B 0.061 | 0.113 | 0.045
Cc 0.056 | 006 | 0045
D 0.112 | 0055 | 0.061
E 0.061 | 0.113 | 0.115
F 0119 | 0114 | 0049
G 013 | 005 | 0052
H 013 | 0.125 | 0.06

Figura 15 Resultado del andlisis espectrofotométrico del ensayo de ELISA de Fagos del el Panning_A (Ay B) y
el Panning_B (C y D). Se muestra el nimero asignado de la clona evaluada (A y C) y su absorbancia a 450 nm
(B 'y D), en rojo se muestran aquellas clonas que se consideraron como positivas. Como control positivo (C+)
se usé la mezcla de fagos obtenidos en la ronda 4, como control negativo se usé PBS (C-) o el Fago helper (FH).

Para el panning_A, de las 21 clonas enviadas a secuenciar, sélo 2 no pudieron ser secuenciadas, de
las 19 colonias restantes, dos clonas (26 y 43) mostraron la misma secuencia, obteniéndose 18
clonas diferentes, 8 correspondientes a la biblioteca VSO, 5 correspondieron a VS1 vy el resto a VS2.
Sélo 5 secuencias (4, 7, 10, 21 y 22) no contuvieron codones de paro o cisteinas adicionales; de estas,

la clona 4 proviene de la biblioteca VS2 y el resto de VSO (Tabla 3).
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Tabla 3 Secuencias correspondientes a los CDR3 de las clonas secuenciadas. En rojo se marcan aquellas clonas
seleccionadas para ensayos posteriores, en verde se marcan los codones de paro y en anaranjado a los
residuos de cisteinas.

Panning_A
Clona CDR3 Biblioteca
1 YYCNA------- GAR*TRYDYLFCLEYL-----YDGA VS1
2 FYCKA--GGMSG*RARLWPLDGVCNCCGGLA--YDGA VS2
4 FYCKA--NSTGRWRWGWWWPSNHCRWCWALS--YDGA VS2
7 YYCKA---RWSISASMMVLRSVGVLGVEAW---YYGA VSO0
10 YYCKA---HTKWGFFPLSWKLVGAALINRS---YYGA VSO0
11 YYCKA---PGCSVACLMHNPGQKWRWCPYE---YYGA VSO0
12 YYCKA---DRNYVPRWVFSSAMGVLLLCSQ---YYGA VSO0
17 FYCKA--PWTRHSFWWPFHNAVNCSRCMMNC--YDGA VS2
20 YYCNA------- LDTYC*WPWEVCVACR-----YDGA VS1
21 YYCKA---QAKKWWAADPLLFLIGRWLNVG---YYGA VSO0
22 YYCKA---FGLNDFVRMLSFRWLWDLLRGH---YYGA VSO
25 YYCNA------- VGVLSVGLAL*CWVLK-----YDGA VS1
26 FYCKA--CHCSGPLKFMLDWSSSCLRCGRST--YDGA VS2
29 YYCNA------- QI*DYPCSW*RCACRA-----YDGA VS1
30 YYCNA------- VATTLSCYWCLTMD-----YDGA VS1
33 FYCKA--DWFLRVYLVRG*GRCVCRWCLRLC--YDGA VS2
34 YYCKA---RCLLYDIFEFCSSYKVLSFNN*---YYGA VSO0
37 YYCKA---*DSTHNGIQDDEYGVGRV*MGR---YYGA VSO0
43 FYCKA--CHCSGPLKFMLDWSSSCLRCGRST--YDGA VS2
Panning_B
Clona CDR3 Biblioteca
5 YYCNA------- YNRNAIDQWVLCRVTV-----YDGA VS1
6 YYCNA------- YFMVLAWWGPQCSIT*----- YDGA VS1
16 YYCNA------- LKY*ACARNQWCHCEE-----YDGA VS1
17 FYCKA--RHPGEDMAWHGEIK*YCEWCRMWP--YDGA VS2
24 YYCKA---QTIGRRKRGPLASLAAMMGSSD---YYGA VSO0
27 YYCKA---QTIGRRKRGPLASLAAMMGSSD---YYGA VSO0
34 FYCKA--TGFRQYLLSWNSWSPGCVGCEWVV--YDGA VS2
46 YYCKA---IGMTRMGT*NVIRWWYPARPTR---YYGA VSO0

Del panning_B se obtuvieron 8 secuencias completas, de las cuales dos de ellas correspondian al
VNAR T-1 empleado como marco para la biblioteca VSO (24 y 27), del resto sélo las clonas 5y 34 no
contenian codones de paro o cisteinas adicionales (Tabla 3), estas clonas corresponden con las

bibliotecas VS1 y VS2 respectivamente.
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Las clonas seleccionadas se nombraron con el prefijo ‘TGF-" seguido del nimero de clona
correspondiente, y sélo para aquellas resultantes del panning B se les adiciond el sufijo “.b’,

quedando como: TGF-4, TGF-7, TGF-10, TGF-21, TGF-22, TGF-5.b y TGF-34.b.

3.2.2. Evaluacion de las clonas obtenidas

Los VNAR se expresaron en un volumen de 250 mL, purificaron por IMAC y se evalud la capacidad
de cada uno de los VNAR para reconocer a la citocina TGF-B, mediante un ELISA indirecto. En este
ensayo (Figura 16) TGF-10 y TGF-21 mostraron el mayor reconocimiento por la citocina, inclusive
mayor que el vNAR parental T-1. TGF-4 y TGF-22 mostraron un reconocimiento menor. TGF-7 y TGF-
34.b fueron los que menor expresidon mostraron, y para el caso del vNAR TGF-5.b, aunque este tiene
una baja expresidn, la relacién entre la proteina que reconoce a TGF-B y la proteina total es cercana

al 80%.

Dado que T-1, TGF-10, TGF-21 y TGF-5.b obtuvieron la mayor relacién entre el reconocimiento por
TGF-B y su expresidn (>80%), se decidié continuar con ellos para los posteriores ensayos in vitro de

neutralizacion de la citocina.
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Figura 16 ELISA de expresidn (proteina total) de los VNAR seleccionados y su capacidad de reconocimiento por
TGF-B, se incluyé como referencia el vNAR T-1.
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3.2.3. Produccion de los vVNAR seleccionados

Para poder llevar a cabo los ensayos in vitro de neutralizacién de TGF-$, se requirié de la obtencidn
de una mayor cantidad y pureza de los anticuerpos seleccionados, cada uno se expresé en cultivos
de 1L, se extrajo la proteina periplasmica y se purificé por IMAC, sin embargo, como la pureza
obtenida era muy baja se decidid repurificar al vNAR por inmunoafinidad, aprovechando la
especificidad de un anticuerpo para reconocer a la etiqueta HA del vNAR. En un principio se probd
con la metodologia recomendada por el fabricante, empleando como eluyente una soluciéon acida
de Glicina 0.1M (pH 2), pero esta no logré disociar al vNAR del anticuerpo anti-HA, eluyendo la

mayor parte del vNAR en el lavado con NaSCN 3M (Figura 17).

También se puede apreciar en la Figura 17 que la pureza de la muestra aumenta (comparando carril
| contra L2), al observarse una menor cantidad de bandas accesorias y reducirse en gran medida la
proteina contaminante de ~25 kDa, sin embargo, aun es posible apreciar proteinas contaminantes.
Debido a esto y aunado a la falla de la capacidad de elucién de la solucién acida de Gly 0.1M, se
decidié modificar el protocolo, aumentando el volumen de lavado con TBST al doble y emplear

NaSCN como solucién de elucién.

| F L1 E1 E2 E3 L2 L3

M3 M | F L1 El E2 E3 L2 L3 C+

50 kDa
35kDa .

25kDa - ~ —
15 kpa . M H

| 1RO
.

10 kDa «

Coomassie Inmunodetecciéon

Figura 17 Purificaciéon por inmunoafinidad a la etiqueta HA del anticuerpo vNAR TGF-21 purificado
previamente por IMAC. M — Marcador peso molecular, | — muestra inicial procedente de IMAC, F — muestra
post-purificar, L1 — Lavado con TBST, E — Eluciones con Gly 0.1M, L2 — Lavado con NaSCN 3M, L3 — Lavado con
TBS, C+ — Control para inmunodeteccion. La flecha marca la regidn correspondiente a la presencia del vNAR
(~16 kDa).
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En la Figura 18 se muestran los productos finales obtenidos con el protocolo modificado de
repurificacion, para cada uno de los VNAR seleccionados. Para T-1 se puede apreciar principalmente
una proteina contaminante de ~12kDa, TGF-10 también mostré proteinas contaminantes de
abundancia comparable con la cantidad de vNAR, para TGF-21 y TGF-5.b la concentracion de

contaminantes fue mucho menor, obteniendo una pureza del 90%.

Con respecto a la cantidad vNAR purificado, TGF-21 y T-1 obtuvieron el mayor rendimiento con 522

y 309 pg de proteina por litro de cultivo. Mientras que los vNAR TGF-10 y TGF-5.b obtuvieron un
rendimiento mucho menor de 75y 59 ug/L (Tabla 4).
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Figura 18 Analisis de la pureza final de los vNAR T-1, TGF-10, TGF-21 y TGF-5.b. En la imagen se muestra los
resultados del SDS-PAGE tefiido con Coomassie, la inmunodeteccion para confirmar la presencia de los VNAR,
asi como un analisis por densitometria de las bandas visualizadas en la tincidn con Coomassie.

Tabla 4 Concentracién de la proteina total, estimado de la concentracion del vNAR y rendimiento obtenido a
partir del procesamiento de un litro de cultivo.

VNAR Pr::ti:ra Abundancia Concentracion Rendimiento
(ug/mL) del vNAR (A) VvNAR (|.lg/mL) (p-ngAR/I-cuItlvo)
T-1 208.75 49.40 103.12 309.36
TGF-10 58.78 43.02 25.29 75.87
TGF-21 193.90 90.11 174.72 522.6
TGF-5.b 33.12 90.00 29.81 59.61
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3.2.4. Anadlisis in-silico de la interaccion vNAR-TGF-1

Se realizd un analisis in-silico de la interaccién vNAR-TGF-B1, para lo cual se generd la estructura
tridimensional de los cinco VNAR seleccionados y se evalud su interaccidn con la estructura resuelta
por cristalografia de rayos X de hTGF-f1 (1KLA), para el vNAR T-1 se emplearon los resultados

generados por MC. Salvador Duefias Espinoza (datos sin publicar).

Un andlisis de las estructuras tridimensionales obtenidas, empleando el grafico de Ramachandran,
indica que los modelos satisfacen la distribucién geométrica tedrica permitida para una proteina
(Anexo Tabla 5). Los VNAR T-1, TGF-10 y TGF-21 obtuvieron un porcentaje de residuos en regiones
permitidas mayor al 90%, mientras que TGF-5.b obtuvo un porcentaje menor (87.0%), esto debido
al enlace disulfuro adicional que contiene, el cual genera una rigidez en el CDR3 impidiendo un

plegamiento favorable.

Se evaluaron los modelos de acoplamiento molecular (Figura 19) empleado el software Peptiderive-
Rosetta, el cual calcula la energia de interaccidn entre dos cadenas proteicas (receptor-ligando) con
unidades arbitrarias denominadas Unidades de Energia de Rosetta (REU). En un sentido simplista,
esta energia puede ser correlacionada con la afinidad del anticuerpo con su antigeno y la cual tienen
un comportamiento inversamente proporcional, a menor energia de interaccién mayor es la

afinidad.

Al evaluar los modelos in-silico, sélo T-1 y TGF-5.b mostraron una interaccién en los sitios de unién
a los receptores, mientras que TGF-10 y TGF-21 mostraron una interaccién con la zona de
dimerizacion de la citocina (Figura 19). Todos los modelos de los VNAR obtenidos en el Panning_A
mostraron un sitio de unién semejante, el cual es aproximado a la regién de dimerizacién de TGF-3
(Anexo Tabla 6). La menor energia de interaccién la obtuvo TGF-21 con -38.26 REU, seguido de TGF-
5.b (-29.97 REU), TGF-10 (-27.24 REU) y T-1 (-27.20 REU).
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Figura 19 Evaluacién in silico de la interaccién de TGF-B con sus receptores (A), Fresolimumab (B), T-1 (C), TGF-
5.b (D), TGF-10 (E) y TGF-21 (F). También se muestran los residuos que interactian entre las diferentes
combinaciones (G).
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3.2.5. Evaluacion de la actividad in vitro

3.2.5.1. Evaluacion de la expresion de genes

Se evalud la CME de TGF-f para la regulacion de la expresion genética en fibroblastos dérmicos,
para esto se realizo la extraccion de ARN de cada uno de los tratamientos y se visualizé la calidad a
través de un gel de agarosa (Figura 20), en el cual se pueden observar las tres bandas
correspondientes a las subunidades 28s, 18s y 5/5.8s, esto las caracteriza como un ARN de buena

calidad, clasificdndolas en un nimero de integridad de ARN (RIN) mayor a 8 (Schroeder et al., 2006).

Se evaluaron tres genes enddgenos para seleccionar al candidato mas estable en los tratamientos
con TGF-B. El par de oligonucledtidos GAPDH(1) no mostraron una buena amplificacién por qPCR
con una eficiencia calculada menor a 90%, lo que sugiere su baja estabilidad. Los otros

oligonucledtidos evaluados mostraron una eficiencia en el rango de 90 a 110%.
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Figura 20 Calidad de ARN por electroforesis en gel de agarosa. Se muestran las tres replicas biolégicas de los
cuatro grupos evaluados: fibroblastos tratados con 0.1, 1y 10 ng/mL de TGF-B y como control células sin TGF-
B adicionado (C-).

Los resultados del analisis en RefFinder mostraron que el par de oligos GAPDH(2), obtuvieron la
mayor estabilidad seguido de B-Actina, SDHA y GAPDH(1), ordenados de mas a menos estable,
respectivamente. De los cuatro métodos aplicados sdlo BestKeeper difiere del resto colocando a
SDHA como el mas estable (Figura 21). Un andlisis por separado con el método de geNorm,
mediante el software gBase, sugirié que el emplear una doble normalizacidn con GAPDH y B-Actina

generaria un anadlisis mas robusto de la comparacién en los niveles de expresidn genética.
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Figura 21 Clasificacion de los genes candidatos para los ensayos por qPCR de fibroblastos activados con TGF-
B, muestra los valores de cada uno de los cuatro algoritmos diferentes evaluados por la herramienta web
RefFinder. Método ACt, NormFinder, geNorm, BestKeeper y la clasificacién completa final.

Una vez seleccionados los genes enddgenos, se procedié a evaluar la expresion de los genes
modulados por la via de sefializacién de TGF-B: COL1A1, MMP1, TGFBRIl y TGFB1. En la Figura 22 se
puede observar que al estimular a los fibroblastos dérmicos con TGF-B (a partir de 1 ng/mL) se

promueve la expresion de COL1IA1y TGFB1, y se reprime la expresion de los genes MMP1y TGFBRII.
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Figura 22 Expresion relativa de los genes modulados por la via de sefializacién de TGF-B, evaluados a
diferentes concentraciones de la citocina. ANOVA 1-via, Dunnet vs 0. ¥P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 ****
P<0.0001.

Se selecciond la concentracién de 1 ng/mL como la CME y se procedid a la evaluacion de los
anticuerpos, el anticuerpo control 1D11.16.8 mostro la capacidad para inhibir significativamente los
efectos bioldgicos de la citocina con respecto a la expresidon de los cuatro genes evaluados (Figura
23). En cambio, los vNAR T-1, TGF-10 y TGF-21, mostraron la capacidad para inhibir de forma parcial
los efectos en los genes relacionados con la matriz extracelular: COL1A1 y MMP1; pero no fue asi
para los genes relacionados con la retroalimentacién: el propio gen de la citocina (TGFB1) y el de su

receptor (TGFBRII).
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Figura 23 Analisis de la expresion genética en fibroblastos dérmicos, expuestos a TGF-3 en combinacidén con
los diferentes anticuerpos evaluados. ANOVA 1-via, Dunnet vs ‘-/-’. ¥*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 ****
P<0.0001.

3.2.5.2. Modelo de contraccion de coldgeno reticular

Se determind la capacidad de la citocina TGF-B para promover la remodelacién de la matriz
extracelular, mediante el ensayo de contraccion reticular con fibroblastos dérmicos (Figura 24). Se
evalud la actividad de TGF-B a 0.04 y 0.4 nM (1 y 10 ng/mL) en comparacion con las células sin el
estimulo. Mediante la evaluacion del area final de la reticula, se puede observar una disminucién

significativa en las células tratadas con TGF-f a 0.4 nM. Se evalué la actividad del anticuerpo
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Figura 24 Evaluacion de la actividad del anticuerpo 1D11.16.8 para neutralizar los efectos de TGF-B en la
contraccién de reticulas de colageno pobladas con fibroblastos. (A) Registro fotografico 24 h posterior a la
aplicacion de los tratamientos. (B) Grafico del 4rea de las reticulas en pixeles. Promedio (n=3) £+ SEM, ANOVA
Tukey test, (a) p <0.05 vs ‘-/-’, (b) p <0.05 vs ‘0.04/-", (c) p <0.05 vs ‘0.4/-

1D11.16.8 en dos concentraciones 6.25 y 62.5 nM (1 y 10 ug/mL), para inhibir los efectos de TGF-B

a 0.04 y 0.4 nM. El anticuerpo mostré la capacidad para neutralizar completamente a la citocina
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desde 6.25 nM. Un efecto notable es que las reticulas tratadas con 1D11.16.8 muestran una menor
contraccion incluso que las reticulas sin aditivos. Mostrando su efecto en la inhibicién de la citocina
autdcrina producida por los fibroblastos. En el caso del vNAR TGF-21, este también mostré una
neutralizacion de TGF-B a partir de 125 nM, mientras que el vNAR TGF-10 no mostré actividad en

ninguna de las concentraciones evaluadas (Figura 25).
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Figura 25 Efecto de la actividad del vNAR TGF-10 (A) y TGF-21 (B) para neutralizar a TGF-1, en el modelo de
contraccién de colageno reticular. ANOVA 1-via, Dunnet vs ‘TGF-B1 0.4 nM’. ¥*P<0.01, ***P<0.001.
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3.2.5.3. Sistema de secrecion de fosfatasa alcalina inducida por TGF-8

Se realizé un ensayo para evaluar la concentracién minima efectiva de TGF-B para estimular la
secrecién de SEAP en el sistema celular HEk-Blue, en la Figura 26 se puede observar que a partir de

0.5 ng/mL (20 pM) de TGF-B se alcanza el efecto maximo en la secrecion de SEAP.
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Figura 26 Curva de la actividad de TGF-B para inducir la secrecidon de SEAP en células HEK-Blue. ANOVA 1-via,
Dunnet vs ‘PBS’. **** P<0.0001.

Una vez conocida la CME de TGF-B (20 pM), se procedid a la evaluacion del anticuerpo 1D11.16.8,
el cual mostrd la capacidad de inhibir a la citocina a partir de 0.8 nM, lo cual corresponde a una
relacion de 40 moléculas de anticuerpo por molécula de TGF-B, se debe de considerar que este
anticuerpo es divalente, por lo que, de ser monovalente, la concentracion real podria ser similar a
1.6 nM. La concentracidon mas baja evaluada de 0.04 nM (relaciéon 2:1) obtuvo un ~30% de inhibicidn

(Figura 27-A).

Se evaluaron los VNAR TGF-10 y TGF-21 en un rango de concentracion de 100 — 0.04 nM (dil. 1:5),
gue corresponden a una relacién 5000:1 — 2:1 (mol de anticuerpo:mol de TGF-B) respectivamente,

sin embargo, ninguno de los VNAR logré inhibir el efecto de TGF-B, en ninguna de las
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concentraciones utilizadas. Lo mismo sucedid con el vNAR T-1 evaluado a concentraciones mayores,

y sélo TGF-5.b mostré una minima inhibicién a la concentracidn de 375 nM (Figura 27-E).
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Figura 27 Actividad en el sistema de secrecion de fosfatasa alcalina, de los anticuerpos anti-TGF-f 1D11.16.8
(A), T-1 (B), TGF-10 (C), TGF-21 (D) y TGF-5.b (E),. ANOVA vs TGF-B 0.02nM; *P<0.05, ***P<0.001,
**%*%¥p<0.0001.
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Capitulo 4. Discusion

TGF-B es una citocina reguladora de la proliferacion y diferenciacidon celular. En fibroblastos
dérmicos activa su proliferacion, asi como su diferenciacidon a miofibroblastos, células especializadas
en el mantenimiento de la matriz extracelular (Kubiczkova et al., 2012). A nivel genético, TGF-B
induce la expresion de proteinas de matriz como coldgeno o fibronectina, mientras reprime la
expresion de enzimas degradadoras de la matriz como las metaloproteinasas (MMPs) (Ishida et al.,
2006; Juhl et al., 2020). También es capaz de autoregularse, induciendo la expresién de su propio
gen o de desensibilizar a la célula reduciendo la cantidad de sus receptores (Baugé et al., 2011;

Ishida et al., 2006; Juhl et al., 2020).

Actualmente existen diversos tratamientos basados en anticuerpos neutralizantes de la citocina
TGF-B, como por ejemplo 1D11, un anticuerpo IgG1 de origen murino, capaz de neutralizar todas
las isoformas de TGF-f3 (Dasch et al., 1989), presentando una constante de disociacion (Kp) calculada

en el rango pico molar (Bedinger et al., 2016).

La actividad del anticuerpo 1D11 ha sido caracterizada en diversos modelos in vivo de patologias
asociadas a TGF-B, entre los que se incluyen fibrosis hepatica, metastasis de cancer de mama, o
resorcién ésea (Biswas et al., 2011; Edwards et al., 2010; Ling et al., 2013). Sin embargo, para evaluar
la actividad del anti-TGF-B, se requieren de multiples administraciones de anticuerpo durante el
periodo evaluado (3 veces por semana), lo que demanda la adquisicién de una cantidad
considerable de anticuerpo. Ademas, cuando se administra por via intravenosa o intraperitoneal,
este anticuerpo ejerce su efecto neutralizante de forma sistémica, lo cual puede generar efectos
indeseables. Un ejemplo de esto, es lo reportado para el anticuerpo Fresolimumab en varias pruebas
clinicas, donde algunos de los pacientes tratados con el anticuerpo desarrollaron queratoacantomas
(Lacouture et al., 2015; Morris et al., 2014; Rice et al., 2015), un tipo de cdncer cutaneo, que surgié
en pacientes que presentaban signos en la piel por exposicion solar prolongada. Este cancer mostré

una remisién en cuanto se dejé de administrar el anticuerpo anti-TGF-f.

En este trabajo se planted el uso de apésitos de alginato de calcio (Ca-Alg) como sistemas de entrega
controlada de anticuerpos para su aplicacién en ensayos in vivo, reduciendo asi los efectos

secundarios sistémicos. También se plantea que, al ser un sistema de administracién directa en el
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sitio de interés, se requiere una cantidad menor de anticuerpo en comparaciéon con su

administracién por via intravenosa o intraperitoneal.

Ca-Alg ha mostrado un efecto positivo en el tratamiento de heridas cutdneas, debido a su estructura
porosa que les permite tener una alta capacidad de absorcién, manteniendo a las heridas secas y
sin dafiar al nuevo tejido. Ademads, presentan una alta biodegradabilidad y propiedades

antibacterianas (Ahmed et al., 2018; Naghshineh et al., 2019).

Sin embargo, por si sélo, Ca-Alg presenta una baja estabilidad estructural, lo que dificulta su
manipulacién, ademas de que se degrada rapidamente cuando entra en contacto con fluidos
(Stagnaro et al., 2018). Para mejorar las propiedades estructurales de Ca-Alg, este se mezcla con
otros compuestos poliméricos, empleando principalmente, quitosano, coldageno o gelatina (Afjoul
et al., 2020; Boateng et al., 2015; Yeom and Lee, 1998). El uso de plastificantes es otra excelente
opcién para incrementar la estabilidad, Rubio-Elizalde et al. (2019) describid el uso de PEGMa como
agente plastificante en apdsitos de Ca-Alg, los cuales mostraron una mayor estabilidad en medios

acuosos, asi como un incremento en su resistencia a la manipulacién.

Dado que para la formacién de CAPH se requiere del proceso de liofilizacién, se evalué la capacidad
de estos hidrogeles para mantener viables a los anticuerpos y liberarlos al contacto con medios
acuosos, ya que en algunas ocasiones el proceso de congelacion y liofilizacién puede ser perjudicial
para la estructura de estas proteinas (Nielsen, 1995; Simon et al., 2020). CAPH mostro la capacidad
para prevenir la perdida de actividad catalitica de anticuerpos marcados con peroxidasa, posterior
al proceso de liofilizacion. Ca-Alg tiene un efecto protector bajo, pero combinado con otros aditivos,
puede mejorar la estabilidad de su carga después de la liofilizacidn. Almalik et al. (2017) demostro
que al adicionar PEG-2,000 6 PEG-10,000 al 20% (p / v), aumenta la estabilidad de las nanoparticulas
de quitosano sometidas a liofilizacion. CAPH tiene una concentracion de PEGMa del 25%,

relacionada con la cantidad de alginato, lo que concuerda con lo anteriormente descrito.

Estos apdsitos también mostraron la capacidad para liberar a los anticuerpos desde los primeros
minutos, alcanzando su pico maximo de liberacién en 2 horas (Figura 7). Sin embargo, es importante
sefialar que la cantidad relativa de anticuerpo liberado es menor a lo cargado inicialmente, ya que
el control de anticuerpo soluble (aHA 12.5 ng) muestra una mayor absorbancia que los hidrogeles

con una mayor cantidad de anticuerpo (CAPH-aHA 50 ng).
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Al evaluar al anticuerpo 1D11.16.8 cargado en CAPH, este mostro ser estable en solucidn, después
de la liofilizacion y después de ser liberado del hidrogel. Sin embargo, la actividad neutralizante de
TGF-B de los anticuerpos liberados de CAPH-1D11-1pg fue aproximadamente del 70% vy
significativamente menor a la actividad presentada por el anticuerpo en solucion (1D11 1 pg/mL) o

al anticuerpo liofilizado y resuspendido (Dry-1D11 1 pug/mL).

Esta reduccién en la actividad puede deberse a que, la proteccidn conferida por CAPH al anticuerpo,
contra el proceso de liofilizacidon, no es completa; o que la liberaciéon es parcial y el resto del
anticuerpo queda retenido en las fibras de alginato. Se ha descrito que la interaccion entre el
alginato y la molécula cargo, se da por fuerzas electrostaticas, y que el adicionar PEGMa, facilita la
asociacion formando enlaces de hidrégeno acido-éter y uniones hidrofdbicas (Hussain et al., 2008;

Jones et al., 2005).

Curiosamente, CAPH sin anticuerpos mostré una ligera actividad neutralizante de ~30%. Estudios
previos han descrito que el alginato puede prevenir la seifalizaciéon de TGF-B regulando
negativamente la fosforilacién de Smad2 y la expresién de TGF-B (Feng et al., 2020; W. R. Lee et al.,
2009; Xia et al., 2020). Sin embargo, la liberacién de calcio podria ser un factor que contribuya a la
actividad neutralizante observada. Organista-Juarez et al. (2013) demostraron, en ensayos in vitro
utilizando células C9 hepaticas y células HEK293 transfectadas, que la administracién exdgena de
cloruro de calcio disminuye la actividad transcripcional dependiente de TGF-f a través del receptor
sensible al calcio (CaSR), interfiriendo con la fosforilacion de Smad2 e induciendo su degradacion

proteasomal.

Una vez confirmado que los anticuerpos permanecen viables durante el proceso de formacion de
CAPH, se procedid a determinar la capacidad de estos apdsitos para administrar anticuerpos in situ,
empleando un modelo murino de cicatrizacién de heridas por escisién dorsal bilateral (Dunn et al.,
2013; Grada et al.,, 2018; Rhea and Dunnwald, 2020), en el que se evalud el impacto de la
neutralizacién de TGF-B en el proceso de cicatrizacion de heridas. El cierre de la herida se evalud
durante diez dias, durante este periodo, se esperaria que el proceso de cicatrizacién se encontrara
finalizando la fase de proliferacion de fibroblastos y queratinocitos, e iniciando la etapa de
remodelacion de la matriz (desde el dia siete) caracterizada por la formacién de ECM vy el depdsito

de colageno (Sakai et al., 2016; Zomer and Trentin, 2018).
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TGF-B es un potente inhibidor de la proliferacién de queratinocitos mediante la induccién del
arresto del ciclo celular en la fase G1 (Liarte et al., 2020; Suzuki et al., 2017). Después del tratamiento
con CAPH-1D11-10 y CAPH-1D11-50, las puntuaciones de epitelizacion mejoraron, lo que sugiere
qgue el anticuerpo impidié la inhibicion proliferativa de queratinocitos asociada a TGF-B,
promoviendo asi la recuperacién epidérmica. Estos hallazgos concuerdan con un estudio de
Mandapalli et al. (2017) donde el tratamiento con un ARNsi de TGF-f acelerd la reepitelizacién y
redujo los niveles de proteina y ARNm de TGF-B1 y Smad3. Sin embargo, en el estudio que se
presenta aqui, las puntuaciones de epitelizacidn de las heridas tratadas con la concentracién mas
alta de anticuerpo (CAPH-1D11-100) fueron similares a las de las heridas de control. Este efecto
posiblemente se debid al impacto negativo de la neutralizacién excesiva de TGF-B en el entorno de
la herida, lo que resultd en heridas crénicas que no cicatrizaron, debido a que la ECM no estd
organizada para que se lleve a cabo una queratinizacion eficiente (Kim et al., 2003; Pastar et al.,
2010). Esta suposicion también puede explicar el retraso aparente en el cierre de la herida

observado después del tratamiento con CAPH-1D11-100.

En la fase de inflamacidn de la cicatrizacidn de heridas, TGF- tiene una doble funcidn: es un potente
guimioatrayente, antiinflamatorio y un regulador de la capacidad citotdxica de las células inmunes
(Sanjabi et al., 2017). Al observar la respuesta inflamatoria obtenida por los tratamientos CAPH-
1D11, estos mostraron un puntaje menor en comparacion con las heridas sin tratamiento, esto
puede explicarse por una disminucién en la infiltracion de células inmunes a través de la

neutralizacién de la actividad quimioatrayente de TGF-f.

Estudios anteriores han demostrado que los apdsitos a base de alginato pueden promover la
proliferacidn de fibroblastos y la deposicion de colageno (Caetano et al., 2015; Doyle et al., 1996;
W. R. Lee et al., 2009). En este estudio, la aplicacion de CAPH combinada con una dosis baja de anti-
TGF-B, como CAPH-1D11-10, mejord la epitelizacidon de la herida (evidenciada por una epidermis
mas desarrollada en comparacion con el control) pero sin inhibir la deposicién de colageno. Sin
embargo, las observaciones experimentales deben realizarse durante mas de diez dias para
determinar si CAPH-1D11-10 podria mejorar la estructura del tejido cicatrizal. Sin embargo, el
aposito CAPH-1D11-100 generd una epidermis irregular y fragmentada. En la cicatrizacion de
heridas, el TGF-B no sélo promueve la sintesis de coldgeno, sino que también es responsable de

prevenir la degradacidn del coldgeno al regular la sintesis de varias proteasas de ECM e inducir la
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secrecién de inhibidores de proteasa especificos (Meng et al., 2016; Roberts et al., 1992). La
aparicién de una menor deposicién de coladgeno y de estructura fragmentada, después de la
aplicacion de CAPH-1D11-50 y CAPH-1D11-100, podria atribuirse a una mayor actividad de
proteasas de la matriz causada por la neutralizacién de TGF-B, mostrando un efecto negativo en la

arquitectura de la cicatriz.

Aunque la afinidad del anticuerpo 1D11.16.8 esta sesgada hacia TGF-B3 (Bedinger et al., 2016), la
isoforma descrita por mejorar la cicatrizacién, Lu et al. (2005) describieron que una mejor respuesta
en la cicatrizacidn de heridas estd mas asociada con el efecto temporal de neutralizaciéon de TGF-B,
gue con la neutralizacién especifica de alguna isoforma. Ellos demostraron que la neutralizacién de
las tres isoformas de TGF- el mismo dia de la formacion de la herida, induce un retraso en la
cicatrizacion de la herida sin una reduccion de los marcadores hipertréficos. Pero la neutralizacién
de TGF-B una semana después de generarse la herida mejora la hipertrofia. Este efecto se
correlaciona con la cicatrizacion deteriorada inducida por CAPH-1D11-100, que se administrd el

mismo dia de lesion.

Se evalud a nivel transcriptémico, la actividad del anticuerpo 1D11.16 para inhibir a TGF-B,
empleando los genes Tgfbl y Acta2. TGF-B regula positivamente su propia expresién en muchas
células (Obberghen-Schillin et al., 1988) mientras que Acta2 es un marcador de la transicion de
fibroblastos a miofibroblastos activada por TGF-B (Desmouliere et al., 1993). En este estudio, los
niveles de ARNm de los genes Tgfbl y Acta2 fueron significativamente mas bajos en las lesiones
tratadas con CAPH-1D11-100 en comparacion con las lesiones de control. Esto es un indicador de
que CAPH-1D11-100 puede liberar anticuerpos neutralizantes de TGF-B en la lesidn. También se
observaron niveles reducidos de ARNm de TGF-B en respuesta a CAPH, como se ha descrito

previamente (W. R. Lee et al., 2009), pero esos no fueron estadisticamente diferentes al control.

En general, estas observaciones sugieren que los hidrogeles de alginato de Ca-PEGMA poseen
suficiente resistencia mecanica para la administracion topica de agentes terapéuticos, y la capacidad
para almacenar, transportar y liberar anticuerpos neutralizantes de TGF-B directamente en el sitio

de la herida.

Aunque el anticuerpo 1D11.16.8 es altamente efectivo en la neutralizacién de TGF-, el considerable

tamafio de las IgG (~160 kDa) limita su rendimiento en condiciones que requieran una mejor difusion,
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como es el caso de una epidermis formada a los 7 dias posteriores a una lesién. Para contrarrestar
esto, se ha tratado de minimizar el tamafo de los IgG mediante la fragmentacion de sus cadenas
(Fab o scFv). Sin embargo, estos muestran una perdida en la estabilidad térmica o quimica, y un
aumento en la formacién de agregados (Famm et al., 2008). Pero esto no sucede con los anticuerpos
de tipo IgNAR, los cuales al no poseer cadenas ligeras en sus no dominios variables (VNAR), les
permite ser obtenidos en forma de mondmero, sin perder su capacidad de reconocimiento y

manteniendo su elevada estabilidad térmica o quimica (T. Camacho-Villegas et al., 2012).

En 2012, Camacho-Villegas reportd el aislamiento del vNAR T-1, un anticuerpo de dominio sencillo
capaz de reconocer a las isoformas de TGF-B por ELISA, pero al evaluar su efecto neutralizante en
un sistema de secrecién de luciferasa inducido por TGF-B en células MV1Lu, se requiere una

concentracién de 6.6 mM para inhibir los efectos de la citocina (20 pM).

En la busqueda de un vNAR con una mejor actividad para neutralizar TGF-f se realizé una nueva
seleccion empleando tres bibliotecas sintéticas que se diferencian en la cantidad de enlaces
disulfuro que presentan: 0, 1 y 2 enlaces no candnicos (entre el CDR3 y el CDR1 o el FRW)
(Cabanillas-Bernal et al., 2019). Se evaluaron dos métodos en el proceso del despliegue en fagos,
para la recuperacion de los vNAR con reconocimiento a TGF-B. En el primero se empled una hidrolisis
con tripsina, separando del bacteriéfago M13 a los vNAR que reconocieron a TGF-B. Este es un
proceso de seleccién no-especifico ya que las clonas eluidas, representan a la totalidad de los vNAR
gue se adhirieron al antigeno, con lo cual se obtienen anticuerpos con miultiples epitopos en la
citocina (Barbas, 2001). En el segundo método, se empled al anticuerpo 1D11.16.8 para desplazar a
los VNAR que reconocieron a TGF-B, con este método se obtiene una seleccion dirigida, ya que los
VNAR obtenidos tendran un epitopo de reconocimiento similar al del anticuerpo 1D11.16.8

(Meulemans et al., 1994).

Del despliegue en fagos empleando la hidrolisis con tripsina como método de elucién, se
seleccionaron a los VNAR TGF-10 y TGF-21, ambos pertenecientes a la biblioteca sin enlaces
disulfuro adicionales (VNAR tipo IV). Los modelos in silico de estos vNAR mostraron un
reconocimiento en la zona de dimerizacién de la citocina, y la cual difiere completamente de la zona
de unidn a los receptores (Radaev et al., 2010). Sin embargo, esta interaccién corresponde a una de

las cualidades que se le atribuyen a este tipo de VNAR, la cual es el reconocimiento de sitos cripticos,
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gue son dificiles de alcanzar por anticuerpos convencionales, atribuido a que poseen un CDR3 mas

extenso y flexible (Streltsov et al., 2004).

Empleando el método por competencia con 1D11.16.8, se seleccioné a TGF-5.b, el cual mostrd in
silico una interaccién con su CDR3 al sitio de unién de TGFBRII, similar a la presentada por el dominio
vH de Fresolimumab (Gritter et al., 2008), el andlogo humanizado de 1D11. El vNAR T-1 también
presentd una interaccién con el sitio de unidn a los receptores, pero orientando su CDR3 al sitio de

unién de TBRI.

El andlisis in silico de los dominios vNAR podria sugerir que T-1y TGF-5.b logren inhibir la interaccidn
de TGF-B con sus receptores de forma competitiva, pero la interaccion de TGF-10 y TGF-21 podria
sugerir que estos VNAR no presentan actividad para neutralizar a la citocina, o si lo hacen esta seria

por una inhibicion alostérica.

Se procedio a la expresion y purificacion de los vNAR seleccionados, la pureza mostrada posterior a
la purificaciéon por inmunoafindad fue superior a lo obtenido sélo con IMAC, obteniéndose una
pureza cerca del 90% para TGF-21 y TGF5.b, mientras que T-1 y TGF-10 aun presentaron proteinas
adicionales. Sin embargo, los rendimientos obtenidos para estos VNAR fueron muy bajos, siendo
TGF-21 la de mayor rendimiento recuperandose cerca de 520 pg por litro de cultivo. Este
rendimiento obtenido es similar a lo reportado para otros vNAR que en general ronda los 300-3000
ug/L (Leow et al., 2019; Nuttall et al., 2003; Zielonka, 2015). Sin embargo este rendimiento, es
inferior en comparacién con otras proteinas expresadas de forma heteréloga, por ejemplo, se han
reportado rendimientos de hasta 100 mg/mL para anticuerpos de dominio sencillo de camélido

conocidos como VHH (Zarschler et al., 2013).

Al evaluar la actividad in vitro de los anticuerpos seleccionados, el anticuerpo 1D11.16.8 mostro ser
un potente inhibidor de los efectos de TGF-B en fibroblastos dérmicos, al impedir la sobreexpresion
de los genes COL1A1y TGFB1, o la represién de los genes MMP1 y TGFBRII. Este anticuerpo también
mostrd la capacidad para inhibir la activacion de fibroblastos dérmicos para contraer matrices

tridimensionales de coldgeno.

Un punto destacable es que al comparar la actividad de los fibroblastos que no recibieron algun

tratamiento, con las células tratadas con 1D11.16.8, estas ultimas muestran una menor expresion
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de COL1A1 y una mayor expresion de MMP1, junto con una menor capacidad en la contraccidn de
reticulas de colageno. Lo que sugiere que la concentracidon de anticuerpo evaluada (62.5 nM) no
s6lo es capaz de inhibir la citocina adicionada al medio (0.04 nM), sino también del TGF-f autocrino
secretado y activado por los fibroblastos (Takagawa et al., 2003), lo que supone un exceso en la

cantidad de anticuerpo administrado.

Al evaluar el efecto de los VNAR para inhibir in vitro los efectos de TGF-B en fibroblastos dérmicos,
T-1 y TGF-21 sélo mostraron una inhibiciéon de la expresion de los genes relacionados con la
remodelacion de la matriz extracelular: COL1A1 y MMP1, pero estos no mostraron actividad en los
genes de TGFB1 y TGFBRII. Esto puede deberse a que sélo hubo una inhibicidn parcial de TGF-B y
gue se requiere de una mayor cantidad de los anticuerpos para inhibir por completo la via de
sefializacion. No obstante, esta actividad para regular el efecto en la remodelacién de matriz, fue
comprobada para TGF-21, el cual pudo impedir la acciéon de TGF-B en la contraccién de reticulas de

colageno pobladas con fibroblastos.

Es con base a esto que se decidié determinar la CME para neutralizar a TGF-. Aunque esto es
posible con los ensayos planteados en fibroblastos dérmicos, el sistema de secrecién de fosfatasa
alcalina inducido por TGF- en células HEK-Blue, permite evaluar de forma mas sencilla y rapida,
multiples compuestos a diferentes concentraciones en un mismo ensayo. Al evaluar al anticuerpo
1D11.16.8 en este sistema, se obtuvo una CME de 0.8 nM, la cual fue menor a la reportada por Hinck
et al. (2015), que mostré una CME de 10 nM en un ensayo similar, empleando a la enzima luciferasa
como reportero inducido por TGF-B. A su vez, Bedinger et al. (2016) obtuvo una CME de ~5 nM en

un ensayo de proliferacion en linfocitos T (HT-2).

Sin embargo, no fue posible determinar la concentracion minima inhibitoria de los dominios vNAR
seleccionados, ya que ninguno mostrd actividad en el rango nanomolar evaluado. Esto sugiere que
la actividad inhibitoria de los VNAR evaluados se encuentra en el rango micromolar, como lo descrito

previamente para el vNAR T-1 (Camacho-Villegas, 2012).

Para evaluar a estos VNAR a una concentracidn mayor, se requiere de métodos de produccion
diferentes a los descritos en el presente trabajo. Como lo es el aislamiento y renaturalizacidn de
cuerpos de inclusion. Millan-Gémez et al. (2018) describe un rendimiento de hasta 7 mg por litro de

cultivo para el vNAR V13 y una pureza mayor al 95% para cada una de las variantes evaluadas, a
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partir del aislamiento de cuerpos de inclusidn y su renaturalizacién por cromatografia empleando

urea como agente solubilizador y L-Arg como agente de replegado.
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Capitulo 5. Conclusiones

Se obtuvieron andamios de Ca-Alginato-PEGMa cargados con anticuerpo 1D11.16.8. Los cuales
mostraron mantener activo al anticuerpo, con una liberaciéon parcial en las primeras horas. En
ensayos in vivo, los andamios mostraron la capacidad para liberar el anticuerpo (a pesar del tamafio
del anticuerpo, 160 kDa) en heridas dérmicas en ratones. La cual se demuestra en el andamio que
contenia 100 pg de 1D11, por la reduccion en la cantidad de colageno, asi como de los marcadores
de la via de sefalizacidn, Tgfbl y Acta2. Sin embargo, este andamio mostré un proceso de
cicatrizacion deficiente. El andamio cargado con 10 pg de anti-TGF-f mostré una mejor respuesta
en la re-epitelizacion de la herida. Sin embargo, se requiere evaluar a largo plazo para determinar

su efecto en la formacion de cicatrices.

Se aislaron tres nuevos VNAR anti-TGF-B: TGF-10, TGF-21 y TGF-5.b. Los cuales, junto con T-1,
mostraron la capacidad de reconocer a la citocina por ELISA. Al evaluar la interaccién vNAR-hTGF-
B1 con modelos in silico, sélo T-1 y TGF-5.b interactdan con la citocina en zonas de unién a los

receptores. Mientras que TGF-10 y TGF-21 se unen en el sito de dimerizacién de la citocina.

Al evaluar el efecto en la expresidn genética en fibroblastos dérmicos humanos, T-1 y TGF-21 sélo
mostraron una inhibicion parcial de los efectos de la citocina en los genes COL1A1 y MMP1. TGF-10
s6lo mostré efecto en COL1A1, y ninguno de los vNAR logré inhibir el efecto en TGFB1y TGFBRII. No
fue posible evaluar a TGF-5.b. Al evaluar el efecto en la remodelacion de fibras de colageno, TGF-21
mostré un efecto inhibitorio a 125 nM, TGF-10 no mostré efecto en las dosis evaluadas. No se logré
evaluar a T-1 y TGF-5.b. El anticuerpo 1D11.16.8 demostrd ser un potente inhibidor de TGF-B, al
neutralizar por completo los efectos bioldgicos de la citocina en fibroblastos dérmicos, a nivel

transcriptémico o en la contraccidon de matrices de colageno.

Empleando el sistema de secrecién de SEAP activada por TGF-B, ninguno de los vNAR logré
neutralizar a la citocina a las concentraciones evaluadas (rango nM). Sélo TGF-5.b mostré una
minima inhibicidn a la concentracion maxima evaluada (375 nM). Por su parte, 1D11.16.8 logro
inhibir a la citocina a partir de 0.8 nM. Se requiere evaluar otros métodos para producir de forma
recombinante a los VNAR aislados en este proyecto pero en cantidades y rendimientos mayores,

para asi evaluar su actividad en el rango uM.
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Tabla 5 Resultados del grafico de Ramachandran de las estructuras tridimensionales de los anticuerpos vVNAR,

generadas por modelado por homologia y refinados por dindmica molecular.

TGF-4

RRF: 91 86.7%
RRAP: 9 8.6%
RRGP: 5 4.8%
RRP: 0 0.0%

TGF-7
RRF: 95 90.5%
RRAP: 9 8.6%
RRGP: 1 1.0%
RRP: 0 0.0%
TGF-10
RRF: 95 91.3%
RRAP: 9 8.7%
RRGP: 0 0.0%
RRP: 0 0.0%
TGF-21
RRF: 96 92.3%
RRAP: 7 6.7%
RRGP: 0 0.0%
RRP: 1 1.0%
TGF-22
RRF: 96 91.4%
RRAP: 6 5.7%
RRGP: 2 1.9%
RRP: 1 1.0%
TGF-5.b

RRF: 87 87.0%
RRAP: 11 11.0%
RRGP: 1 1.0%
RRP: 1 1.0%
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T-1

RRF: 99 96.1% Q\
RRAP: 4 3.9%

RRGP: 0 0.0%
RRP: 0 0.0%

RRF = Residuos en las regiones mas favorecidas [A, B, L]

RRAP = Residuos en regiones adicionales permitidas [a, b, |, p]

RRGP = Residuos en regiones generosamente permitidas [~ a, ~ b, ~ 1, ~ p]
RRP = Residuos en regiones prohibidas




Tabla 6 Resultados del acoplamiento molecular entre cada uno de los VNAR seleccionados y hTGF-B1.

TGF-4 TGF-7
TGF-B_A TGF-B_A Total TGF-B_A TGF-B_A Total
-15.22 REU -20.10 REU -35.32 REU -19.27 REU -13.71 REU -32.98 REU

TGF-10 TGF-21
TGF-B_A TGF-B_A Total TGF-B_A TGF-B_A Total
-12.01 REU -15.23 REU -27.24 REU -22.33 REU -15.93 REU -38.26 REU

TGF-22 TGF-5.b
TGF-B_A TGF-B_A Total TGF-B_A TGF-B_A Total
-17.79 REU -16.61 REU -34.4 REU -21.22 REU -8.75 REU -29.97 REU
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TGF-B_A
-15.60 REU

TGF-B_A
-12.04 REU

Total
-27.20 REU




