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Resumen de la tesis que presenta Martha Mariana Herrera Hernandez como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias

Nanoparticulas virales con capacidad de inhibir la cadherina-11 y su potencial uso en el
tratamiento de cancer de mama

Resumen aprobado por:

Dr. Rubén Dario Cadena Nava
Director de tesis

El cancer de mama es la principal causa de muerte por cancer en las mujeres. La metdstasis es un factor
gue incrementa la tasa de mortalidad, por lo cual la busqueda de terapias para evitarla es de vital
importancia. Se ha encontrado que existen proteinas que juegan un papel muy importante en los
procesos de proliferacion y metastasis de células cancerosas, por ejemplo, la cadherina-11 (CDH11),
gue se sobreexpresa en células altamente invasivas. Por lo cual, en este proyecto se propuso bloquear
el ectodominio 1 (EC1) de la CDH11 para disminuir o suprimir la proliferacion de células cancerosas y
la metastasis. Se consideraron dos estrategias: la primera utilizando el farmacéforo hidrofébico
SD133* vy, la segunda a través de nanoanticuerpos (Nb o VHH) anti-CDH11. Considerando que la
molécula SD133* es muy pequefia, es necesario tener nanoparticulas que la contengan para evitar que
sean eliminadas rapidamente del organismo. Para llevar a cabo tal objetivo se obtuvieron
nanoparticulas virales (VNPs) del virus del mosaico del bromo (BMV) y virus del moteado clordtico del
caupi (CCMV) funcionalizadas con la molécula SD133* y con PEG-SD133*. Las VNPs anti-CDH11 se
evaluaron in vitro a través de ensayos de herida y se demostrd que las particulas de BMV-PEG-SD133*
retrasaron 8 y 12 h la migracién de la linea celular de cancer invasivo humano MDA-MB-231 y de ratén
4T1, respectivamente. Ademas, las mismas VNPs tuvieron un efecto negativo en el crecimiento de las
células tumorales 4T1 en modelo murino, al reducir un 23% el volumen y un 20% el peso de los
tumores. Para la obtencién de Nbs anti-CDH11 se purificaron los pldsmidos que contenian la secuencia
codificante del dominio VHH. Se estandarizé el protocolo de expresién de Nbs utilizando el sistema
pComb3XSS-TOP10F’, asi como el protocolo de extraccidon de la proteina periplasmicay de purificacién
a través de cromatografia de exclusién molecular (SEC), con un rendimiento de aproximadamente 17
mg/L de cultivo inducido. Finalmente, se comprobd que el Nb anti-CDH11 purificado fue capaz de
unirse al EC1-CDH11. Las dos estrategias anti-CDH11 evaluadas, arrojaron resultados prometedores
por lo cual es importarte continuar con el desarrollo de éstas.

Palabras clave: Cadherina-11, Farmacoéforo, SD133*, Nanoanticuerpo, Nanoparticulas virales



Abstract of the thesis presented by Martha Mariana Herrera Hernandez as a partial requirement to
obtain the Master of Science degree in Nanoscience.

Viral nanoparticles to block cadherin-11 and its potential use against breast cancer

Abstract approved by:

Rubén Dario Cadena Nava PhD
Thesis Director

Breast cancer is the main cause of cancer associated death in women. Metastasis is a factor that
increases the mortality rate, thus the search for therapies to prevent it is of vital importance. It has
been found that there are proteins that play a fundamental role in the processes of proliferation and
metastasis of cancer cells, for example, cadherin-11 (CDH11), which is overexpressed in highly invasive
cells. Therefore, in this project we proposed to block ectodomain 1 (EC1) of CDH11 to decrease or
suppress cancer cell proliferation and metastasis. Two strategies were considered: the first using the
hydrophobic pharmacophore SD133* and, the second through anti-CDH11 nanobodies (Nb). It's
important to note that SD133* molecule needs to be bound to a nanoparticle to prevent it from being
rapidly eliminated from the body because of its small size. To achieve this objective, viral nanoparticles
(VNPs) of brome mosaic virus (BMV) and cowpea chlorotic mottle virus (CCMV) functionalized with the
SD133* molecule and with PEG-SD133* were obtained. The anti-CDH11 VNPs were evaluated in vitro
through wound assays, and it was shown that BMV-PEG-SD133* particles delayed 8 and 12 h the
migration of human invasive cancer cell line MDA-MB-231 and mouse 4T1, respectively. Furthermore,
the same VNPs had a negative effect on the growth of 4T1 tumor cells in mouse model by reducing
tumor volume by 23% and tumor weight by 20%. To obtain anti-CDH11 Nbs, plasmids containing the
coding sequence of the VHH domain were purified. The protocol for Nbs expression using the
pComb3XSS-TOP10F' system was standardized, as well as the protocol for periplasmic protein
extraction and purification through molecular exclusion chromatography (SEC), with a yield of
approximately 17 mg/L of induced culture. Finally, the purified anti-CDH11 Nb was found to be able to
bind EC1-CDH11. Both anti-CDH11 strategies evaluated showed promising results, therefore it is
important to continue their development.

Keywords: cadherin-11, pharmacophore, SD133*, nanobodies, viral nanoparticles
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Capitulo 1. Introduccidn

La nanomedicina se puede definir como la nanotecnologia aplicada a la medicina para el desarrollo de
nuevos farmacos y/o estrategias terapéuticas (Tran etal., 2017). En particular, los avances de la
nanotecnologia en inmunoterapia estan impulsando la proxima generacion de tratamientos contra el

cancer (Charmsaz et al., 2018). En este proyecto se investiga un tratamiento de este tipo.

Por otra parte, de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, el cancer es una de las principales
causas de muerte a nivel mundial, con 10 millones de fallecimientos registrados en 2020. Adem3s, se prevé
que tanto la incidencia como la mortalidad aumenten en mds del 50% durante las siguientes 2 décadas

(OMS, 2021).

De acuerdo con la incidencia mundial de todos los tipos de cancer en el 2020, el cdncer de mama es el mas
comun con 2.26 millones de casos. También, es una de las principales causales de muerte debido al cancer,
con alrededor de 685 mil defunciones. En México, el cdncer de mama se mantiene como la principal causa
se morbilidad y mortalidad hospitalaria por tumores malignos en las mujeres a partir de los 20 afios (OMS,

2021; INEGI, 2021).

Las terapias convencionales, como la cirugia, la quimioterapia, hormonoterapia y radioterapia, siguen
siendo un pilar del tratamiento contra el cdncer, siendo posible eliminar casi la totalidad de los tumores
sélidos primarios (Charmsaz et al., 2018; Roman, 1999). Particularmente, el tratamiento del cancer de
mama puede ser sumamente eficaz, con probabilidades de supervivencia del 90% o mas alta, dependiendo
de la deteccién temprana (OMS, 2021). Por lo tanto, el prondstico de los pacientes queda condicionado a
la existencia o no de metastasis, ya que esta es la principal causa de muerte por cancer (OMS, 2021;

Romdn, 1999).

A pesar de que la incidencia del cancer de mama es similar en paises desarrollados y en desarrollo, la
mayoria de las muertes se dan en paises de bajos ingresos, en donde el diagndstico se realiza en etapas
muy avanzadas de la enfermedad (INEGI, 2014; OMS, 2021). Aunque una estrategia importante, es la
educaciéon de la poblacién para la deteccidn temprana, es notable la necesidad de nuevas estrategias
terapéuticas, pues la mayoria de los tratamientos existentes no son lo suficientemente efectivos para

brindar una protecciéon completa contra esta enfermedad (Chakraborty y Rahman, 2012).
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Los tratamientos anticancerigenos actuales no son especificos al tejido tumoral, ya que también pueden
dafiar el tejido normal (Tran et al.,, 2017). Aunque existe una gran cantidad de farmacos
guimioterapéuticos, estos se caracterizan por ser téxicos para todas las células, por lo tanto, la
administracién de estos agentes también ocasiona la muerte de células sanas, lo que puede provocar
efectos secundarios graves y, en ocasiones, puede causar la muerte de los pacientes. Asi también, la
radioterapia no dirigida padece de una falta de especificidad similar. Por lo tanto, la finalidad de los nuevos
tratamientos es matar selectivamente las células cancerosas mientras se reducen los efectos colaterales

en el organismo (Chakraborty y Rahman, 2012).

Hanahan y Weinberg (2000), describieron un conjunto de caracteristicas distintivas del cancer,
compartidas por la mayoria de las células tumorales. Estas caracteristicas de identidad incluyen el
mantenimiento de la senalizacion proliferativa, evasién de los factores supresores del crecimiento,
activacion de invasidn y metastasis, habilitacidn la inmortalidad replicativa, induccidn de la angiogénesis y
resistencia a la muerte celular. Posteriormente, en el afio 2011 se agregaron dos rasgos distintivos; la
reprogramacion del metabolismo energético y la evasién de la destruccién inmunolégica. Ademas, se
incorporé el concepto de “caracteristicas habilitadoras” las cuales representan los mecanismos celulares
y moleculares mediante los cuales se adquieren las ocho caracteristicas distintivas. Las primeras
caracteristicas habilitadoras fueron la inestabilidad del genoma vy la inflamacién promotora de tumores
(Hanahan y Weinberg, 2011). Recientemente, Hanahan propuso dos nuevas caracteristicas distintivas; el
desbloqueo de la plasticidad fenotipica y las células senescentes, y dos nuevos rasgos habilitadores; la
reprogramacién epigenética no mutacional y los microbiomas polimérficos (Hanahan, 2022). Un
conocimiento profundo de estos complejos fendmenos es de fundamental importancia para disefar

terapias precisas y eficientes (Pucci et al., 2019).

La metdstasis, singularmente, plantea un gran problema en el tratamiento del cancer, pues ademds de
tratarse de neoplasias sumamente agresivas, implica que el tratamiento no solo debe dirigirse hacia el
foco primario, sino que también, debe eliminarlo de los sitios secundarios (Chakraborty y Rahman, 2012).
En 2000, los mecanismos subyacentes a la invasion y la metastasis eran en gran medida desconocidos
(Hanahan y Weinberg, 2011). Estaba claro que a medida que los carcinomas que surgen de los tejidos
epiteliales progresaban hacia grados patolégicos mas altos de malignidad, reflejados en invasidon local y
metadstasis a distancia. Las células cancerosas asociadas tipicamente desarrollaban alteraciones en su
forma, asi como en su unién a otras células y a la matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés)
(Hanahan y Weinberg, 2011). La caracterizacién de tales alteraciones ha demostrado su relacion con la

desregulacion de las cadherinas (CDHs), proteinas transmembranales de adhesién celular.
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En este sentido, se ha comprobado que la expresion alterada de CDHs juega un papel vital en los procesos
de metadstasis, tumorigénesis, la angiogénesis y la respuesta inmune del tumor. Por ello, ahora se les

considera posibles objetivos para las terapias contra el cancer (Yu et al., 2019).

Los canceres derivados del epitelio a menudo exhiben cambios morfoldgicos y moleculares caracteristicos
de una transicion epitelial-mesenquimal (EMT, por sus siglas en ingles) y los marcadores EMT se
encuentran predominantemente en tumores con un fenotipo similar al basal. Las lineas celulares de cancer
de mama de linaje basal estan poco diferenciadas, presentan una morfologia mesenquimatosa y, con
frecuencia, son muy agresivas e invasivas. En este contexto, el aumento de la expresidon de las cadherinas
mesenquimales, neuronal N-cadherina (CDH3) y/o cadherina-11 (CDH11), y la disminucidén de la epitelial
E-cadherina (CDH1) se han asociado tanto con la EMT como con la progresidon tumoral (Assefnia et al.,

2014).

La CDH11, también conocida como cadherina osteoblastica (OB-cadherina), se identificd por primera vez
en osteoblastos de ratdn, células formadoras de hueso, y se expresa mas comunmente, a través de etapas
tempranas de diferenciacién, de este tipo de células, en humanos adultos. También, es fundamental para
el establecimiento de tejidos mesenquimales derivados de la cresta neural durante el desarrollo
embrionario y se conserva alguna funcién en el mantenimiento de la integridad del tejido y la sefializacion
en ciertos tejidos adultos (Pohlodek et al., 2016). Aunque se encuentra principalmente en osteoblastos, la
expresion de CDH11 se observa en condrocitos y sinoviocitos de cartilago similares a fibroblastos, junto

con tejidos de estroma, cerebro, pulmén, rifidn y corazén (Guidry, 2009).

Al ser un mediador de la reaccidon de los sinoviocitos (Pohlodek et al., 2016), hay que destacar que el CDH11
es un objetivo terapéutico en la artritis reumatoide (RA, por sus siglas en inglés), una enfermedad
inflamatoria con propiedades que a menudo se comparan con el cancer (Assefnia et al., 2014). CDH11, se
sobreexpresa en células poco diferenciadas y altamente invasivas, en diferentes tipos de cancer, tanto de
mama como de proéstata, gastrico, renal, pulmonar, colorrectal, pancredtico, en melanoma maligno,

glioblastoma y osteosarcomas (Dalle et al., 2019; Guidry, 2009).

Inspirados en estudios para el tratamiento de la RA, también se ha estudiado la inhibicién de la funcién de
la CDH11 en células de cdncer. Los trabajos relacionados han reportado, el uso de anticuerpos
monoclonales (mAb, por sus siglas en inglés) Anti-CDH-11 y farmacdéforos inhibitorios, como SD133,

especialmente disefiados para unirse al dominio extracelular 1 (EC1, por sus siglas en inglés) de la CDH11,
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resultando en la ralentizacién del crecimiento de tumores y disminuciéon de la proliferacion de células de

cancer (Assefnia et al., 2014).

Aunado a esto, en el campo de la nanotecnologia y especificamente de la nanomedicina, una amplia
variedad de opciones se investiga como nanotransportadores de estas sustancias con actividad
anticancerigena, que faciliten su viaje a través de las barreras fisioldgicas y su llegada al sitio de accién en

un organismo (Tran et al., 2017).

Las nanoparticulas virales (VNPs, por sus siglas en inglés) son un conjunto supramolecular basados en los
virus, pueden disefiarse para que contengan las moléculas o nanomateriales en su interior o en la
superficie de su capside viral que esta constituida por proteinas, ofreciendo ventajas en el control y la
precision a nivel molecular, ademds de biocompatibilidad en comparacidon con otros sistemas de
nanoparticulas sintéticas. Actualmente, la tecnologia basada en VNPs han permitido el desarrollo de

vacunas y otras que se encuentran en fases clinicas (Chung et al., 2020; Hema et al., 2019).

Se ha demostrado que también puede aprovecharse la estabilidad y versatilidad de las VNPs derivadas de
virus de vegetales para el disefio de métodos diagndsticos y terapias en mamiferos (Chung et al., 2020;
Hema et al., 2019; Yildiz et al., 2011). Por lo que, en este trabajo, se propone estudiar la inhibicion de la
proliferacién y migracion celular en células de cdncer de mama y en modelo murino, utilizando las VNPs
del virus del mosaico del bromo (BMV, por sus siglas en inglés) y del virus del moteado clordtico del caupi
(CCMV, por sus siglas en inglés) que contengan las moléculas SD133* en su superficie, para frenar la

propagacion de células cancerosas.

Por otra parte, en investigaciones actuales, se ha logrado la generacion de anticuerpos de cadena pesada
contra la CDH11 en camélido (Alfredo, 2020; Rosales, 2020). El término nanoanticuerpos (Nb, por sus siglas
en inglés) se refiere a la parte variable (VHH, por sus siglas en inglés) de este tipo especial de anticuerpos.
La VHH posee caracteristicas distintivas que incluyen tamafio pequefio, alta solubilidad, estabilidad,
especificidad, afinidad, facilidad de produccidn, rentabilidad de clonacién y resistencia térmica y quimica,
caracteristicas con las que podria superar a los mAb (Tillib, 2011; Van Audenhove y Gettemans, 2016; Zare
et al., 2021). Con base en ello, en esta tesis se plantea, ademas, la bisqueda de Nb de camélidos anti

CDH11.



1.1 Antecedentes

1.1.1 Sobreexpresion de cadherina-11 y su relacion con neoplasias malignas

La mayoria de los canceres de mama son carcinomas, es decir, son tumores que se originan de las células
epiteliales. Cuando los carcinomas se forman en el seno, por lo general son de un tipo mas especifico

llamado adenocarcinoma, que comienza en las células de los conductos o los lobulillos (ACS, 2019).

A pesar de los avances en el diagndstico y tratamiento, la recurrencia y la formacién de metdstasis son la
principal causa de muerte en las pacientes con cancer de mama. En el complejo fendmeno de Ia
diseminacién de las células tumorales, uno de los primeros eventos importantes es la pérdida de la
mayoria de las caracteristicas epiteliales, a través de cambios drasticos en el citoesqueleto. Esta serie de
eventos se conoce como transicion epitelio-mesénquima (EMT, por sus siglas en inglés), el cual es un
proceso en el que las células epiteliales sufren cambios bioquimicos para transformarse en células
mesenquimatosas, se pierden las uniones intercelulares y, por lo tanto, se vuelven alargadas y no

polarizadas, lo que les permite moverse a través de la matriz extracelular (Moreno et al., 2016).

Se han descrito diversos marcadores implicados en la EMT: el aumento de la expresién de las cadherinas
mesenquimales, la N-cadherina (neuronal) (CDH3) y/o la OB-cadherina (osteoblastica) o cadherina-11

(CDH11), y la disminucién de la E-cadherina (epitelial) (CDH1) (Assefnia et al., 2014).

La CDH11 o cadherina osteoblastica (OB-cadherina) por su parte, es una proteina transmembranal de
adhesidn celular, dependiente de calcio, identificada originalmente en osteoblastos de ratén. Mas tarde,
se encontré comunmente expresada, en etapas tempranas de diferenciacidon, también por las células
osteoblasticas humanas. Dado que ademds es fundamental para el establecimiento de tejidos
mesenquimales derivados de la cresta neural, pero no en tejidos epiteliales, durante el desarrollo
embrionario, la CDH11 es un biomarcador del fenotipo mesenquimal, que conserva algunas funciones en
el mantenimiento de la integridad y sefalizacidn en ciertos tejidos adultos (Chen et al., 2019; Pohlodek
et al., 2016; Guidry, 2009). Aunque se expresa principalmente en los fibroblastos del revestimiento sinovial
y los osteoblastos (Kyung Chang et al., 2010), también es necesaria para que los érganos y tejidos que

contienen musculo liso, como las arterias y vejiga sean contractiles (Row et al., 2016).
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La CDH11 posee 5 dominios extracelulares o ectodominios (EC1-EC5), un dominio transmembranal y uno
citoplasmatico, el cual interactda con la catenina p120, a-catenina y B-catenina, para mediar la adhesion
celular y regular la transduccién de sefiales (Chen et al., 2021). La comunicacién célula-célula ocurre a
través del establecimiento de un homodimero formado por la interaccién de dominios EC1 como se

observa en la Figura 1 (Dalle et al., 2019; Kyung Chang et al., 2010).

|
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- Py oo amao ™

Membrana celular
Cadherina-11 <

Homodimero
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a-catenina

Created in BioRender.com bio

Figura 1. Esquema de la cadeherina-11 (CDH11).

Pishvaian et al. (1999), evaluaron la expresién del mRNA que codifica para la CDH11 y la presencia de la
proteina como tal en diferentes lineas celulares de cdncer de mama, por la técnica de reaccidn en cadena
de la polimerasa con transcripcién inversa (RT-PCR, por sus siglas en inglés) y por el analisis Western blot,
respectivamente. Encontraron que la CDH11, se expresa en 5 de las células mas invasivas y menos
diferenciadas, por lo que puede estar bien correlacionada con el fenotipo metastatico y puede servir como
marcador molecular para el conjunto mads agresivo de tumores. Ademas, propusieron que la CDH11 puede
mediar la interaccién entre las células tumorales y otros tipos de células que normalmente expresan
CDH11, como los osteoblastos o quizas incluso con la matriz extracelular circundante, facilitando asi la
invasion y metastasis de las células tumorales. Aunque no profundizaron en ensayos in vitro ni in vivo, ni
realizaron analisis estadisticos de los datos, se comenzd a considerar a la CDH11 como un buen objetivo

terapéutico (Pishvaian et al., 1999).
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Mas tarde, Assefnia et al. (2014) demostraron que el farmaco celecoxib, utilizado para tratar exitosamente
la artritis reumatoide, tenia la capacidad estructural de unirse directamente al dominio extracelular EC1
de la CDH11. Ademas, habian observado que anticuerpos dirigidos a ella, ya se encontraban en ensayos
clinicos para tratar la misma patologia. Con base en ello, advirtieron que, si se podia demostrar que la
CDH11 impulsa la progresion maligna del cancer, y no solamente estd asociada a ella, existe gran

posibilidad de que dichas opciones terapéuticas, también pudieran aplicarse al tratamiento de cancer.

En inicio, para probar formalmente la asociacion de CDH11 con neoplasias malignas, realizaron un andlisis
de todos los conjuntos de datos de microarreglos (microarrays, por sus siglas en inglés) disponibles, de
tejido humano tumoral y sano. Con ello comprobaron que, ademads de estar elevada desde las primeras
etapas del cdncer de mama invasivo, la CDH11 se sobreexpresa en tumores gastrointestinales y del sistema

nervioso central (Assefnia et al., 2014).

Posteriormente, realizaron ensayos para averiguar la necesidad de la CDH11 en el crecimiento del tumor
de células MDA-MB-231, una linea derivada de cdncer de mama humano triple negativo. Para lo cual,
inocularon células cancerosas en ratones, que se trataron previamente con Matrigel™, adicionado con un
anticuerpo monoclonal (mAb, por sus siglas en inglés), especifico para la CDH11. Esta terapia con anti-
CDH11, inhibié significativamente el crecimiento de xenoinjertos recién inyectados y de tumores ya
establecidos, en comparacidon con los ratones control. Por otra parte, usaron dos tipos de RNA de
interferencia; RNA pequefios de interferencia (siRNA, por sus siglas en inglés), y RNA de horquilla corta
(shRNA, por sus siglas en inglés), para disminuir la expresién de CDH11 en los tumores de las células MDA-
MB-231. La ausencia de la proteina impidid la formacidn de tumores en los ratones. Estos datos sugirieron,

que las células CDH11* son necesarias para el crecimiento tumoral (Assefnia et al., 2014).

Chen et al. (2019), tambien analizaron el papel bioldgico de la CDH11, sus redes de sefalizacién asociadas
y la capacidad de ser el blanco de estrategias terapéuticas. A través de andlisis bioinformatico de los datos
disponibles del cancer de mama invasivo, no invasivo y tejido de mamario sano, revelaron que la CDH11
se sobreexpresaba de manera significativa en el grupo de casos invasivos, en comparacién con sus
homdlogos no invasivos. También, relacionaron la alta expresidn de la CDH11 con la menor supervivencia
del paciente o mayor probabilidad de recaida. Ademas, encontraron que la CDH11 estd asociada
funcionalmente con otros efectores claves de metastasis, como la vimentina, CTNNB1 (B-catenina),
receptor del factor de crecimiento epidérmico, FYN, proteinas quinasa Cy betay CD44. Con ello, aportaron

pruebas de que la CDH11 es un regulador del fenotipo metastasico (Chen et al., 2019).
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Particularmente, se considerd el microambiente tumoral (TME, por sus siglas en inglés), que se forma en
los organismos afectados especificamente por la presencia de los fibroblastos asociados al cancer (CAF,
por sus siglas en inglés), lo cuales también sobreexpresan CDH11 y desempeiian un papel fundamental en
inducir y favorecer la invasién y metdstasis. Se emplearon cocultivos, uno con la linea celular MCF7+ CAFs,
y otro de células MDA-MB-231 + CAFs. Al analizar las células, se encontré que ambos cocultivos presentan
niveles significativos del mRNA y proteina CDH11 y otros factores metastaticos, en comparacion con las
mismas lineas celulares cultivadas independientemente. En ensayos de herida en placa y ensayos en
Matrigel™, las mismas células cocultivadas mostraron una mejor capacidad de migracidén e invasién
respectivamente. Por lo tanto, el TME enriquecido con CDH11 mejord el potencial metastasico de las

células cancerosas (Chen et al., 2019).

Fundamentado en la informacidon presentada en esta seccién, es propdsito del presente trabajo el
desarrollo de sistemas bloqueantes de laCDH11, que a su vez inhiban su funcién en la progresién de células

de cancer de mama.

1.1.2 Farmacoéforo SD133

El farmaco celecoxib y un analogo de este, el dimetil-celecoxib (DMC), poseen potencial estructural de
unirse a CDH11. Usando resonancia del plasmon de superficie (SPR, por sus siglas en inglés) y electroforesis
nativa, Assefnia et al. (2014) demostraron que ocurria la unidn directa de ambos farmacos con la CDH11,
asi como inhibian su dimerizacién. Debido a esto, ambos compuestos lograron detener el crecimiento de
células de cancer de mama CDH11*, MDA-MB-231, BT549 y HS578T, pero no afectar a las células MCF7
que son CDH11". Usando las estructuras de ambos farmacos como base en simulaciones computacionales,
disefiaron farmacéforos para bloquear las regiones P1 y P2, en el dominio EC1 (Figura 2). Tres de los
compuestos probados in silico, fueron los mas prometedores: SD133, SD037 y SD073, nombrados asi a
partir del término small molecule drug (SD). Ya que la estructura de SD133 fue la mas parecida a una droga,

de hecho, parecida al celecoxib, lo tomaron como su compuesto principal (Assefnia et al., 2014).

La molécula SD133 es hidrofébica, compuesta por tres anillos aromaticos que recibe el nombre IUPAC 4-
(2-fenil-3-piridil) fenol. Fue sintetizada por la ruta de desprotonacién-transmetalacion dirigida hacia las
piridinas (Karig et al., 2001), partiendo del compuesto dibromopiridina (Figura 3). Posteriormente, se

comprobd su capacidad para competir por el sitio de unién de la CDH11, usando SPR.
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dimero; (B) bolsillo de W; (C) residuos de las cadenas laterales al bolsillo de W. Cada mondmero tiene los mismos
residuos: Fenilalanina de color azul (F7 y F92), Leucina de color naranja (L24), Serina de color verde (S26), Tirosina de
color rojo (Y37), Alanina de color rosa (A75 y A77), Acido glutamico de color amarillo (E87); (D) vista lateral y superior
del Homodimero, con los residuos marcados con diferentes colores y las regiones P1y P2 circuladas en rojo.

Al igual que lo hicieron celecoxib y DMC en ensayos in vitro, SD133 inhibié significativamente la
proliferacién de tres lineas celulares de cancer de mama CDH11* (MDA-MB-231, BT549 y HS578T).
También, detuvo la invasién evaluada en un ensayo sobre Matrigel™ y la formacién de colonias de MDA-
MB-231. Es probable que la actividad de SD133 se deba a su forma y flexibilidad estructural moderada que
le permite adaptarse y unirse firmemente al dominio de unién (Assefnia etal., 2014). Por lo que
demostraron que una molécula pequefia que bloquea la dimerizacidn de CDH11, inhibe su funcién, como

lo hacen el celecoxib y DMC.
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Figura 3. Ruta de sintesis quimica del farmacéforo SD133.
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En su trabajo Peran et al. (2021), implementaron algunos ensayos para probar el efecto de SD133 en
modelo de xenoinjerto tumoral. Inocularon ratones de la cepa C57BL/6J con células de cancer pancreatico
mT3y a los 2 dias post-inoculacién, administraron por via intraperitoneal 150 mg/Kg de la molécula SD133,
4 veces por semana, por dos semanas, tiempo durante el cual observaron una disminucidn significativa
del crecimiento tumoral. Tras interrumpir el tratamiento con SD133 los tumores comenzaron a crecer,
pero continuaron siendo marcadamente mas pequefios que los de los animales control. En un segundo
experimento la administraciéon de SD133 se mantuvo durante 5 semanas. Igualmente comprobaron que
habia una reduccion significativa del crecimiento tumoral durante ese tiempo. En un tercer experimento
realizado, el tratamiento fue administrado hasta que los ratones habian desarrollado tumores de 100 mm3
de volumen promedio. Se administraron dosis de 40 mg/Kg y 10 mg/Kg, también por 4 veces a la semana.
Después de 5 semanas, determinaron que se redujo significativamente el tamafio de los tumores, de forma
dependiente de la dosis. Cabe mencionar que para el primer ensayo la solucion de SD133 se prepard en
DMSO, mientras que en los siguientes experimentos se llevé a 10% de DMSO en 30% de Polietilenglicol
(PEG) 400, aunque no sefialaron alguna relacién del vehiculo con el efecto terapéutico. En general,
confirmaron con ensayos in vivo, que la SD133 bloqueo a la CDH11 y con ello limito la progresion del cancer

(Peran et al., 2021).

A pesar del efecto positivo que ha demostrado SD133, debido a su perfil hidrofébico, se deben explorar
estrategias para que pueda administrarse como tratamiento efectivo contra el cdncer. NUfiez-Rivera, en
su de tesis de 2020, retomé el uso de la molécula SD133. Propuso modificarla afadiendo quimicamente
un grupo funcional amino (-NH3), en el sitio del grupo hidroxilo (-OH) para mejorar su solubilidad. Esta
estructura modificada fue sintetizada para la realizacién del presente trabajo y nos referiremos a ella como

SD133*, su estructura se esquematiza en la Figura 4.
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Figura 4. Ruta para la modificacién quimica de SD133 y obtencién de SD133*.
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Otra de las estrategias actuales que facilitarian la distribucién y unién de la SD33* con la CDH11, recurre a
transportarla en nanovehiculos apropiados, como las VNPs. El grupo amino afiadido a la SD133* puede
participar en reacciones bien comprendidas de funcionalizaciéon de capsides virales, facilitando la unién

guimica de la molécula al vehiculo (Gillitzer et al., 2002), como se describird mas adelante.

1.1.3 Inmunoterapia dirigida a cadherina-11

Tras investigar la relacién de la CDH11 en el TME del cancer, Chen et al. (2019), exploraron la posibilidad
de que fuera un objetivo terapéutico usando un mAb. Utilizando cultivos de células MCF7 enriquecidas
con CDH11 y MDA-MB-231, montaron ensayos de herida en placay probaron que, al tratarlas con 1 mg/mL
de mAb anti-CDH11, se reprimia significativamente la motilidad de las células. A través de Western blot,
observaron que el tratamiento atenud la expresion de biomarcadores asociados a metdstasis e incremento

la expresidn de E- cadherina (Chen et al., 2019).

Dados los resultados que se habian obtenido hasta el momento, realizaron estudios de validacién in vivo.
Se inocularon ratones con células MDA-MB-23 o MCF7 y se dividieron aleatoriamente en grupos de control
y los destinados al tratamiento con anti-CDH11. Las imdagenes no invasivas in vivo, mostraron que el
tratamiento inhibid significativamente el crecimiento tumoral dependiendo del tiempo, de modo que, a la
sexta semana, los ratones tratados exhibieron una carga tumoral menor en comparacién con su control,
como se observaba en la intensidad de la bioluminiscencia. Al final del estudio, solo tres ratones del grupo
control sobrevivieron, mientras que todos los ratones del grupo anti-CDH11 sobrevivieron, confiriendo
una ventaja de supervivencia del 40% y reduciendo la incidencia de metastasis al mismo porcentaje (Chen
et al., 2019). Finalmente, sus resultados respaldan el continuar con el desarrollo de anticuerpos anti-

CDH11 para lograr su aplicacion clinica.

Por otra parte, si bien los mAbs pueden dirigir una carga citotdxica util, una de sus principales restricciones
es el transporte deficiente hacia las células tumorales (Thurber et al., 2007). El cdncer se presenta
clinicamente como tumores sélidos vascularizados o como micrometdstasis prevasculares, cada uno de
los cuales tiene sus parametros farmacocinéticos (Thurber et al., 2007, 2008). Por lo anterior y, ademas
debido a sus dimensiones (=150 kDa, 10 a 15 nm de largo y 7 a 9 nm de ancho), se ha observado que los
mAbs no logran acceder a todas las células tumorales, lo que resulta en una penetracion tumoral limitada

y distribucién heterogénea (Carlisle y Coussios, 2013; Thurber et al., 2008; Xiang et al., 2015). Ademas,
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persiste el problema de las respuestas inmunitarias que podria presentar el hospedero ante el mAb (Van

Audenhove y Gettemans, 2016; Xiang et al., 2015).

En la mayoria de los mamiferos los anticuerpos son estructurados por una cadena pesada y una cadena
ligera, cada una con una regién constante y una variable. Pero a principios de los afios 90, fue descubierto
un tipo especial de anticuerpo, carente de las cadenas ligeras, que era producido por especies de
camélidos y tiburones (Hamers-Casterman et al., 1993; Kang et al., 2021). Estos anticuerpos de cadena
pesada (HCAb, por sus siglas en inglés) poseen anticuerpos de dominio Unico (sdAb, por sus siglas en
inglés), también conocidos como Nbs o fragmentos variables (VHH, por sus siglas en inglés, Figura 5)

(Hamers-Casterman et al., 1993; Kang et al., 2021).
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Figura 5. Representacion esquematica de diferentes formatos de anticuerpos: (A) Anticuerpo convencional (Ab)
consiste en dos cadenas ligeras (L) y dos cadenas pesadas (H); (B) Anticuerpo de cadena pesada (HCAb) formado por
dos cadenas pesadas idénticas; (C) Fragmento de unidn al antigeno (Fab); (D) Fragmento variable de una sola cadena
(scFv); (E) Anticuerpo de dominio Unico (sdAb) o dominio VHH, llamado también nanoanticuerpo (Nb).

Los Nbs pueden proporcionar una respuesta a limitaciones de los mAbs. Las principales caracteristicas de
los Nbs incluyen tamafio pequefio (=15 kDa, 4 nm de largo y 2.5 nm de ancho), alta solubilidad, estabilidad,
especificidad y afinidad, facilidad de clonacién, resistencia térmica y quimica (Van Audenhove y
Gettemans, 2016). Ademas, tienen mayor penetracién tumoral y son menos inmunogénicos que los mAbs
(Ackaert et al., 2021; Tillib, 2011). También, aunque poseen propiedades de unidn al antigeno similares,
pueden acceder a epitopos que estan fuera del alcance de los anticuerpos convencionales o de los

derivados de los anticuerpos, como los fragmentos variables de cadena Unica (scFvs, por sus siglas en
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inglés). Por ejemplo, pueden penetrar en una hendidura de la superficie de una proteina o en una interfaz

entre dominios proteicos, a reserva de los tamafos y caracteristicas de estos (Verhaar et al., 2021).

1.1.3.1 Nanoanticuerpos dirigidos a tumores

En oncologia, los Nbs que actlan como antagonistas pueden unirse a proteinas extracelulares en las
células tumorales e interferir con las vias de sefializacién correspondientes. Dependiendo de la via
interferida, puede provocarse la inhibicidn del crecimiento y la proliferacion de células tumorales (Kang
et al., 2021). Algunos ejemplos de Nbs con actividad antitumoral son los dirigidos al receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR, por sus siglas en inglés), receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
humano (HER2, por sus siglas en inglés) y el receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular

(VEGFR2, por sus siglas en inglés) (Kang et al., 2021).

El EGFR es un receptor de tirosina quinasa que tiene un papel importante en la regulacion del crecimiento
y la diferenciacidn de un gran nimero de tipos de células diferentes, debido a lo cual, la sobreexpresiéon
del receptor confiere ventajas a las células cancerosas en diferentes etapas del desarrollo tumoral, digase
la iniciacidn, progresidn y neovascularizacién. De hecho, se encuentra sobreexpresado en un gran nimero
de tumores epiteliales, incluidos los carcinomas de cabeza y cuello, mama, colon, pulmdn, prdstata, rifidn,

ovario, cerebro, pancreas y vejiga (Kang et al., 2021; Roovers et al., 2007; Verhaar et al., 2021).

Roovers et al. (2007) inmunizaron ejemplares de Llama glama con extractos celulares que contenian EGFR.
Posteriormente, Recolectaron la sangre de los animales para recuperar los linfocitos B y obtener la
biblioteca inmune a partir de estos, es decir, extrajeron el ARN total y lo retro-transcribieron a ADNc. Este
ADNCc fue utilizado como molde para amplificar el repertorio de segmentos génicos que codifican a los
anticuerpos de cadena pesada. Conociendo los sitios de restriccion que presentan los genes de los Nbs,
cortaron el repertorio y los fragmentos de ADNc de entre 300-400 pb fueron ligados a un vector fagémido
para realizar la seleccién de anticuerpos especificos para EGFR por la técnica de despliegue de fagos.
Después de la seleccion prosiguieron con la expresion y purificacién de Nbs anti-EGFR. Tras comprobar su
capacidad de inhibir la uniéon de EGF al EGFR, se evalué su efecto sobre dos lineas celulares que
sobreexpresan EGFR; una derivada de fibroblastos HER14 y una de carcinoma escamoso epidermoide
humano A431, y demostraron que provocaban la inhibicién de la sefalizaciéon mediada por EGF vy la
proliferacién celular. Alcanzaron los experimentos en ratones xenoinjertados con células A431, donde

observaron que los Nbs eran efectivos para retrasar el crecimiento de los tumores. Este trabajo representa
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el primer informe de Nbs no conjugados, es decir, no unidos a grupos efectores, como farmacdforos,

toxinas, enzimas u otros agentes, que demostraron actividad antitumoral in vivo (Roovers et al., 2007).

Otro de los receptores importantes asociados con tumores en las células endoteliales es el VEGFR2 que
forma parte de la familia de receptores humanos VEGFR. Su ligando, el VEGF, es secretado por tipos de
células como los macrdéfagos y las células tumorales, induciendo asi vias de sefializacién descendentes
implicadas en la proliferacion celular, la angiogénesis y la metastasis. Por ello, el bloqueo de la sefializacion
del receptor VEGF puede conducir a la inhibicidn de la neovascularizacién y la metastasis tumoral (Behdani

et al., 2012; Verhaar et al., 2021).

Siguiendo una estrategia similar a la de Roovers et al. (2007), Behdani et al. (2012), inmunizaron dos
camellos (Camelus dromedarius) con una linea celular humana 293KDR que expresa altos niveles de
VEGFR2. Describieron la obtencién de la biblioteca inmune, la seleccidn de los fragmentos VHH especificos
mediante la técnica de despliegue de fagos, asi como la caracterizacidn, expresion y purificacién de Nbs
anti-VEGFR2. Probaron que uno de estos Nbs, denominado 3VGR19, poseia la capacidad para unirse a
VEGFR2 en la superficie celular e inhibir la formacién de tubos capilares in vitro. Los resultados de estas
investigaciones muestran el potencial de los Nbs para el bloqueo de la sefializaciones y proporcionan una
base para el desarrollo de estos como herramientas poderosas para la terapia contra el cancer (Behdani
etal., 2012; Roovers et al., 2007). La metodologia aplicada en los dos ultimos trabajos citados muestra con
éxito lo que unos afios mas tarde se encontraria establecido por Pardon et al. (2014) como protocolo
general para la generacion de Nbs. Este detalla los pasos y las técnicas para trabajar con la inmunizacién
de llamas, camellos, dromedarios y alpacas, desde la preparacién de los inmunégenos, la construccion y
clonacién del repertorio inmune, la seleccion por despliegue de fagos, la expresidn, purificacidon y
caracterizacién de los Nbs, hasta llegar al refinamiento de la estructura y la cristalizacién de la proteina
para aplicaciones biolégicas. Funciona como una pauta bien probada que se ajusta al esquema de la Figura

6.

Rosales-Fuerte, en su trabajo de tesis de 2020, realizd el disefio y obtencion de Nbs dirigidos a la CDH11.
Inicio la construccidn de la biblioteca inmune, a partir de los linfocitos obtenidos de una llama inmunizada
con el péptido sintético de EC1-CDH11. El RNA total de los linfocitos purificados también contenia la
informacidn genética del fragmento VHH, que reconoce el antigeno de interés. El método de seleccion fue
a través de la técnica de despliegue de fagos, con lo que, después de tres rondas de seleccion y pruebas
de ELISA, se obtuvieron los bacteriéfagos recombinantes capaces de reconocer a EC1-CDH11 (Rosales-

Fuerte, 2020).
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Figura 6. Flujo de trabajo para la generacion y obtencién de Nbs; modificado de (Pardon et al., 2014).

Los bacteriéfagos recombinantes, se evaluaron en lineas celulares de MDA-MB-231 y MCF7, mediante

ensayos de inmunofluorescencia. Los resultados indicaron que eran capaces de reconocer a la CDH11 en
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las células MDA-MB-231, pero también reconocieron en menor grado otras cadherinas en MCF7, es decir,
no fueron totalmente especificos. Al realizar un ensayo de viabilidad MTT, de las mismas lineas celulares
de céncer, ninguno de los bacteridfagos recombinantes afecté significativamente a las células. Sin
embargo, el trabajo podia continuar con la seleccién de bacteriéfagos con mayor reconocimiento de EC1-
CDH11, aislamiento y purificacion del Nb e implementacion de nuevos ensayos de viabilidad y migracion

de células tumorales de mama (Rosales-Fuerte, 2020).

Aungque los Nb antagonistas pueden unirse a proteinas extracelulares en las células tumorales e interferir
con las vias de sefializacién correspondientes, debido a la falta del fragmento cristalizable (Fc), la eficacia
antitumoral del Nb puede ser inferior a la del mAb tradicional. Dado que una terapia antitumoral ideal es
muy potente y especifica, lo que significa que puede causar la muerte celular y la regresién del tumor, y
este efecto toxico debe restringirse a los sitios del tumor evitando los tejidos sanos, también se esta
estudiando ampliamente la conjugacién de Nbs con agentes terapéuticos, la cual es una estrategia
prometedora para mejorar la potencia de tratamientos anticancerigenos especificos basados en Nbs (Kang

et al., 2021).

Actualmente, nueve de los Nbs para el tratamiento del cancer se encuentran en fase de ensayo clinico
(Kang et al., 2021). En algunos casos, los Nbs reaccionan de forma cruzada con dianas homdlogas de otras
especies, lo que puede facilitar la transicion de las aplicaciones preclinicas a las clinicas (Verhaar et al.,

2021). En el presente trabajo de tesis, se plantea retomar la produccién de Nb anti-CDH11.

1.1.4 Nanoparticulas virales bioconjugadas

Las VNPs se derivan de un virus por lo cual son nanoparticulas bien estructuradas con tamafios y formas
bien definidos. Son atractivos debido a que son particulas monodispersas, son excepcionalmente estables
y han mostrado ser biocompatibles (Wen et al., 2012). Las VNPs derivadas de los bacteriéfagos y los virus
vegetales, han recibido recientemente gran atencion debido a que son faciles de manejar, extraer y se
consideran sistemas nanoacarreadores mas seguros para el ser humano, en comparacién con los virus de
mamiferos. En este sentido, es menos probable que las VNPs derivadas de virus que infectan vegetales
desencadenen efectos secundarios negativos en los mamiferos debido a su incapacidad para proliferar en
estos. También, se ha comprobado su biodisponibilidad y amplia biodistribucién tras su administracion

oral o intravenosa en ratones (Bruckman y Steinmetz, 2014; Kaiser et al., 2007). Ademds, son unidades
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programables”, es decir, que pueden disefarse especificamente mediante modificacion genética o

métodos de bioconjugacion quimica (Kovacs et al., 2007; Wen et al., 2012; Yildiz et al., 2012).

Con el objetivo de afiadir una nueva funcidn a estas estructuras, se han adaptado con éxito una serie de
protocolos de bioconjugacién convencionales y novedosos para modificar las superficies exteriores con
péptidos, colorantes fluorescentes, polimeros, carbohidratos, oligonucledtidos y otras moléculas
organicas, y con ello generar formulaciones con mayor especificidad y eficacia (Kovacs et al., 2007; Yildiz
et al.,, 2012). A la vez se puede recurrir a estrategias de modificacion interna para cargar/encapsular las
particulas con farmacos o cualquier agente de interés como los ya mencionados. Aunque, incluso en
ausencia de ligandos de orientacion especificos, podria producirse una acumulacién pasiva de estos
materiales en los tumores sélidos por el efecto de permeabilidad y retencion mejoradas (EPR, por sus
siglas en inglés), la bioconjugacién de estas particulas, facilita la introduccion de ligandos especificos, lo
gue en la actualidad es ampliamente investigado para dirigirse a receptores moleculares sobreexpresados
en células cancerosas. Al mismo tiempo, el ligando dirigido le confiere a las particulas virales proteccidn
ante el reconocimiento por anticuerpos, que las neutralizarian antes de llegar a sus destinos (Bruckman y

Steinmetz, 2014; Gillitzer et al., 2002; Yildiz et al., 2012).

Las estructuras proteicas y altamente repetitivas de las VNPs son inmunogénicas, pero esto puede
reducirse significativamente mediante la PEGilacion, una técnica de modificacién de la superficie de
nanoparticulas que consiste en incorporar un revestimiento de polietilenglicol (PEG), (Grun et al., 2021),
el cual reduce las interacciones celulares no especificas e indeseables a la vez que mejora su
farmacocinética. Esto vuelve a la PEGilacién una de las modificaciones esenciales que se deben explorar

(Wen et al., 2012; Yildiz et al., 2012).

Actualmente, dos de los virus icosaédricos mas estudiados como vehiculos con aplicacidn biomédica son
el BMV y el CCMV. Las capsides de estos tienen un tamano promedio de 28 nm de didmetro, compuesta
por 180 copias idénticas de las subunidades proteicas de cada virus, dispuestas en simetria T=3. Cada
subunidad presenta multiples grupos funcionales, como los residuos de amina (lisina), acido carboxilico
(glutamato y aspartato) y tiol (cisteina) expuestos en la superficie, que pueden reaccionar quimicamente

(Z. Chen et al., 2016; Gillitzer et al., 2002; Wen et al., 2012; Yildiz et al., 2012).

La estructura cristalina del CCMV, expone en el exterior hasta 11 grupos carboxilo, 6 grupos amino y 2
grupos tiol por proteina de capside (Gillitzer et al. 2002). Por lo cual se estima que hay hasta 1980, 1080 y

360 sitios potenciales carboxilo, amino y tiol respectivamente. Tomando en cuenta lo anterior, Gillitzer
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et al., (2002), realizaron la activaciéon de los grupos carboxilo por reaccién de entrecruzamiento del
conjunto 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) para unirlos
covalentemente con la amina de la fluoresceina cadaverina. Funcionalizaron el CCMV con un exceso de
550 moles de los reactivos NHS y EDC, y con diferentes cantidades de la fluoresceina (100-1000 moles de
exceso por proteina viral). Al medir la fluorescencia del virus modificado, demostraron que 560 de los 1980
sitios posibles, se lograron etiquetar agregando 1000 moles de exceso del fluoréforo durante la reaccién.
También, mediante dispersiéon dindmica de la luz (DLS) y microscopia electrénica de transmision (TEM),
determinaron que las particulas seguian intactas y monodispersas después del etiquetado. El DLS mostré
gue habia un cambio de diametro de 27 a 37 nm, y de manera similar en las micrografias observaron que
las particulas aumentaron de 25 a 32 nm en promedio. Resulté evidente que los virus permanecieron
intactos durante el procedimiento de etiquetado y la adicién del fluoréforo estuvo relacionado con el

aumento del didmetro de las particulas (Gillitzer et al., 2002).

Por su parte, Yildiz et al. (2012) describieron procedimientos de bioconjugacién utilizando un mutante de
BMV (cBMV) que fue modificado genéticamente para expresar cisteina en lugar del residuo de valina 168
en la superficie del virus. Sus protocolos se basaron en la aplicacién de las reacciones quimicas tiol-
maleimida, para funcionalizar la particula con colorantes fluorescentes, PEG, proteinas o

qguimioterapéuticos.

En la conjugacidon de cBMV con PEG (2000 Da), el virus se incubd con un exceso molar de 1000 veces el
reactivo maleimida-PEG2000. La eficiencia del etiquetado se determind midiendo la densidad de las
proteinas de capside nativas, en comparacién con las PEGiladas, en geles tefiidos con coomasie tras la
electroforesis en gel desnaturalizante y encontraron que alrededor del 50% de las proteinas fueron

etiquetadas. Ademas, por TEM observaron que el cBMV-PEG permanecio estructuralmente integro.

El BMV nativo también presenta grupos carboxilo (17), amino (8) y tiol (1), por proteina viral, que pueden
participar en reacciones de funcionalizacidn. El presente trabajo, propone recurrir a las reacciones que
involucran estos grupos funcionales, para conjugar la molécula SD133* a la superficie externa del BMV y
el CCMV, como estrategia para la entrega del farmacdéforo al sitio de accidn. También, tras obtener un Nb
de mayor especificidad para la CDH11, se plantea explorar su transporte en virus de plantas como

mecanismo de entrega adecuado de los mismos.
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1.2 Hipotesis

Las particulas virales conjugadas con SD133* y los nanoanticuerpos anti-cadherina-11 son capaces de
acoplarse eficientemente al ectodominio 1 de la cadherina-11, y en consecuencia tienen el potencial de

inhibir la progresién de células altamente invasivas de cancer de mama.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Conjugar particulas virales con la molécula SD133* y obtener un Nb anti-CDH11, para evaluar su efecto

inhibitorio en células invasivas de cancer de mama.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Conjugar la molécula SD133* a las cdpsides del virus del mosaico del bromo (BMV) y del virus del
moteado clorético del caupi (CCMV).

2. Evaluar el efecto de las particulas virales conjugadas sobre la migracion de células MDA-MB-231y 4T1,
a través de ensayos in vitro.

3. Determinar el efecto de las particulas virales conjugadas sobre el desarrollo tumoral in vivo en modelo
murino.

4. Obtener un Nb anti-CDH11 por clonacién molecular.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Produccidn, extraccion y purificacion de BMV y CCMV

La produccion de virus BMV y CCMV se realizd por infeccion de las plantas de la cebada (especie Hordeum
vulgare) y del caupi (especie Vigna unguiculata) respectivamente. Las semillas de ambas plantas fueron
cultivadas en macetas dentro de un invernadero y regadas cada tercer dia. Particularmente, la cebada fue
sembrada en época de invierno mientras que el caupi puede crecer durante todo el afio. Después de dos
semanas, se hicieron heridas por abrasidn mecdnica en las hojas con ayuda de una almohadilla de lana de
acero superfina. Posteriormente se depositaron y distribuyeron cuidadosamente sobre estas 20 uL de
solucidn del virus correspondiente a concentracidn de 0.2 pg/ulL en solucién amortiguadora de inoculacidn
(NaH,P0O,0.01M, pH 6 y MgCl, 0.01M). Alrededor de 11 dias después de la inoculacidn se detectd el patrén
de clorosis, por tanto, las hojas visiblemente infectadas, fueron cortadas, pesadas y almacenadas en bolsas

herméticas a -20°C.

En una licuadora se colocaron 250 g de hojas infectadas y se afiadieron 500 mL (2 mL por gramo de hojas)
de solucién de extraccion fria (Mg(C2H303)> 0.01 M, NaC;H30, 0.25 M, MgCl,0.01 M, pH 4.5 ajustado con
C,H403) con 70 plL de B-mercaptoetanol 299.0% y se molieron en lapsos de 1 min 10 veces. La mezcla
resultante se filtrd con un colador y la solucidn recolectada se filtré con una gasa. Después se le agregd un
volumen de cloroformo frio y se dejo en agitacidén por 10 min. La mezcla se llevé a centrifugar a 10000 rpm
durante 20 min a 4 °C. La fase superior fue recolectada y vuelta a centrifugar a 10000 rpm, 15 min a 4°C.
Se recupero el sobrenadante y se colocd en agitacion para agregar cuidadosamente el NaCl necesario para
alcanzar una concentracién de 0.02 M y 10% (p/v) de Polietilenglicol 8000 (PEG 8000). Esto se dejo en
agitaciéon a 4°C durante 12 h para disolver completamente el PEG 8000 y eliminar restos de cloroformo.
Posteriormente la solucidn se centrifugo a 10000 rpm por 20 min a 4°C. En este paso se recupero la pastilla
y se resuspendié en 75 mL de solucidon amortiguadora de acetatos (SAMA; Mg(C;H303), 0.008 M, NaC;Hs0,
0.05 M, pH 4.6 ajustado con C;H40,).

La solucidn se dividio en volumenes de 25 mL en tubos de ultracentrifuga y se agregaron gota a gota 4 mL
de sacarosa al 10% para formar el colchén de sacarosa al fondo de cada tubo. Las muestras fueron
ultracentrifugadas a 32,000 rpm por 2.5 h y 4°C en un rotor SW-32 Ti utilizando una centrifuga Beckman

XPN-100 (Beckman Coulter Inc.). Cada pastilla se resuspendié en 5 mL de solucidon amortiguadora SAMA.
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Para terminar, se juntd cada muestra en un solo tubo para centrifugar a 4000xg durante 5 min a 4°C

(Sorvall Legend RT, Thermo).

La concentracién y pureza de los virus nativos fue determinada utilizando un espectrofotémetro UV-Vis
Nanodrop 2000c (Thermo Scientific) haciendo mediciones a 260 y 280 nm. El valor de absorbancia a 260
nm fue dividido entre los coeficientes de exitincién de cada virus (gvirus), 5.15 para el BMV y 5.8 del CCMV,
para obtener la concentracion en mg/mL. La solucidn de virus se repartié en tubos de microcentrifuga que

fueron almacenados a -80°C hasta su uso.

2.2 Bioconjugacion de las particulas virales con SD133*

La molécula SD133* se conjugo a la superficie externa de las capsides del BMV y CCMV de dos formas. Por
una parte, uniéndola directamente a la capside viral y por otra, utilizando polietilenglicol (PEG) como
ligando entre la capside y la molécula. Para ambos tipos de bioconjugacién, se probaron 3 condiciones de
reaccion distintas cambiando la cantidad de los reactivos y de la molécula a participar en la reaccién. Estas
cantidades se establecieron considerando la relacién de 2, 4 y 6 moléculas de SD133* disponibles por
proteina de capside, es decir, se afiadieron 360, 720 o 1080 equivalentes molares de los reactivos y del
farmacdéforo por capside viral (Figura 7). El stock de SD133* se diluyo en dimetilsulféxido (DMSO). Los

protocolos de funcionalizacidn se aplicaron por igual tanto para BMV como para CCMV.

BMV / CCMV

x2= 360 Equivalentes molares —— 2 SD133*/Proteina de capside

180

) x4= 720 Equivalentes molares —— 4 SD133*/Proteina de capside
Proteinas

x6= 1080 Equivalentes molares — 6 SD133*/Proteina de capside

Figura 7. Esquema de las relaciones molares utilizadas para calcular las cantidades de reactivos y de la molécula
SD133* que se afiadieron en las reacciones de funcionalizacién.

2.2.1 Bioconjugacion directa de SD133*

La reaccion de union directa consta de dos partes. En la primera se mezclaron el virus a funcionalizar (BMV

o CCMV) junto con los reactivos 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida
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(NHS), en solucién amortiguadora PBS pH 7.4 y se dejaron en agitacién rotatoria durante 30 min a
temperatura ambiente (Ta). Posteriormente se afiadié la molécula SD133* (2, 4 o 6 por proteina de
capside) y se completé el volumen para alcanzar un 10% de DMSO. El volumen final se consideré para que
el virus permaneciera a concentracion de 0.5 mg/mL. Toda la mezcla continud en agitacidn rotatoria
durante 3 h protegida de la luz a Ta. Al finalizar el tiempo, la reaccidn se diluyo para disminuir el porcentaje
de DMSO a 2.5%. Finalmente, los virus funcionalizados se recuperaron por ultrafiltracién utilizando un
filtro Amicon (Merck) de 100 kDa. Como productos de esta reaccién se obtuvieron las VNPs: BMV-2-

SD133*, BMV-4-SD133*, BMV-6-SD133*, CCMV-2-SD133*, CCMV-4-SD133*, CCMV-6-SD133*.

2.2.2 Bioconjugacion con ligando

Al igual que la conjugacion anterior, ocurre en dos partes. Primero se agregd la SD133* junto con el
reactivo de N-hidroxisuccinimida- PEG 400- Maleimida (NHS-PEG4-Mal, disuelto en DMSO anhidro) y se
dejé en agitacion rotativa cubierto de la luz durante 1 h. Posteriormente, se afiadio el virus junto con el
PBS pH 7.4 1X (90% v/v final); se colocd en agitacion protegido contra la luz durante 3 h. Después del
tiempo indicado, la reaccién se diluyo para disminuir el porcentaje de DMSO a 2.5%. Finalmente, los virus
funcionalizados se recuperaron por ultrafiltracion utilizando un filtro Amicon (Merck) de 100 kDa. Como
productos de esta reaccion se obtuvieron las VNPs: BMV-PEG-2 SD133*, BMV-PEG-4 SD133*, BMV-PEG-6
SD133*, CCMV-PEG-2 SD133*, BMV-PEG-4 SD133*, BMV-6-SD133*

2.2.3 Caracterizacion de las particulas virales conjugadas con SD133 *

2.2.3.1 Determinacion del didametro hidrodinamico y potencial Z

Se prepararon muestras de los virus control y bioconjugados a una concentracion de 0.5 mg/mL en
solucién amortiguadora PBS pH 7.4. 200 plL de muestra se colocaron en una celda ZEN0O0O40 y se midio el
didmetro hidrodindmico por la técnica de dispersién de luz dinamica. Para medir el potencial Z las
muestras se prepararon a concentracion de 0.1 mg/mL y se cargd 1 mL en una celda capilar DTS1070.

Ambas determinaciones se realizaron en el equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd.).
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2.2.3.2 Microscopia electrdnica de transmisiéon

Sobre rejillas de cobre cubiertas con carbono conteniendo como soporte el formvar de la marca ted pella
(400 mesh, Cat. 01754-F), se depositaron muestras de 7 puL de los virus nativos y sus versiones
funcionalizadas a concentracién de 0.1 mg/mL. Las muestras se mantuvieron durante 5 min y el exceso de
liqguido se removid con papel filtro Whatman N° 2. Posteriormente se agregaron 7 uL de solucion de
acetato de uranilo al 4% los cuales se dejaron reposar durante 2 min. Terminado el tiempo indicado, se
retird el exceso de contraste con papel filtro. Finalmente, las preparaciones se guardaron en un desecador
para eliminar la humedad remanente. Las muestras fueron observadas en un microscopio electrdnico de
transmisién (TEM) H-7500 (Hitachi Ltd.) operado a 80 kV. Las micrografias obtenidas fueron analizadas con

el programa ImagelJ (National Institutes of Health).

2.2.4 Ensayos in vitro

2.2.4.1 Cultivo celular

La linea celular de cidncer metastasico humano MDA-MB-231/GFP se cultivd en medio completo
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM; Biowest) suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino
(SFB, Biowest), 1% de antibidtico/antimicdtico (anti/anti 100x; Biowest) y 3.7 g/L de NaHCOs. Ademas, se
utilizé la linea celular 4T1 derivada de tumor de cdncer de mama de ratdn de la cepa BALB/cfC3H. Esta se
cultivé en medio completo Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640; Biowest) suplementado con 10%
(v/v) SFB, (Biowest) y 1% de anti/anti (Biowest). Ambas lineas se incubaron a 37°C en atmosfera himeda

de 5% de CO..

Una vez que las células alcanzaron una confluencia del 80-90% se recolectaron por tripsinizacién y se
hicieron sub-cultivos. Para ello, se les retird el medio y se les afiadid una solucion de tripsina/EDTA (0.05%
tripsina y 10 mM EDTA,; Corning Cellgro), con la que se incubaron a 37°C por 5 min. Después, se les agregd
medio completo y todo el contenido de la caja de cultivo se pasé a un tubo para llevar a centrifugar a 1200
rpm por 5 min. Se desechd el sobrenadante y se resuspendié la pastilla celular con medio nuevo. Las células

fueron resembradas en cajas de cultivo nuevas.
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2.2.4.2 Ensayo de herida

El protocolo para este ensayo se aplicd de la misma manera para la linea celular MDA-MB-231/GFP y 4T1,
utilizando el medio correspondiente para cada una. Para comenzar las células fueron tripsinizadas y
contabilizadas en una cdmara de Neubauer. Después, en una placa de 12 pozos se depositaron 60000
células por pozo junto con 2mL de medio completo nuevo. La placa se dejé en incubacién en las
condiciones previamente mencionadas durante 12 h. Posteriormente las células se sincronizaron a fase
GO0/G1, para lo cual se descartd el medio completo y se les agrego medio sin SFB para dejar incubando en
periodo de hambruna durante 12 h. Transcurrido este periodo de hambruna, se le realizé el cambio a

medio completo nuevamente y se dejaron crecer hasta alcanzar un 80% de confluencia.

Una vez formada el monocapa celular se realizé la herida atravesando cada pozo con una punta estéril
para micropipeta de 200 pL. Nuevamente se descartd el medio viejo y se agregd nuevo junto con las
particulas virales, que fueron el BMV y CCMV nativos, que funcionan como controles, el BMV-SD133, BMV-
PEG-SD133, CCMV-SD133, CCMV-PEG-SD133, que son los tratamientos de interés, asi como la molécula
libre SD133 a concentracién de 5 uMy 10 uM. Ya que la SD133* esta disuelta en DMSO también se agregd
un control de DMSO a 10 uM. Cada placa se colocd en una incubadora acoplada al microscopio Lumascope
720 (Etaluma Inc.), que se programod para tomar una fotografia de cada pozo cada 10 min durante 24 h.
Las imagenes fueron analizadas con el programa ImageJ (National Institutes of Health) y el complemento

Wound_healing_size_tool desarrollado por Suarez-Arnedo et al. (2020).

2.2.5 Ensayos in vivo

2.2.5.1 Manejoy cuidado de ratones

Todos los experimentos con ratones se realizaron siguiendo las normas NOM-062-Z00-1999 y NOM-087-
ECOL-1995. Se adquirieron 26 ratones de la cepa BALB/cAnNCrl hembras de entre 4 y 5 semanas de edad
provenientes de la unidad de produccidn de la UAM-Xochimilco. El dia de la recepcién se tomo el peso de
cada uno de los ratones para después alojarlos en grupos de 5 en cajas de plexiglds preparadas con una
cama de virutas de Aspen (Nepco), agua potable y alimento solido (LabDiet), asi como un rollo de cartdn

y un pafiuelo de papel. Las jaulas fueron colocadas en un condominio Optimice (Animal care Systems),
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instalado en una habitacidn a 22°Cy con ciclos controlados de 12 h de luz/12 h de oscuridad. El cambio de

los ratones a cajas limpias se hizo cada 14 dias.

2.2.5.2 Cultivo de células 4T1 para la inoculacién

El cultivo de células se 4T1 se llevé a cabo como se describe en la seccidén 2.2.4.1. El dia de la inoculacion
las células se lavaron 2 veces con 6 mL de PBS. Luego, se incubaron por 5 min con 1.5 mL de tripsina/EDTA.
La reaccion se neutralizd con 8.5 mL de RPMI frio (4 °C) y esta suspension celular se centrifugé a 400xg por
10 min a 4 °C. Posteriormente, las células se lavaron 2 veces con PBS frio centrifugando en las ultimas
condiciones mencionadas. El botdn celular se resuspendié en 2 mL de PBS frio y se contaron las células
mediante tincién con azul de tripano en una camara de Neubauer. Por ultimo, se ajusté la concentracion

a 10° células/25uL de PBS.

2.2.5.3 Formacién de tumores primarios de cancer de mama en ratones

Los ratones ya de 6 a 7 semanas de edad fueron pesados y después inoculados con 10° células 4T1/25 pL
PBS, en la cuarta gldndula mamaria izquierda y derecha usando una jeringa de insulina de 300 pL con aguja
de 30G. El estado de los ratones y el desarrollo de los tumores fueron monitorizados hasta que los tumores
fueron palpables. El dia 9 post-inoculacidn se tomo el peso de los ratones y fue posible medir el largo (L) y
ancho (A) de todos los tumores utilizando un calibrador Vernier. Con estos datos fue posible hacer la

estimacion del volumen (V) de cada tumor usando la formula:

_ @AY (1)

\'
2

2.2.5.4 Administracién peri-tumoral de los tratamientos

Los ratones se dividieron en 4 grupos homogéneos respecto al volumen de sus tumores, para recibir los
tratamientos. Un grupo de 7 ratones fue asignado para recibir el vehiculo o placebo que fue PBS (pH 7.4).
A un grupo de 6 ratones se les administré 100 pg de BMV nativo, 7 ratones recibieron 1.3 pug de molécula
SD133* libre, y 6 ratones 100 ug de BMV-PEG-SD133* que llevan 1.3 pg del farmacéforo. Las cantidades

indicadas fueron administradas por tumor. El dia 10 post-inoculacion se realizé la primera administracion
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de 25 uL de cada tratamiento mencionado por via peri-tumoral usando una jeringa de 300 puL. Las
siguientes administraciones fueron los dias 13, 17, 20, 24 y 25 post-inoculacidn. El peso de los ratones, asi
como el ancho y largo de los tumores se continué midiendo un dia antes o el mismo dia de cada

administracion.

2.2.5.5 Eutanasia de los ratonesy diseccion de los tumores primarios

A la conclusién del experimento, los ratones fueron anestesiados con pentobarbital (90 mg/Kg, i.p.), se
confirmd la profundidad de la anestesia por la ausencia de reflejo en las patas traseras. Los ratones
anestesiados fueron eutanasiados por el método de dislocacidn cervical. Posteriormente, se extrajeron los

tumores, se pesaron y se tomaron imagenes digitales.

2.3 Analisis estadistico

Los resultados de caracterizacién y ensayos in vivo se analizaron estadisticamente por ANOVA de una via
(para una sola variable) o ANOVA de dos vias (para dos variables) con la prueba post-hoc de Dunnett, para
comparaciones de medias, con intervalo de confianza (IC) de 95%. Las pruebas se realizaron a través del

programa estadistico Minitab. Los valores de p <0.05 se consideraron estadisticamente significativos.

2.4 Obtencion del Nanoanticuerpo anti-CDH11

2.4.1 Cultivo de las transformantes 5aF’

Se contaba con el stock de glicerol de transformantes E. coli cepa 5aF’, que contenian los fagémidos
pComb3XSS con los genes VHH anti-CDH11 seleccionados por Rosales-Fuerte (2020). Se realizé un pre-
cultivo de 5 mL de dichas células en medio LB a 37 °C, agitando a 200 rpm, durante una noche (12-16 h).
Transcurrido el tiempo de incubacién, se hicieron diluciones 10, 102 y 10 del pre-cultivo y se tomaron
100 pL de este y de cada dilucidon para sembrarlos por extension en placas de LB agar suplementadas con

100 pg/uL de ampicilina y 2% de glucosa. Las 4 placas se incubaron a 37 °C por 24 h.
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Una nueva placa de LB agar-100 pg/ulL de ampicilina-2% de glucosa, fue dividida en cuadrantes de 1 x 1
cm numerados del 1 al 30. De la placa correspondiente a la dilucién 1073 se tomaron 30 colonias aisladas,
es decir, cada una se raspd y se estrio en una seccidn de la placa cuadriculada, respetando los limites

marcados. Finalmente, la placa se dejé en incubacién a 37 °C por 24 h.

2.4.2 PCR de colonias 5aF’

De la placa cuadriculada, se seleccionaron al azar 20 de las colonias aisladas y numeradas. Cada una se
muestreo en condiciones de esterilidad, y se resuspendié en 40 pL de agua Mili-Q, en tubos para PCR.

Estos tubos, se colocaron en el termociclador a 95 °C por 10 min.

Por otra parte, para cada 10 muestras, se preparé la mezcla de componentes para PCR como se describe
enlaTabla 1. Las secuencias de los oligonucleétidos VHHBack-Sfil y VHHFor-Sfil, se encuentran en el Anexo

A, Tabla 21.

Tabla 1. Mezcla de componentes para realizar la PCR de colonia.

Componente Volumen (pL)
Agua Mili-Q 42
Ready Mix Taq PCR Reaction mix (Sigma Aldrich) 100
VHHBack-Sfil (10 uM) 4
VHHFor-Sfil (10 uM) 4

En nuevos tubos para PCR, se agregaron 15 uL de la mezcla para la reaccion, mas 5 plL de cada colonia,
anteriormente resuspendida en agua Mili-Q. También, se colocé un tubo con los componentes, pero con

5 uL del vector pComb3XSS-VHH (5 ng/uL), para tener un control positivo.

Las muestras se colocaron en un termociclador MyCycler (BIO-RAD) y se programaron las condiciones de
reaccioén sefialadas en la Tabla 2. Al terminar, los productos de la PCR se analizaron por electroforesis en

geles de agarosa al 1%.



Tabla 2. Condiciones del termociclador para el PCR de colonia.

Ciclos Temperatura (°C) Tiempo
1 95 2 min
95 20s
30 65 20s
72 15s
1 72 1 min

2.4.3 Purificacion y PCR del ADN plasmidico

28

Diez de las colonias analizadas por PCR, presentaron el gen VHH de alrededor de 400 pb. Cada una de las

colonias identificadas, se tomé de la placa cuadriculada con un asa bacteriolégica y se sembré en 5 mL de

LB-100 pg/ml ampicilina-2% de glucosa, para dejar en incubacion a 37 °C y agitacién a 200 rpm, por una

noche (12-16 h). Posteriormente, el ADN de cada colonia se purificé usando el GenelET Plasmid Miniprep

Kit (Thermo Scientific).

La concentracién de los ADN plasmidicos purificados se obtuvo midiendo la absorbancia a 260 nm en el

espectrofotometro UV-Vis Nanodrop 2000c (Thermo Scientific). Se prepararon muestras de 500 ng de cada

plasmido, mas 1 pL del cebador VHHBack-Sfil (10 uM) y se enviaron a secuenciar al Instituto de

Biotecnologia-UNAM.

Tabla 3. Mezcla de componentes para realizar la PCR de los ADN plasmidicos purificados.

Componente Volumen (pL)
Agua Mili-Q 82
Ready Mix Tag PCR Reaction mix (Sigma Aldrich) 100
VHHBack-Sfil (10 uM) 4
VHHFor-Sfil (10 uM) 4
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Después, se realizé una PCR de los plasmidos purificados, para lo cual se preparé la mezcla de

componentes como se indica en la Tabla 3.

En tubos para PCR se agregaron 19 plL de la mezcla de componentes, con 1 ulL de los plasmidos purificados
y para el control, con 1 pL del vector pComb3XSS-VHH (5 ng/uL). Las reacciones se colocaron en el
termociclador programado en las condiciones mostradas en la tabla. Por ultimo, los productos de la PCR

se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%.

2.4.4 Transformacion en células electrocompetentes TOP10F’

A los ADN plasmidicos extraidos de las colonias nimero 10, 18, 19 y 26, se les asignaron las letras A, B, Cy
D, respectivamente. Para transformar la cepa de expresidn, se retiraron de ultracongelacién (-80 °C) 200
pL de células E. coli electrocompetentes TOP10F’ (Invitrogen) e inmediatamente se colocaron en hielo
junto con 4 celdas estériles para electroporacion. Después, 4 tubos para microcentrifuga de 1.5 mL, se
colocaron en hielo y, una vez frios, se agregaron a cada uno 50 pL de las células TOP10F’, junto con 2 uL

de los ADN plasmidicos A, B, C o D (un plasmido diferente para cada tubo).

Luego, se mezclaron por inversiéon cuidadosamente y se dejaron reposar en hielo durante 1 min. El
contenido de los tubos se transfirid a las celdas para electroporacion frias y de una en una, se colocaron
en la cdmara del equipo E. coli Pulser, programado para generar un pulso eléctrico de 2.5 kV (voltaje
necesario cuando se usan cubetas de 0.2 cm). El equipo se acciond una vez por cada celda, para enviar la
carga eléctrica a las células. Inmediatamente después, se retiré la celda de la cdmara y se agregaron 500
pL de medio SOC para resuspender las células, rapida pero suavemente. Cada suspensién celular, se

transfirié a tubos de 1.5 mL que posteriormente se incubaron a 37 °C durante 1 h, agitando a 200 rpm.

De cada cultivo de células transformadas se tomaron 10 plL y se llevaron a un volumen final de 1 mL en
medio LB, para obtener una dilucién 102. De los cultivos diluidos, se tomaron 50 pL para sembrarlos por

extension en placas de LB agar-100 pg/mL ampicilina, que se dejaron incubando 24 h a 37 °C.

Cuatro cajas nuevas de LB agar-100 pg/mL ampicilina se dividieron en cuadros pequefios numerados y de
cada placa de transformantes TOP10F’, se tomaron 30 colonias aisladas para resembrar e identificar cada

una en la placa cuadriculada, siguiendo el procedimiento que se describe a detalle en la seccién 2.3.1.
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2.4.5 Estandarizacion del protocolo de expresion del dominio VHH

Se establecié el protocolo de expresion del gen VHH usando el sistema pComb3XSS-TOP10F’, en base a lo

reportado por Andris-Widhopf et al. (2000), Ghamghami et al. (2020) y Lim et al. (2004).

De las placas A, B, C y D de transformantes TOP10F’ se tomaron diferentes colonias numeradas para
cultivar cada una en 5 mL de LB-100 pg/mL ampicilina durante una noche (12-16 h). Después, 1 mL de los
pre-cultivos, se transfirié a 10 mL de LB-100 pg/mL ampicilina. Estos cultivos se dejaron incubando a 37
°C, en agitacién a 200 rpm y se monitorizaron cada hora hasta que alcanzaron una densidad 6ptica a 600
nm (DOeoonm) de entre 0.6 a 1 (que alcanzara la DO adecuada, tomaba un tiempo de entre 3-4 h). Luego,
se les afadio Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) hasta alcanzar una concentracion final de 3 mM,
para inducir la expresion de la proteina incubando el cultivo a 30 °C, en agitacion a 200 rpm. De cada placa
de transformantes se seleccionaron las primeras 4 colonias; con las colonias de las placas Ay B se probd
un tiempo de induccién de 5 hy con las de las placas Cy D se probé la induccién por 24 h. Pasado el tiempo
de incubacién indicado, se recolectaron las células por centrifugacién a 6000xg por 15 min a Ta. Las
pastillas celulares se resuspendieron con 0.5 mL de solucién amortiguadora TES (Tris-HCI 50 mM, EDTA
0.53 mM, 20% sacarosa, pH 7.2 y filtrado con 0.2 um) frio y se agregé fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
para alcanzar una concentracion de 1 mM. Las muestras se pasaron a tubos para microcentrifuga de 1.5
mL y se llevaron a ultracongelacién a -80 °C durante 1 h. Después, se retiraron del ultracongelador y una
vez descongelados volvieron a congelarse 1 h mds. Este ciclo de congelacidn-descongelacién se realizd 5

veces (5 h aprox.).

Posteriormente, se centrifugaron a 13000xg durante 30 min a 4°C. Se recuperaron los sobrenadantes, los
cuales corresponden al extracto periplasmico (Ex. P.). Se tomaron muestras de 50 uL de cada uno para

realizar una electroforesis en gel de poliacrilamida 15%-SDS y el resto se almacené a -20 °C.

2.4.6 Estandarizacion del protocolo de extraccion de proteinas del espacio

periplasmico

El proceso de extraccién de proteinas se realizé de acuerdo a lo descrito por Andris-Widhopf et al. (2000),
Ghamghami et al. (2020) y Lim et al. (2004). Para la estandarizar este protocolo, se tomaron las colonias
C1 y D4 que mostraron expresion de una proteina de aproximadamente 15 kDa, correspondiente al Nb,

con el tiempo de induccién de 24 h. Ambas colonias se cultivaron en 5 mL de LB-100 pg/mL ampicilina
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durante una noche a 37 °C agitando a 200 rpm. Luego, 3 mL del pre-cultivo se pasaron a 30 mL de LB-100
pg/mL ampicilina y el nuevo cultivo se incubo a 37 °C a 200 rpm hasta alcanzar la DOgoonm de 0.7-1.0. En
este momento, se indujo el cultivo con IPTG 3 mM y se incubo a 30 °C agitando de 200 rpm durante 24 h.
Después, se tomaron muestras de 1 mL de cada cultivo para almacenar tubos de microcentrifuga a -20 °C.
Todo el volumen restante se centrifugo a 6000xg por 15 min a Ta para recolectar las células.
Posteriormente, cada botdn celular se resuspendié en 10 mL de solucién amortiguadora TES fria y también
se afiadié PMSF 1 mM. Se tomaron 2 muestras de 1 mL en tubos para microcentrifuga por cada cultivo.
Uno de los tubos de cada colonia se colocé en incubacion en hielo 5 h. El otro se llevd a congelar a -80 °C
por 15 min, luego se descongelo en hielo 15 min y se repitié el ciclo de congelacién-descongelacion una
vez mas, para después poner a incubar en hielo 4 h. De ambos tubos por cultivo se tomaron muestras de
100 pL a la primer y tercer hora del proceso de extraccién. Cada muestra se iba centrifugando a 13000xg,
30 min a4 °C, asi como el resto de la muestra a las 5 h. Por ultimo, se tomaron 50 pL de los sobrenadantes

para correr electroforesis en gel de poliacrilamida 15%-SDS.

2.4.7 Seleccion del protocolo de purificacion del Nb

Se probaron las técnicas de cromatografia por afinidad a iones metalicos (IMAC), precipitacion con sulfato
de amonio ((NH4)2S04) y cromatografia de exclusion molecular (SEC), para obtener la proteina purificada.
Para estos ensayos, se escogid la proteina expresada por la colonia D4. Primeramente, se realizé la
expresion y extraccién a mayor escala, con los protocolos previamente estandarizados. Un cultivo de 500
mL de D4 en medio LB-100 pg/mL ampicilina a DOgoonm 0.7-1.0 se indujo con IPTG 3 mM incubando por 24
h a 30 °C y agitando a 200 rpm. A continuacidn, el cultivo se centrifugo a 6000xg, 15min, se descarté el
sobrenadante y la pastilla celular se resuspendié con 25 mL de solucidén amortiguadora TES friay 1 mM de
PMSF. La mezcla se dejo incubando por 1 h en hielo y luego consiguidé el extracto periplasmico

centrifugando a 13000xg 30 min a 4 °C.

2.4.7.1 Cromatografia por afinidad a iones metdlicos inmovilizados (IMAC)

Se utilizé una columna para cromatografia por afinidad niquel HisTrap (Cytiva) de 5 mL, que se lavo con 10
volumenes de agua Mili-Q, usando la bomba peristaltica a 5 ml/min. Luego, se equilibré con 10 volimenes
de solucion amortiguadora de unién (Na;HPO4-NaH,PO4 50 mM, pH 7.4, 150 mM NacCl, 10% glicerol, 2 mM

de B-mercaptoetanol y 10 mM Imidazol) a 2 mL/min. En seguida, también a 2 mL/min, se pasaron por la
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columna los 25 mL de extracto periplasmico y después, se hizo un lavado pasando nuevamente 50 mL de
solucidon amortiguadora de unién. Finalmente, la proteina se eluyd con 10 mL de solucién amortiguadora
de elucién (Na;HPO4-NaH;P0O, 50 mM, pH 7.4, 150 mM NacCl, 10% glicerol, 2 mM de B-mercaptoetanol y
500 mM Imidazol) que se recolectaron en dos fracciones de 5 mL cada una. El resultado de la purificacion

se observo por electroforesis en un gel de poliacrilamida 15%-SDS.

2.4.7.2 Precipitacion con sulfato de amonio [(NH4)2S04]

Para probar este método, 5 mL de extracto periplasmico se repartieron en alicuotas de 1 mL en tubos para
microcentrifuga. A cada tubo se le agregaron diferentes cantidades de (NH4),SO4, para obtener soluciones
al 20%, 40%, 60% y dos muestras al 80% de esta sal. Los tubos se centrifugaron a 10000 rpm por 30 min y
se separaron las pastillas de los sobrenadantes. Las pastillas se resuspendieron en 100 pL de solucién
amortiguadora TES y Unicamente una de las muestras precipitadas con 80% de la sal, se centrifugd una vez
mas a 13000 rpm por 20 min para recuperar solo el sobrenadante. Muestras, tanto de las pastillas
resuspendidas como de los sobrenadantes, se analizaron por electroforesis en un gel de poliacrilamida

15%-SDS.

2.4.7.3 Cromatografia de exclusién molecular (SEC)

Primero, los 25 mL de extracto periplasmico se concentraron por ultrafiltracién utilizando un filtro Amicon
(Merck) de 10 kDa. Posteriormente, se le realizaron 3 lavados con solucién amortiguadora TE (Tris-HCI 50
mM, EDTA 0.53 mM, pH 7.2) usando el mismo filtro. La muestra se dejé en un volumen de
aproximadamente 1 mL que se llevd a centrifugar a 10000 rpm por 5 min, para eliminar los remanentes
de sacarosa. Se recuperd el sobrenadante que correspondia al extracto periplasmico en solucion

amortiguadora TE.

Para implementar la técnica de purificacion, se utilizé el sistema de cromatografia liquida AKTA prime plus
(GE Healthcare) con una columna HiPrep Sephacryl S-100 HR (Cytiva) equilibrada con soluciéon
amortiguadora Na;HPOs;-NaH,PO, 50 mM, pH 7.4, 150 mM NaCl, 15% glicerol y 2 mM de B-
mercaptoetanol. Se inyectaron 5 mL de muestra y posteriormente las proteinas se eluyeron en 120 ml de

la misma solucién amortiguadora que se recolectaron en fracciones de 1 mL.
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Las fracciones de interés correspondientes a los picos de absorcién a 280 nm, observados en el
cromatograma se analizaron por electroforesis en un gel de poliacrilamida 15%-SDS. Las que contenian la
proteina de =15 kDa pura, es decir el Nb expresado por la colonia D4 (NbD4), se mezclaron y concentraron.

La proteina purificada se cuantifico por método de Bradford.

2.4.8 Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)

La capacidad de la proteina purificada para unirse al EC1-CDH11, se demostré mediante un ensayo de
ELISA, usando una placa de fondo plano de 96 pocillos Nunc MaxiSorp (Invitrogen). En uno de los pozos se
agregaron 50 uL del anticuerpo de deteccion de anti-hemaglutinina conjugado a peroxidasa de rabano
(HRP-anti-HA.11, BioLegend) (0.02 pg/uL), en otro 50 pL del NbD4 (0.1 pg/uL) recién purificado, y otro con
50 pL del antigeno EC1-CDH11 (0.1 pg/uL, secuencia en el Anexo B). Posteriormente, la placa se dejo
incubando a 4 °C por una noche (12-16 h). Al dia siguiente, los pozos se lavaron con 200 L de solucidn
PBST (0.05% Tween-20 en PBS, pH 7.4) 3 veces, por 5 min cada vez, en agitacion basculante. Después, se
agregaron a los pozos con muestra y a uno mas vacio, 200 pL de solucidn de bloqueo (1% de albimina
sérica bovina [BSA] en PBST), que se dejaron incubando por 2 h agitando a Ta. Terminado el tiempo de
incubacién, se repitieron los lavados con PBST (3 veces por 5 min cada uno). Luego, a todos los pozos del
ensayo, se les afladieron 50 puL del NbD4, 10 uM, diluido en solucién de bloqueo. Este se dejé incubando
por 1 h en agitacidn a Ta. Se repitieron los lavados y luego se agregaron 50 pL de solucién 1:5000 de HRP-
anti-HA.11, en solucidn de bloqueo. Una vez mas, la placa se incubo por 1 h a Ta, agitando. Se realizé otra
ronda de lavados y finalmente, se afiadieron 50 uL de sustrato quimioluminiscente de peroxidasa a base
de luminol (Sigma Aldrich). Después de 15 min, se midié la emisién de quimioluniscencia (sin fuente de
excitacion) en el espectrofotémetro de fluorescencia Cary Eclipse (Agilent), con un tiempo de apertura de

50s.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Caracterizacion de las VNPs conjugadas con Sd-133*

3.1.1 Diametro hidrodinamico y potencial Z

Todas las VNPs bioconjugadas con SD133* se caracterizaron por DLS para determinar su tamafio promedio
en suspensién y su potencial Z a pH de 7.4. En la Tabla 4, se aprecia que el didmetro hidrodindmico de las
particulas de BMV-2 SD133* y BMV-4 SD133%*, se mantuvo similar al control, en cambio, se redujo
notablemente en las particulas de BMV- 6 SD133*. Dicho cambio en el tamafio fue significativo de acuerdo
con el analisis estadistico que arrojo un valor p=0.003 (Tabla 5). En cuanto al potencial Z, solo hubo pérdida
importante de la carga negativa en las BMV-2 SD133* (Tabla 4) pues en la prueba de Dunnett se encontré

diferencia significativa de este con respecto al control (p=0.042, Tabla 5).

Tabla 4. Diametro hidrodindmico y potencial Z de las particulas de BMV-SD133*

Virus Diametro hidrodinamico (nm) | Potencial Z (mV) pH 7.4
BMV control 31.6+43 -15.1+1.8
BMV-2 SD133* 324+5.9 -119+1.5
BMV-4 SD133* 315+4.1 -13.8+£0.8
BMV-6 SD133* 23.9+3.9 -149+0.8

Tabla 5. Pruebas simultaneas de Dunnett para la media del didmetro hidrodindmico y potencial Z de las BMV-SD133*

Diametro hidrodinamico Potencial Z
Diferencia de niveles
Diferencia de las medias | Valorp Diferencia de las medias Valor p
BMV-2 SD133* - BMV control 0.84 0.894 3.20 0.042
BMV-4 SD133* - BMV control -0.15 0.999 1.23 0.547
BMV-6 SD133* - BMV control -7.46 0.003 0.20 0.995

Acerca de las particulas de BMV PEGiladas, no se observd cambio en su tamafio en suspension (Tabla 6)
por ende, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas de este parametro (Tabla 7). Sin

embargo, el potencial Z fue considerablemente mds negativo en las BMV-PEG-4 SD133* y BMV-PEG-6
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SD133*, alcanzando una diferencia de medias con respecto al control de -5.07 y -7.53 respectivamente,
por lo cual esta modificacidn en la carga de las particulas si posee significancia estadistica (Tabla 7Tabla 6

y Tabla 7).

Tabla 6. Didmetro hidrodinamico y potencial Z de las particulas de BMV-PEG-SD133*.

Virus Didmetro hidrodinamico (hm) | Potencial Z (mV) pH 7.4
BMV control 29.0+5.4 -15.1+1.8
BMV- PEG-2 SD133* 28.8+4.7 -12.6 £0.9
BMV- PEG-4 SD133* 28.6 +5.3 -20.1+1.3
BMV- PEG-6 SD133* 29.2+4.9 -22.6+0.7

Tabla 7. Pruebas simultaneas de Dunnett para la media del didametro hidrodinamico y potencial Z de BMV-PEG-
SD133*.

Diametro hidrodinamico Potencial Z
Diferencia de niveles
Diferencia de las medias | Valorp | Diferencia de las medias Valor p
BMV-PEG-2 SD133*- BMV control -0.283 0.810 2.43 0.105
BMV-PEG-4 SD133*- BMV control -0.483 0.497 -5.07 0.003
BMV-PEG-6 SD133*- BMV control -0.193 0.924 -7.53 0.000

Por otra parte, se encontré que el didametro de CCMV aumenté al bioconjugarlo con mayor cantidad de
SD133*, lo que se presenta en la Tabla 8. Ademas, en la misma tabla se aprecia que el valor de potencial
fue menor cuando las particulas fueron funcionalizadas, y este valor se mantuvo cercano
(aproximadamente 17 mV) sin importar el nimero de moléculas por proteina de capside. Sin embargo,
ninguno de los cambios en ambos parametros fue estadisticamente significativo con base a los resultados

de la prueba de Dunnett mostrados en la Tabla 9.

Tabla 8. Diametro hidrodindmico y potencial Z de las particulas de CCMV-SD133*

Virus Diametro hidrodinamico (nm) | Potencial Z (mV) pH 7.4
CCMV control 326+6.4 -19.1+1.2
CCMV-2 SD133* 325+6.4 -17.5+0.8
CCMV-4 SD133* 33.7+6.8 -17.1+£1.0
CCMV-6 SD133* 33.9+6.4 -17.3+0.3
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Tabla 9. Pruebas simultaneas de Dunnett para la media del didmetro hidrodinamico y potencial Z de CCMV-SD133*,

Diametro hidrodinamico Potencial Z
Diferencia de niveles
Diferencia de las medias Valor p Diferencia de las medias Valor p
CCMV-2 SD133*- CCMV control -0.180 0.972 1.667 0.128
CCMV-4 SD133*- CCMV control 1.100 0.161 2.000 0.066
CCMV-6 SD133*- CCMV control 1.350 0.080 1.833 0.092

Finalmente, de manera similar a las particulas anteriores, las de CCMV-PEG-SD133* mostraron un
incremento del diametro al reaccionar con mayor cantidad del polimero y la molécula (Tabla 10). Pero, en
este caso el cambio de tamafio en CCMV-PEG-4 SD133* y CCMV-PEG-6 SD133* si se considerd
estadisticamente significativo (Tabla 11). Ademas, el potencial Z de CCMV-PEG-4 SD133* de -12.6 + 1.2,
disminuyd notablemente respecto al control (-19.1 + 1.2, Tabla 10). Aunque el potencial de las otras
particulas de CCMV PEGiladas solo bajo a aproximadamente -16 mV, también fueron cambios
estadisticamente significativos, ya que el valor p de la prueba de comparacién de medias de estas VNPs

esta por debajo de 0.05 (Tabla 11).

Tabla 10. Diametro hidrodinamico y potencial Z de las particulas de CCMV-PEG-SD133*

Virus Diametro hidrodinamico (nm) | Potencial Z (mV) pH 7.4
CCMV control 29.8+5.4 -19.1+1.2
CCMV-PEG-2 SD133* 30.1+6.9 -16.1+0.8
CCMV-PEG-4 SD133* 31.5+5.4 -12.6+1.2
CCMV-PEG-6 SD133* 32.6+6.7 -16.7 £ 0.7

Tabla 11. Pruebas simultaneas de Dunnett para la media del didmetro hidrodinamico y potencial Z de BMV-PEG-

SD133*,
Diametro hidrodinamico Potencial Z
Diferencia de niveles
Diferencia de las medias | Valor p | Diferencia de las medias | Valorp
CCMV-PEG-2 SD133* - CCMV control 0.330 0.906 3.033 0.014
CCMV-PEG-4 SD133* - CCMV control 1.697 0.058 6.567 0.000
CCMV-PEG-6 SD133*- CCMV control 2.763 0.005 2.433 0.042

3.1.2 Tamaiio promedio de las VNPs

Se obtuvieron por TEM las micrografias de los virus control y funcionalizados con las diferentes cantidades

de SD133* y se midieron 100 particulas por imagen. Los viriones de todas las micrografias observadas se
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mostraron integros y de geometria esférica. Con los datos obtenidos se realizaron las graficas de
distribucidon de tamafio y se calculd el didametro promedio de cada virus. Ademas, se llevé a cabo el ANOVA
de una via con comparacion de medias por el método de Dunnett para comparar la media de los virus

funcionalizados con la media del virus control.

En la Figura 8, se observan las micrografias del BMV control, y con la molécula conjugada directamente a

la capside, es decir, BMV-2 SD133*, BMV-4 SD133* y BMV-6 SD133*.
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Figura 8. Micrografias de las particulas de BMV conjugadas con SD133* obtenidas por TEM: (A) BMV control; (B)
BMV-2 SD133%*, (C) BMV-4 SD133* y D) BMV-6 SD133*. Las graficas de distribucion de tamafio se muestran en la
esquina inferior izquierda de cada micrografia. Barras de escala de 100 nm.

Los valores de didametro promedio correspondientes se presentan en la Tabla 12, donde se puede apreciar,
primero, como incrementé el tamafo de las particulas de 30.0 £ 1.4 nm del BMV nativo a 31.8 £ 1.1 nm

del BMV-4 SD133* y después disminuye 24% a 29.4 + 1.2 nm al recibir la mayor cantidad de SD133*. La
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Tabla 13 contiene los resultados de la prueba de Dunnett, en esta se observa que tanto BMV-4 SD133*
como BMV-6 SD133* tuvieron un didmetro significativamente diferente al BMV control, indicado por los

valores p=0.000 y p=0.005, respectivamente.

Tabla 12. Tamafio de las BMV-SD133*

Diametro
Virus
promedio (nm)
BMV control 30.0+1.4
BMV-2 SD133* 30.1+1.8
BMV-4 SD133* 31.8+1.1
BMV-6 SD133* 29.4+1.2

Tabla 13. Pruebas simultaneas de Dunnett para la media de tamafio de BMV-SD133*

Diferencia de niveles Diferencia de las medias Valor p
BMV-2 SD133* - BMV control 0.037 0.995
BMV-4 SD133*- BMV control 1.803 0.000
BMV-6 SD133* - BMV control -0.613 0.005

La Figura 9 es de las micrografias del BMV control y los tres tipos de BMV-PEG-SD133* obtenidos. La Tabla
14 muestra los diametros promedio de cada una de estas VNPs. En este caso, las particulas tendieron a
reducir de tamafio conforme mas PEG y farmacdforo fue dispuesto en la reaccion. Pasaron de 30.0 + 1.4
nm en el control a 29.30 + 1.1 nm del BMV-PEG-6 SD133*. Esta disminucién en el tamafio resultd

estadisticamente significativa al compararse con el BMV nativo (Tabla 15).

Tabla 14. Tamafo de las BMV-PEG-SD133*

Virus Diametro

promedio (nm)

BMV control 30.0+1.4
BMV- PEG-2 SD133* 30.9+0.9
BMV- PEG-4 SD133* 29.7+09

BMV- PEG-6 SD133* 29.30+1.1
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Figura 9. Micrografias de las particulas de BMV PEGiladas y conjugadas con SD133* obtenidas por TEM: A) BMV
control; B) BMV-PEG-2 SD133*; C) BMV-PEG-4 SD133* y D) BMV-PEG-6 SD133*. Las graficas de distribucion de

tamafio se muestran en la esquina inferior izquierda de cada micrografia. Barras de escala de 100 nm.

Tabla 15. Pruebas simultaneas de Dunnett para la media del tamafio de BMV PEG-SD133*

Diferencia de niveles Diferencia de las medias | Valor p
BMV-PEG-2 SD133*- BMV control 0.884 0.000
BMV-PEG-4 SD133*- BMV control -0.367 0.049
BMV-PEG-6 SD133*- BMV control -0.741 0.000

Tal como se mostré anteriormente para el BMV, la Figura 10 corresponde a las micrografias del CCMV control, y

las diferentes particulas de CCMV-SD133*. La Tabla 16 presenta el didmetro promedio de cada uno el cual va en

aumento junto con la cantidad de la molécula bioconjugada. El control tuvo un tamaiio promedio de 30.7 + 1.4

nm, el CCMV-2 SD133* permanecioé practicamente igual con 30.1 + 1.4 nm, el incremento comenzé en el CCMV-4

SD133* con 32.8 + 1.4 nm, un 6.8% mayor, y llegé hasta 7.8% con 33.1 + 1.8 nm del CCMV-6 SD133*. Dicho aumento

de tamafio fue estadisticamente significativo guiandonos por los valores p de la prueba de Dunnett mostrados en

la

Tabla 17.
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Figura 10. Micrografias de las particulas de CCMV conjugadas con SD133* obtenidas por TEM: A) CCMV control; B)
CCMV-2 SD133%*; C) CCMV-4 SD133* y D) CCMV-6 SD133*. Las graficas de distribucion de tamafio se muestran en la
esquina inferior izquierda de cada micrografia. Barras de escala de 100 nm.

Tabla 16. Tamafio de las CCMV-SD133*.

Virus Diametro

promedio (nm)

CCMV-CONTROL 30.7+1.4

CCMV-2 SD133* 30.1+1.4

CCMV-4 SD133* 328+1.4

CCMV-6 SD133* 33.1+1.8

Tabla 17. Pruebas simultdneas de Dunnett para la media del tamafio de CCMV-SD133*.

Diferencia de niveles Diferencia de las medias | Valor p
CCMV-2 SD133* — CCMV control -0.639 0.009
CCMV-4 SD133* — CCMV control 2.051 0.000

CCMV-6 SD133* — CCMV control 2.386 0.000
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Finalmente, la Figura 11 corresponde a las micrografias de TEM del CCMV control y las diferentes

condiciones de CCMV-PEG-SD133*. Como se presenta en la Tabla 18, CCMV-PEG-2 SD133* tuvo un tamafio

de 29.8 £ 1.5 nm, significativamente menor al control, el CCMV-PEG-4 SD133* permanecio igual al virus

nativo, mientras que CCMV-PEG-6 SD133* tuvo un tamafio de 31.8 + 1.8 nm significativamente mayor al

control. La significancia entre estas diferencias de tamafio por medio de las pruebas de Dunnett, se

presenta en la Tabla 19.
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Figura 11. Micrografias de las particulas de CCMV PEGiladas y conjugadas con SD133* obtenidas por TEM: A) CCMV
control; B) CCMV-PEG-2 SD133%*; C) CCMV-PEG-4 SD133* y D) CCMV-PEG-6 SD133*. Las graficas de distribucion de
tamafio se muestran en la esquina inferior izquierda de cada micrografia. Barras de escala de 100 nm.

Tabla 18. Tamafio de las CCMV-PEG-SD133*

Diametro
Virus
promedio (nm)
CCMV control 30.7+14
CCMV- PEG- 2 SD133* 29.8+1.5
CCMV- PEG- 4 SD133* 30.8+1.5
CCMV- PEG- 6 SD133* 31.8+1.8
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Tabla 19. Pruebas simultaneas de Dunnett para la media del tamafio de CCMV-PEG-SD133*.

Diferencia de niveles Diferencia de las medias | Valor p
CCMV-PEG-2 SD133*— CCMV control -0.919 0.000
CCMV-PEG-4 SD133*— CCMV control 0.074 0.973
CCMV-PEG-6 SD133*— CCMV control 1.070 0.000

En las micrografias de la Figura 8. Cy D, Figura 9. By C., Figura 10. B, Cy Dy Figura 11. B, Cy D, los viriones
presentan el centro oscuro, lo que les da una apariencia de dona. Durante el andlisis de las muestras se
descubrid que, en inicio, las particulas virales se mostraban integras, como en las micrografias de ambos
virus nativos, pero, a mayor tiempo de exposicion al haz de electrones, las particulas adquirian el aspecto
de dona. Este fendmeno ocurriéd mas rapido y fue mds evidente en las VNPs que reaccionaron con mayor
cantidad de SD133* (BMV-6 SD133*, BMV-PEG-6 SD133*, CCMV-6 SD133* y CCMV-PEG-6 SD133*) lo que
impidié tomar imdagenes antes de que cambiaran su apariencia. Aun asi se logré observar que los viriones
no mostraron dafio por las reacciones quimicas, pero fueron mas susceptibles al haz en relacién con la

modificacién quimica de su superficie.

3.2 Evaluacion de las VNPs bioconjugadas en cultivos celulares de MDA-MB-231

y4T1

Tras analizar los resultados de las caracterizaciones de todas las VNPs, se decidio utilizar las VNPs
obtenidas al funcionalizar los virus con la mayor cantidad de molécula SD133*, o sea, las BMV-6 SD133%,
BMV-PEG-6 SD133*, CCMV-6 SD133* y CCMV-PEG-6 SD133*. Las VNPs etiquetadas con el nimero 6
corresponden a las condiciones de reaccidn en la que se tienen 6 moléculas SD133* por proteina de
capside, en lo que sigue del escrito de tesis solo se hara referencia a ellas como BMV-SD133*, BMV-PEG-

SD133*, CCMV-SD133* y CCMV-PEG-SD133*.

Para evaluar si las VNPs escogidas, retardaban la migracion de células metastasicas, se realizaron ensayos
de cierre de herida, utilizando la linea celular de cdncer humano MDA-MB-231 y de cadncer de ratén 4T1.
Como se describid previamente en la metodologia, se tomaron imagenes del cierre de la herida durante
24 h después de los tratamientos con las VNPs correspondientes. En la Figura 12 y Figura 13 se muestra la
evolucidn del cierre de la herida en las células MDA-MB-231 a las 0, 12 y 24 h después del tratamiento; en

las imagenes del control a las 12 h el 4rea de la herida se observa completamente cerrada. El resultado fue



43
similar con cuando se agregd el BMV (Figura 12) y el CCMV nativos (Figura 13). En cambio, al afiadir las
particulas BMV-SD133* Y BMV-PEG-SD133* aln se observo area abierta a las 12 h de ensayo (Figura 12).
Es hasta las 24 h que las células alcanzaron al centro de la herida, pero aun es posible observar areas

carentes de células.

En las imagenes correspondientes al CCMV-SD133* a las 12 h, las células cubrieron la mitad superior del
campo observado de la herida y, al final del ensayo, estuvo cubierta casi por completo (Figura 13). En
seguida, en las células tratadas con CCMV-PEG-SD133* después de 24 h, se puede observar que la herida

no ha cerrado completamente (Figura 13).

Por ultimo, en la Figura 14 se muestran los ensayos de herida con la molécula libre y DMSO. Con SD133*
5 uM, las células migran para cubrir totalmente el espacio libre de células después de las 12 h de ensayo.
Las micrografias en los tiempos mostrados son muy parecidas a las del control. Al afiadir SD133* 10 uM,
la linea de la herida es mas notoria a mitad del ensayo que la del control y la misma molécula a menor
concentracién. En las imagenes correspondientes a las células con DMSO, la herida aun se observa abierta
a final de la prueba. En esta Figura destaca que los tamafios iniciales de las heridas son diferentes. Por

ejemplo, la del tratamiento con DMSO es casi el doble de ancha (1409 um) que la del control (827 um).

Aunque en las micrografias se pudieron observar diferencias en el movimiento de las células con los
tratamientos, la velocidad de migracién celular debe cuantificarse a través de alguna métrica. Se utilizaron
las imagenes capturadasalas 0, 4, 8, 12, 16, 20 y 24 horas de cada tratamiento para calcular el cierre del
area de la herida expresada como porcentaje. Los tamafios de la herida no son iguales al inicio del ensayo,
por lo que, para obtener valores fiables y comparables, se escalé en funcion del area menor y normalizé
el drea de cada una, esto con el fin de poder comparar cada uno de los ensayos de las heridas en funcion
del area de cobertura por las células para descartar o eliminar resultados erréneos debido a los diferentes
anchos de las heridas. Los porcentajes obtenidos en los tiempos mencionados se colocaron en el plano y
se les aplico ajuste polinomial. En el Anexo C, Tabla 22, se encuentran las ecuaciones y los coeficientes de
determinacién (R?) de cada ajuste realizado. En la Figura 15 se observé el ajuste sobre los datos del control,
la curva indica la velocidad de migracién de las células sin tratamiento. A las 8 horas la herida cerré en un
100% y fue la mas rapida en hacerlo. También, se evalué la SD133* a concentracion de 10 uM, que fue la
gue causo mas retraso en la migracion celular, y el drea se cubrié por completo hasta las 20 h. En la Figura
15.A se compard la migracién de las células que recibieron BMV y las VNPs de BMV. Los resultados de los
tratamientos con BMV nativo fueron muy cercana al control, aunque en este caso se retrasa la migracién

y la herida se cierra completamente hasta las 12 h.
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. Control
BMV-SD133 BMV Células MDA-MB-231

BMV-PEG-SD133*

Figura 12. Heridas realizadas en la linea celular MDA-MB-231 a las 0, 12 y 24 horas de ensayo; control, tratadas con
BMV, BMV-SD133* y BMV-PEG-SD133*.
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. Control
CCMV-SD133 ccmv Células MDA-MB-231

CCMV-PEG-SD133*

Figura 13. Heridas realizadas en la linea celular MDA-MB-231 a las 0, 12 y 24 horas de ensayo; control, tratadas con
CCMV, CCMV-SD133* y CCMV-PEG-SD133*.
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i . Control
SD133* 10 uM SD133* 5 uM Células MDA-MB-231

DMSO

Figura 14. Heridas realizadas en la linea celular MDA-MB-231 a las 0, 12 y 24 horas de ensayo; control, tratadas con
SD133* 5 uM, SD133* 10 uM y DMSO.
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En el caso de las VNPs BMV-SD133* el cierre de la herida es mas lento, se cerré por completo a las 16 h.,
similar al BMV-PEG-SD133* que habia cubierto el 99% a la misma hora. Sin embargo, el BMV-SD133* ya
habia alcanzado el 99% a las 12 h, cuando las de BMV-PEG-SD133* solo el 72%. En la Figura 15.B se
compararon los resultados de las células con CCMV y VNPs de CCMV. Aunque en las células con CCMV el
cierre de herida es ligeramente menor que el control a las 4 h, después alcanzan el 100% a las 8 horas, por
lo que su velocidad de migracién es practicamente equivalente a las células sin tratamiento. El CCMV-
SD133* retrasé la migracion las primeras 8 h de ensayo, sin embargo, logran cubrir la franja debido a la
herida a las 12 h. Con el CCMV-PEG-SD133* las células tuvieron un comportamiento similar a las de BMV-
PEG-SD133*, pero las primeras llegaron al 81% a las 12 hy a las 16 h al 100% de cierre. Por ultimo, en la
Figura 15.C, se compard la migraciéon con SD133* a concentracion de 5 uM vy, debido a que la molécula
esta disuelta en DMSO, se hizo un control de este agregando el mismo volumen que el de SD133* 10 uM.
Tanto la SD133* 5 uM como el DMSO disminuyen el porcentaje de cierre durante las primeras 12 h de

ensayo. Al llegar a esta hora, con SD133* 5 uM alcanzaron el 100% y con DMSO el 97%, es decir, el efecto

fue practicamente el mismo.
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Figura 15. Porcentaje de cierre de herida en MDA-MB-231 con ajuste polinomial: reduccién del area de herida a
través del tiempo de las células control y tratadas con SD133* 10 UM en comparacion con (A) las tratadas con BMV
nativo, BMV-SD133* y BMV-PEG-SD133*; (B) tratadas con CCMV nativo, CCMV-SD133* y CCMV-PEG-SD133%*; (C)
tratadas con SD133* 5 uM y control de DMSO.

Al igual que para las células MDA-MB-231, se muestran imagenes representativas a las 0, 12 y 24 h de los
ensayos de herida en células 4T1. La herida en el caso de las células control, estuvo totalmente cerrada
paralas 12 h de la prueba (Figura 16 y Figura 17). Lo mismo se observo en la prueba del CCMV-PEG-SD133*
(Figura 17). Al agregar BMV y BMV-SD133* aun habia una delgada franja abierta a mitad del ensayo (Figura
16), mientras que con CCMV apenas cerré aproximadamente la mitad del area en la segunda imagen
(Figura 17). En el caso de la evaluacién de las VNPs BMV-PEG-SD133* (Figura 16) y CCMV-SD133* (Figura

17) a las 24 h presentaron una destacable zona libre de células.



BMV-SD133" BV Células 47"

BMV-PEG-SD133*

Figura 16. Heridas realizadas en la linea celular 4T1 a las 0, 12 y 24 horas de ensayo; control, tratadas con BMV, BMV-
SD133* y BMV-PEG-SD133*.



. Control
CCMV-SD133 CCmv Células 4T1

CCMV-PEG-SD133*

Figura 17. Heridas realizadas en la linea
CCMV-SD133* y CCM-PEG-SD133*,

celular 4T1 a las 0, 12 y 24 horas de ensayo; control, tratadas con CCMV,



50

. Control
SD133" 5 uM Células 4T1

SD133* 10 pyM

DMSO

Figura 18. Heridas realizadas en la linea celular 4T1 a las 0, 12 y 24 horas de ensayo; control, tratadas con SD133* 5
UM, SD133* 10 uM y DMSO
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En cuanto a los ensayos con la molécula libre, en la Figura 18 se aprecia que con ambas concentraciones
de SD133* y con DMSO, la linea de la herida esta abierta a las 12 h, a diferencia del control donde ya esta
completamente cubierta. Aunque al término de la prueba las zonas de las heridas son casi imperceptibles,

en las que recibieron DMSO se observan mds espacios libres de células al centro de laimagen y hacia arriba

del campo.

Igualmente se calcularon los porcentajes de cierre de herida para los ensayos con la linea 4T1, tomando
imagenes cada 4 h durante un dia y se realizd el ajuste polinomial de los datos. En la Anexo C, Tabla 23 se
presentan las ecuaciones y valores de R? de cada ajuste. El control de estas células abarco toda el drea de

rayado a las 12 h de la prueba, como se aprecia en las graficas de la Figura 19.
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Figura 19. Porcentaje de cierre de herida en 4T1 con ajuste polinomial: reduccién del area de herida a través del
tiempo de las células control y tratadas con SD133* 10 uM en comparacién con (A) las tratadas con BMV nativo,
BMV-SD133* y BMV-PEG-SD133*; (B) tratadas con CCMV nativo, CCMV-SD133* y CCMV-PEG-SD133*; (C) tratadas
con SD133* 5 uM y control de DMSO.

Los resultados también se presentan en 3 grupos; la grafica A para las células tratadas con VNPs de BMV,
la B para las de VNPs de CCMV y la C, para las concentraciones probadas de SD133* y el control de DMSO.
El BMV logro retrasar la migracion celular, pues estas alcanzan el 100% de cierre a las 16 h. E| BMV-SD133*
detiene un poco mas la migracién y cierra completamente la herida las 20 h al igual que la SD133* 10 uM.
El mayor efecto se alcanzé con BMV-PEG-SD133* pues las células tratadas con ellas cerraron un 98% de la
zona rayada a las 24 h. La migracién de las células con CCMV, CCMV-PEG-SD133* y SD133* 10 uM mostro
la misma tendencia y coincidieron a las 20 h de prueba. Aunque el porcentaje de cierre de herida es mayor
al de los ultimos tres tratamientos mencionados cuando se agregd el CCMV-SD133*, fue el que interfirio
por mas tiempo, ya que la herida sané completamente hasta las 24 h. Por ultimo, en la Figura 19.C se
muestra que la tendencia en el cierre de herida fue la misma con SD133* 5 uM y 10 uM. Las células

tardaron mads en cubrir la zona libre cuando se les afladid DMSO, lo que indica que el solvente puede
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afectar la migracién de la linea 4T1 a las concentraciones evaluadas. Con los resultados observados en las
micrografias y los porcentajes de cierre de herida, se llegd a la conclusidon de que las particulas de BMV-

PEG-SD13* retrasaron la migracion celular tanto en la linea MDA-MB-231 como en las 4T1.

3.3 Evaluacion las VNPs biocojugadas en un modelo murino de cancer de mama

Después de haber analizado los resultados obtenidos de las VNPs en cultivos celulares, se realizd la
evaluacidn de estas in vivo. Para realizar el estudio in vivo se utilizaron las VNPs derivadas del virus BMV y
conjugadas con PEG y SD133*, esto de acuerdo con lo obtenido del estudio de ambas lineas celulares. Los
ratones BALB/cAnNCrl se mantuvieron y se monitorearon por 11 dias antes de realizar la inoculacién con
las células 4T1, durante los cuales se integraron a su colonia, presentaron una conducta de alerta, aspecto

nutrido e hidratado, pelaje brillante, buen tono muscular, conducta vivaz y aumento de peso.

El estado de salud de los ratones se siguid monitoreando después de la inoculacidn de las células 4T1 y
hasta un dia antes de la eutanasia. Durante casi todo el experimento, el peso promedio de cada grupo fue
incrementando, a excepcién del noveno dia post-inoculaciéon, para los grupos que recibirian el placebo y
el BMV, y el ultimo dia de medicién, cuando la media disminuyé de forma similar en todos los grupos

(Figura 20.A).
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Figura 20. Monitoreo del peso de los ratones: (A) pesos promedios de los ratones por cada grupo (+EEM); (B)
porcentaje promedio de cambio en el peso de los ratones (+ EEM). EEM: Error estandar de la media.
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Ademas, se calcularon los porcentajes de ganancia de peso que se muestran en la Figura 20.B, donde el
peso promedio inicial, al dia de la inoculacidn (dia 0) fue considerado como el 100%. En este grafico es mas
notable la caida en el peso de los grupos del placebo y BMV, después del cual el porcentaje incrementé
gradualmente hasta el dia 23, lo que concuerda con lo ocurrido en la grafica A. Es destacable que el grupo
de ratones con menor peso promedio fue el que recibié las VNPs de BMV-PEG-SD133*, pero a su vez, fue

el grupo con mayor ganancia de peso, (curvas de color azul en las graficas de la Figura 20).

El volumen promedio de los tumores incrementd durante el periodo del experimento en todos los grupos
(Figura 21.A). Sin embargo, el promedio final del grupo que recibié BMV y BMV-PEG-SD133* fue menor en
un 19% y 23% respectivamente (Figura 21.B). Al realizar la prueba ANOVA de dos vias con método de
Dunnett (IC de 95%), para comparar la media de los grupos que recibieron tratamientos con respecto al
gue recibid el placebo, no se encontré ninguna diferencia significativa. A pesar de esto, es notable la
comparacién entre BMV-PEG-SD133* y el grupo control que arrojo un valor p=0.0583, el cual podria

considerarse significativo ampliando el nivel de significancia.
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Figura 21. Cambio en el volumen de los tumores: (A) volimenes promedio de cada grupo (+EEM); (B) acercamiento
alos promedios del dia 25. Se realizd un ANOVA de dos vias con método de Dunnett (valor p £0.05 indica significancia
estadistica). EEM: Error estandar de la media.

Después de la eutanasia de los ratones, se extirparon todos los tumores y se pesaron. Se encontré que el
peso promedio de los tumores tratados con BMV y BMV-PEG-SD133*, fue menor al del grupo placebo en
un 12% vy 20% respectivamente. Se realizé una prueba ANOVA de una via con método de Dunnett (IC 95%),
para determinar si la diferencia entre la media de los dos grupos mencionados era significativa con

respecto al control. Dado que los valores p de todas las comparaciones fueron superiores a 0.05, no se
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encontré diferencia estadisticamente significativa (Figura 22.A). No obstante, tanto el volumen como el
peso de los tumores que recibieron BMV-PEG-SD133* fueron consistentemente menores. Ademas, las
imagenes de los tumores izquierdos, de los grupos de ratones tratados con BMV y BMV-PEG-SD133*
(Figura 22.B), muestran que estos son mas pequeiios en comparacion con los del grupo control y los

tratados con la molécula SD133* libre.
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Figura 22. Tumores izquierdos extirpados: (A) peso de los tumores de cada grupo; (B) imagenes de los tumores
izquierdos de cada. Se realizé un ANOVA de una via con método de Dunnett (valor p < 0.05 indica significancia
estadistica).

3.4 Amplificacion y secuenciacion de los fragmentos VHH

Como se menciond anteriormente, otra de las estrategias para bloquear la CDH-11 es por medio de los
Nbs. A continuacién, se muestran los resultados obtenidos partiendo de células 5aF infectadas con los
bacteriéfagos recombinantes M13 anti-CDH11 previamente recuperados después de tres rondas de
seleccidn (Rosales-Fuerte, 2020). Al realizar la PCR de diferentes colonias 5aF numeradas, se amplificaron
los fragmentos VHH de las colonias positivas. En la Figura 23 se sefialan con flechas rojas los fragmentos
de aproximadamente 400 pb que corresponden a las secuencias de los Nbs anti-CDH11. En la misma Figura
letra C, se aprecia que las PCR de algunas colonias se repitieron (12, 14, 15, 20), para asegurar o descartar

completamente la presencia de la secuencia de interés.
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Figura 23. Geles de agarosa (1%): amplificacion de los fragmentos VHH; (A) del primer grupo de transformantes 5aF’;
(B) del segundo grupo de transformantes 5aF’; (C) tercer grupo de transformantes 5aF’ elegidas al azar.

Dado el resultado anterior, se seleccionaron las colonias 4, 7, 10, 14, 18, 19, 21, 24, 25 y 28 para la
purificacién de su ADN plasmidico. Después de la purificacidn, se realizaron PCRs de los 10 ADN, para
amplificar y comprobar la presencia de los fragmentos VHH. En la Figura 24, se muestran los geles de
agarosa obtenidos tras la electroforesis, donde se destaca con recuadros rojos que todas las muestras
seleccionadas contenian el fragmento de 400 pb. Por ello, estos fueron los 10 ADN que se enviaron a

secuenciar.
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Figura 24. Geles de agarosa (1%): amplificacidn del fragmento VHH a partir de los ADN plasmidicos purificados; (A)
de las primeras 8 colonias; (B) ultimas dos colonias positivas.

Las secuencias de ADN de las colonias elegidas (4, 7, 10, 14, 18, 19, 21, 24, 25 y 28) mostraron varias
incertidumbres, lo que impidié continuar con el modelado molecular para la seleccién del Nb anti- CDH11
con mejor afinidad por su antigeno. Sin embargo, secciones de aproximadamente 400 pb de cada ADN (las
partes con menor nimero de incertidumbres), pudieron ser analizadas utilizando el software en linea Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST®) del National Center for Biotechnology Information (NCBI) y verificar

la presencia de regiones conservadas en Nbs derivados de Camélidos.

En la Tabla 20, se muestran los nimeros de colonia de las que procedian los ADN que arrojaron
coincidencias en la alineacién. En la segunda columna, estd la letra asignada para identificar a cada uno de
estos ADN. Después, se muestra la longitud de la seccién de la secuencia ingresada al BLAST®.
Posteriormente, se presenta entre paréntesis el nimero de resultados que coincidieron con la secuencia
ingresada y el Nb previamente reportado que tuvo mayor similitud, lo que se refleja en la dltima columna
como porcentaje de identidad. Ya que los ADN, ahora nombrados A, B, C y D, mostraron mayor
probabilidad de ser secuencias de Nb anti-CDH11, se utilizaron para seguir la nueva estrategia de expresar

y obtener las proteinas.
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Tabla 20. Resultados de alineacion de segmentos de ADN plasmidicos con secuencias de Nbs de camélidos.

N° de . . .. Porcentaje de
colonia ADN Longitud (pb) Resultados de la alineacion identidad

10 A 354 (53 - 406) (6) Cadena A, Nanoanticuerpo Nb26 [Lama 54.0
glama]

18 B 401 (1 - 401) (18) Cadena A, Nanoanticuerpo Nb26 [Lama 56.5
glama]

19 c 405 (3 - 407) (16) Cadena A, Nanoanticuerpo Nb26 [Lama 58.6
glama]

2 b 361 (1—361) (1) NbBCII10 humanizado (FQLA mutante) 60.0

[Camelus dromedarius]

3.5 Expresion del fragmento VHH y extraccion de la proteina del espacio

periplasmico.

Primero los 4 fagémidos seleccionados, se utilizaron para electrotransformar la cepa de expresiéon
TOP10F'. Como se menciond, 30 colonias de transformantes de cada ADN se aislaron e identificaron.
Posteriormente, para estandarizar los protocolos de expresion, se probaron dos tiempos de induccidn a
diferentes temperaturas de incubacion. 3 colonias del ADN Ay B, se indujeron por 5 h a 37 °C, mientras
que 4 colonias del ADN Cy D, se sometieron a temperatura de 30 °C por 24 h. Las proteinas de las células
inducidas (Cels.) se analizaron por electroforesis en los geles de poliacrilamida que se presentan en la

Figura 25.
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Figura 25. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS al 15%: proteinas celulares (Cels.) de diferentes transformantes;
(A) con el ADN A (A1-A3)y ADN B (B1-B3); (B) con el ADN C(C1-C4)y ADN D (D1 - D4). Los controles corresponden
a las colonias no inducidas.
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Por una parte, ninguna de las transformantes Ay B (Figura 25.A) poseia la proteina de interés que deberia
de ser de aproximadamente 15 kDa, al contrario de las células inducidas C1, C2, C3, C4, D2 y D4 (Figura
25.B), pues se observé claramente una banda del peso molecular esperado, resaltado por la linea roja.
También, se destacd la diferencia con el control de C1 (colonia sin inducir), que muestra una banda mucho

mas tenue que la de las mismas células que pasaron por la induccion.
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Figura 26. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS al 15%: proteinas en extracto periplasmico (Ex. P.) de diferentes
colonias con el ADN C (C1 - C4) y ADN D (D1 - D4).

Después, se tomaron las células a las que se les logro inducir la expresidn, para probar la extraccién de
periplasma utilizando la solucién amortiguadora TES y ciclos de congelacidon-descongelacién. Las proteinas
del Extracto periplasmico. se analizaron en el gel desnaturalizante de poliacrilamida (Figura 26), el cual
presenta las bandas de interés resaltadas por la linea roja. El resultado concuerda con lo observado en la
Figura 25.B, pues solo las colonias que habian presentado estas bandas, las mostraron también en

periplasma.

Con la finalidad de optimizar el tiempo de extraccidén de la proteina y tratar de disminuir la cantidad de
proteinas celulares descartables, se escogieron las colonias C1 y D4, que fueron las mas destacadas en

ultimo gel (Figura 26), para ensayar diferentes tiempos de extraccidn y en diferentes condiciones.
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Figura 27. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS al 15%: proteinas célulares (Cels.) y de extracto periplasmico
(Ex. P.) a diferentes horas de incubacidn en hielo (H nim. horas) o en ciclos de congelamiento-descongelamiento (C
nam. de horas); (A) transformantes C1; (B) transformantes D4.

Se encontré que las proteinas en periplasma fueron las mismas tanto incubando en hielo durante 1,3y 5
h, como congelando-descongelando las células en los diferentes tiempos, lo cual se aprecia en la Figura
27. En la misma figura, la linea roja resalta las bandas de =15 kDa, propias de los Nbs anti-CDH11. Las
proteinas de las células sin induccion (Cels. Control), muestran una banda tenue, en tanto las inducidas,
una mas notoria (Cels. Inducidas). En cuanto a las bandas de los extractos periplasmicos, si bien todas
tuvieron una intensidad y grosor similar, segun la colonia de donde procedian, las proteinas obtenidas de

las transformantes D4 fueron particularmente mas intensas (Figura 27.B).

3.6 Purificacion del NbD4

La seleccidon del método de purificacién de la proteina se realizé con el Extracto periplasmico. de las
transformantes D4, pues aparentemente se extrajo mayor cantidad de proteina a partir de estas. Primero,
se intentd la purificacion por cromatografia de afinidad a niquel, aprovechando la etiqueta de 6 histidinas
(6xHis) que contiene la proteina de interés. El resultado de esta técnica se analizd por electroforesis en el
gel de poliacrilamida de la Figura 28.A. Se corrieron muestras de las proteinas de las células D4 sin inducir
e inducidas, asi como del Extracto periplasmico D4 antes de pasar por la columna de niquel, en las cuales
se distingue claramente el Nb (resaltado con la linea roja). En la quinta columna se observé que el extracto
periplasmico D4 después de pasar por la columna, siguié conteniendo la proteina de interés, es decir, no
fue retenida al interactuar con el niquel como se esperaba. En la columna del lavado se distinguen unas

bandas tenues del restante de proteinas que no fueron atrapadas y finalmente, estan las fracciones de la
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elucion, donde se aprecia que la proteina separada por la cromatografia fue una de aproximadamente 18

kDa (senalada por flechas rojas) que no resultd de interés particular.
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Figura 28. Electroforesis en gel de poliacrilamida 15%-SDS: (A) cromatografia de afinidad a niquel; (B) precipitacion
con (NH4)2SO4

En la Figura 28.B, se presentan los resultados de la prueba de purificacidn con sulfato, para la cual se utilizé
como control el Extracto peripldsmico D4 (primera flecha roja), que se puede comparar con el precipitado
de 20% de (NH4).SO4 (segunda flecha roja), lo que indica que la proteina de interés precipité desde el
menor porcentaje de sal afiadida. Sin embargo, se nota que las demads proteinas de la muestra, que
corresponden a las bandas por encima de la linea roja, también estan precipitando, es decir, no se logré
aislar ni mejorar la pureza de la proteina deseada utilizando este método. Cabe aclarar que el aspecto
inconcreto de las bandas en el gel, es debido a los residuos de (NH4),SO4, el cual, para fines practicos, no

se elimind de las muestras analizadas.

El ultimo método de purificacién probado fue el de cromatografia de exclusion molecular, a través del cual
se obtuvo el cromatograma de la Figura 29. En este, el pico que aparecié a los 150 min es propio de las
proteinas menores a 30 kDa, por lo que las fracciones de la 35 a la 45 podian contener la proteina de
interés (Figura 29.B). Esto se comprobd por medio de la electroforesis en gel de poliacrilamida (Figura 30)
realizada con las muestras de fracciones dentro del intervalo mencionado y muestras de un poco antes

(fraccion 25) y un poco después del pico (fraccion 59).
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Figura 29. Cromatograma de la purificacion por cromatografia de exclusion molecular: (A) El cromatograma completo
muestra un pico a los 150 min que concuerda con la elucién de proteinas menores a 30 kDa; (B) Acercamiento al pico
de interés, donde se sefialan en rojo el nimero de las fracciones que le corresponden.

También, se corrio el extracto periplasmico D4 concentrado, en el cual se localizéd notablemente la banda
deseada (a la izquierda encerrada con rojo, Figura 30) y se puede comparar con las bandas de las
fracciones. Se observé que efectivamente en las fracciones (F.) del pico seleccionado, contenian la proteina
del NbD4 purificado, dado que se elimind completamente la presencia de las demds proteinas celulares.

Es por ello, que esta técnica se seleccioné como método de purificacidon en un solo paso.
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Figura 30. Electroforesis en gel de poliacrilamida 15%-SD: cromatografia de exclusién molecular; fracciones (F. nim.
de fraccién). Encerradas con rojo las bandas de la proteina NbDA4.
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Una vez identificadas las fracciones de la proteina purificada (de la 37 a la 45), estas se mezclaron y
concentraron para realizar la cuantificacién por método de Bradford. La cantidad de proteina obtenida del
cultivo de 500 mL fue 8.53 mg, por lo tanto, el rendimiento de produccién fue de aproximadamente 17

mg/L de cultivo inducido.

3.7 Identificacion del NbD4 a través de ELISA

Con en el ensayo de ELISA, se probé la capacidad de unién de la proteina purificada al antigeno EC1-CDH11.
Para analizar el resultado se midid, por triplicado, la emisidon de quimioluminiscencia en cada pozo. En la
Figura 31, se muestran los espectros construidos con los valores de intensidad promedio, en los cuales se
observé el pico de maxima emision a 450 nm. El control positivo, que fue Unicamente el anticuerpo de
deteccion conjugado a peroxidasa HRP-anti-HA.11, tuvo el espectro de mayor intensidad promedio (curva
negra), seguido de la muestra del NbD4 detectado por el HRP-anti-HA.11 (curva roja). En tercer lugar,
aparecio la sefial debida al anticuerpo de deteccion ligado a la etiqueta de HA del NbD4, a su vez unido a
su antigeno (curva azul). Por ultimo, el espectro del control negativo corresponde a la quimioluminiscencia

basal emitida por el reactivo revelador (curva naranja).

400
i Control positivo
350 |- —— NbD4
K ——EC1-CDH11 - NbD4
—_ 300 + Control negativo
q o
3 250 +
g 200 +
o i
(7)) L
c 150
3 L
c 100
50 -
0k
1 1 1 " 1 " 1 " 1

400 450 500 550 600

Longitud de onda (nm)

Figura 31. Espectros de emision promedio de quimioluminiscencia (el drea sombreada representa las barras de
+EEM). prueba de ELISA; control positivo: pozo con HRP-anti-HA.11; control negativo: pozo bloqueado con BSA. EEM:
Error estandar de la media.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 VNPs bioconjugadas con SD133*

En este trabajo de investigacion se obtuvieron de particulas de BMV y CCMV conjugadas con el
farmacéforo SD133%*, a través de la funcionalizacion de la superficie externa de la capside viral. Se
realizaron dos tipos de reaccién de funcionalizacién; una para promover la unién directa de SD133* a la
particula y otra utilizando PEG como ligando entre el virus y la molécula en cuestion. Para estandarizar los
protocolos de ambos tipos de reaccién, cada una se hizo en diferentes condiciones, agregando 3
cantidades distintas de reactivos y de SD133*. Posteriormente, todas las VNPs producidas se
caracterizaron por DLS y TEM. De las reacciones de funcionalizacién directa se obtuvieron: BMV-2 SD133%,
BMV-4 SD133*, BMV-6 SD133*, CCMV-2 SD133*, CCMV-4 SD133*, CCMV-6 SD133* y de las reacciones de
funcionalizacion con PEG, se obtuvieron: BMV-PEG-2 SD133*, BMV-PEG-4 SD133*, BMV-PEG-6 SD133%,
CCMV-PEG-2 SD133*, CCMV-PEG-4 SD133*, CCMV-PEG-6 SD133*. Es importante tener en cuenta que los
numeros 2, 4 y 6, se refieren al nimero de moléculas por proteina de cdpside que estuvieron disponibles

durante la reaccién.

La reaccion de funcionalizacién directa va dirigida a los sitios carboxilo de la capside, que son en total 3060
en el BMVy 1980 en el CCMV (Gillitzer et al., 2002; Running et al., 2012; Yildiz et al., 2012). Las condiciones
de reaccion utilizadas fueron para activar como maximo 1080 sitios carboxilo y evitar la agregacion de las
particulas por la activacién de demasiados grupos disponibles (Gillitzer et al., 2002). En cambio, para unir
a la capside el ligando PEG, fueron activados los sitios sulfhidrilo de los virus, que Unicamente son 180 en
el BMV y 360 en el CCMV. Como, evidentemente, el nimero de sitios es mucho menor, en este caso las
cantidades de reactivos y de SD133* se mantuvieron con altos excesos molares, para asegurar la activacion
de la mayor cantidad de sitios presentes en la capside (Wen et al., 2012; Yildiz et al., 2012). En el caso de
las VNPs de BVM con PEG-SD133* pueden contener 6 veces menos moléculas en comparacion con las
VNPs con SD133, en el caso de que todos los grupos carboxilos del exterior de la capside fueran

funcionalizados. En contraste, para el caso del CCMV se tienen 3 veces menos moléculas de PEG-SD133*.

Se ha comprobado que las particulas virales son estructuras dindmicas y flexibles que pueden adoptar
diferentes conformaciones dependiendo del tamafio de su nucleo (por ejemplo, al ser cargados con algun

nanomaterial) y/o de las modificaciones en su superficie (Z. Chen et al., 2016; Running et al., 2012; Strugata
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et al., 2017). Los cambios en el tamafio y forma se han podido medir a través de DLS y por imagenes de
TEM de los virus, asi como los cambios en la carga superficial pueden identificarse por mediciones de
movilidad electroforética y potencial Z (Z. Chen etal., 2016; Duran-Meza et al., 2021). Por ello, al
caracterizar las VNPs conjugadas con SD133*, se buscaron diferencias significativas entre estas y los virus
nativos, para lo cual se realizaron pruebas ANOVA de una via con método de Dunnett, para comparar la
media de cada uno de los pardmetros medidos (didametro hidrodindmico, tamafio y potencial Z), con la

media del control correspondiente.

Los valores de diametro hidrodinamico de las particulas de BMV-SD133* fueron un 24% menores cuando

hubo mayor cantidad de molécula durante la reaccién (Tabla 4), es decir, las BMV-6 SD133* se redujeron
significativamente (Tabla 5). Este comportamiento coincide con los cambios de tamaio medidos a partir de las
micrografias de TEM (Tabla 12). Aunque la disminucidon fue solo del 2%, el analisis estadistico demostré que fue

una diferencia significativa (

Tabla 13). El diametro hidrodindmico de las diferentes particulas de BMV conjugadas a PEG y SD133*, fue
practicamente el mismo que el del control (Tabla 6). Solo en los resultados obtenidos por TEM del BMV-

PEG-6 SD133* fue significativa la disminucién del 2.3% del tamafio del virus (Tabla 14).

Por otra parte, los virus de CCMV conjugados con SD133* incrementaron su tamaifio por DLS un 3.9%
cuando se agregé mas SD133* a la reaccién (Tabla 8). Sin embargo, el andlisis estadistico indicé que este cambio
no fue significativo, al contrario de los tamafios de TEM (Tabla 16), que también aumentaron 6.8% el CCMV-4

SD133* y 7.8% el CCMV-6 SD133%*, pero el incremento si resulté significativo (

Tabla 17). Por ultimo, las VNPs de CCMV-PEG-SD133* mostraron incremento importante tanto en el
didmetro hidrodinamico de 9.4% (Tabla 10 y Tabla 11), como en el tamaiio medido con las micrografias de

TEM de 3.6% (Tabla 18 y Tabla 19).

Anteriormente, se observd que particulas de CCMV al ser funcionalizadas con fluoréforos o PEGiladas,
pueden sufrir aumento de tamafio por la presencia de las estructuras anadidas a la superficie viral
(Comellas-Aragonés et al., 2009; Gillitzer et al., 2002), lo que se constatoé con los resultados de las distintas
VNPs de CCMV. Sin embargo, esto no ocurre de la misma forma en todos los casos ni en todos los virus,
pues también influyen las condiciones de reaccién en el fenédmeno de “hinchamiento” del virus y, siendo
el caso, es importante la conformacidn que adopte el PEG unido al virus (Z. Chen et al., 2016; Gillitzer et al.,

2002; Steinmetz y Manchester, 2009). Ademas, se ha descubierto que el mismo tipo de VNPs puede
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mostrar diferencias significativas en radio hidrodindmico con respecto a su control, pero no en el tamafio
medido a partir de TEM, o viceversa (Steinmetz y Manchester, 2009). Como se vio, los resultados indicaron
que las conjugaciones sobre el BMV provocan la reduccién de su tamafio, aun cuando se funcionalizé con
el polimero. Por lo anterior, fue importante considerar todos los cambios encontrados en estos

pardmetros, no solo el aumento de tamaiio.

En cuanto al potencial Z, los valores de las BMV-SD133* permanecieron muy similares, excepto las de
BMV-2 SD133* que perdieron carga negativa. Sin embargo, estas VNPs en particular no mostraron otro
cambio importante de tamafio en DLS ni en micrografias. Referente a las BMV-PEG-SD133*, es evidente y
significativo el aumento del potencial Z, que paso de -15.1 + 1.8 del control a -22.6 £ 0.7 de las BMV-PEG-
6 SD133* (Tabla 6). En cuanto a las particulas de CCMV funcionalizado, en ambos tipos disminuyd su
potencial negativo (Tabla 8 y Tabla 10), pero solamente el cambio en la carga de las de CCMV-PEG-SD133*

fue estadisticamente importante (Tabla 11).

Debido a la presencia del anillo piridinico en la SD133* es razonable que exista un aporte de carga negativa
a la superficie de las capsides virales. Si bien, todas las VNPs mantuvieron un potencial Z negativo, bastante
alejado del 0, que a su vez les confiere estabilidad a pH de 7.4, el comportamiento de las cargas sigue
dependiendo en gran medida de los residuos de aminodcidos de las capsides, asi como de cudles y cuantos
residuos son atacados en las reacciones de funcionalizacion (Duran-Meza et al., 2021). Por lo que, para
explicar la forma en que cambia el potencial en cada virus, habria que hacer un balance de todas las cargas
participantes. Lo que resulta notable es que cuando esta presente el PEG en la capside viral, los cambios
en el potencial Z son mas significativos, pues puede ser que el ligando este exponiendo mas las cargas de

la SD133*.

Analizando los resultados anteriores, se encontrd que las VNPs que tuvieron mas diferencias significativas
en los tres pardmetros medidos, fueron BMV-6 SD133*, BMV-PEG- 4 SD133*, BMV-PEG-6 SD133* y CCMV-
PEG-6 SD133*. Considerando esto y las tendencias observadas en cada tipo de VNP, se determiné que la
probabilidad de que los virus se hayan funcionalizado con mayor nimero de moléculas, es mas alta cuando
la reaccidn se hizo a razén de 6 moléculas de SD133* por proteina de cdpside. Por ello, a partir de este
punto solo se produjeron las VNPs bajo dicha condicidn y se hara referencia a ellas como BMV-SD133%,

BMV-PEG-SD133*, CCMV-SD133* y CCMV-PEG-SD133*, en los siguientes experimentos.

Posteriormente, para evaluar si las VNPs con SD133* obtenidas, pueden impedir la migracidon celular, se

realizaron ensayos de herida con la linea celular MDA-MB-231. El ensayo de herida es un método sencillo
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y Util para evaluar la migracién celular colectiva la cual es distintiva de los procesos de invasiéon y metdstasis
del cancer (Grada et al., 2017). Assefnia et al. (2014), demostraron que al bloquear la CDH11 con SD133,
es posible inhibir la progresién del cédncer porque interfiere con la migracién celular. Ademas,
comprobaron que dicho farmacdforo tenia actividad in vitro sobre MDA-MB-231 en un rango de
concentraciones desde 1 a 10 uM, por lo que se escogieron las concentraciones 5y 10 uM de SD133%*, que
en este caso es la molécula SD133 modificada con PEG, para también evaluarlas a través de ensayos de
herida. Posteriormente, se propuso probar las VNPs con mejores resultados en modelo murino, también
se realizaron los ensayos de herida en la linea celular de cancer de mama triple negativo de ratén 4T1. En
las Figuras 11 y 12, se observd que las heridas tratadas con BMV-PEG-SD133* y con CCMV-PEG-SD133*
respectivamente, aln estaban abiertas al final del ensayo, por lo que, aparentemente, impidieron mas la
migracion celular. Esto ultimo se comprobé al estudiar la evolucién del cierre de herida con respecto al
tiempo. En las graficas de la Figura 15.A y B, las tendencias en la migracién, tanto con BMV-PEG-SD133*
como con CCMV-PEG-SD133*, fueron muy similares ya que en ambos casos la zona libre de células cerrd
al 100% aproximadamente a las 16 h. A su vez, fueron las curvas mas cercanas a la de SD133* 10 uM, que
abarcaron el area de la herida 4 horas después, siendo el tratamiento de mayor efecto. Cuando se agregd
la SD133* a 5 uM el cierre de la herida fue igual que con el DMSO, por lo tanto, no se pudo distinguir la

actividad de la molécula a esta concentracién (Figura 15.C).

Por otra parte, en las micrografias de las células 4T1, se encontré que las zonas rayadas que permanecieron
abiertas a las 24 h del ensayo fueron las tratadas con BMV-PEG-SD133* y CCVM-SD133*. En la Figura 19.A
se comprueba que las particulas que mas disminuyeron el porcentaje de cierre fueron las de BMV-PEG-
SD133* incluso mas que la molécula libre. También, destacé que el BMV nativo tuvo cierto efecto sobre la
migracion de estas células. En la Figura 19.B, el tiempo mas prolongado de cierre fue de 24 h.
correspondiente al de las células con CCMV-SD133*, el doble de tiempo que le tomo al control. Sin
embargo, la curva cruzé con las de CCMV nativo, CCMV-PEG-SD133* y SD133 10 uM, que mantuvieron
porcentajes menores durante 20 h. de ensayo, por lo cual no se pudo distinguir una diferencia clara entre
estas VNPs. Ademas, se corroboré la toxicidad del DMSO, este afecta considerablemente la migracion
celular de las 4T1, ver Figura 19.C, las células que recibieron este solvente no cubrieron la zona de rayado
durante el tiempo monitoreado. Debido a esto, no se pudo observar la actividad de la SD133* libre en esta

linea celular.

La implantacién de carcinoma mamario 4T1 en ratones BALB/c es un modelo muy utilizado para estudiar
el cdncer de mama humano triple negativo, ya que imita de forma muy cercana la progresion de este (Kang

et al., 2020; Pulaski y Ostrand-Rosenberg, 2000). Sin embargo, existen diferencias entre las células 4T1y



67
las MDA-MB-231; primero, porque hay un porcentaje de diferencia de 3% entre la CDH11 de ratén y la
humana (tienen un porcentaje de identidad del 97%) (Okazaki et al., 1994). Ademas, a pesar de ser células
invasivas, las 4T1 expresan altos niveles de E-cadherina, mientras que la misma es suprimida en las MDA-
MB-231 (Kang et al., 2020; Yang et al., 2007). Es por esto por lo que las VNPs, asi como la molécula libre y
el DMSO no actuaron de la misma manera en ambas lineas celulares. Aun asi, es importante destacar que
tanto en MDA-MB-231 como en 4T, el BMV tenia un efecto menor en sobre la migracion, después el BMV-
SD133* redujo un poco mas el porcentaje de cierre de herida y BMV-PEG-SD133* fue el que mas interfirié

con la migracion celular.

Tras analizar los resultados obtenidos de cultivos celulares, se escogieron las VNPs de BMV-PEG-SD133*
para los ensayos en modelo murino. Al dia 11 de la llegada los ratones hembra de la cepa BALB/c, fueron
inoculados con las células 4T1 para provocar la formacién de tumores. Durante todo el experimento se
registré su peso. Ahmadabadi et al., 2020, observaron que ratones BALB/c tendieron a aumentar de peso
durante las primeras dos semanas después de haberles inducido tumores con células 4T1, pero durante la
tercera y cuarta semana sufrieron decremento significativo de este, sintoma caracteristico del sindrome
conocido como caquexia (K. C. H. Fearon et al., 2012). En la Figura 20.A de los resultados aqui obtenidos,
se muestra que los ratones que recibirian el placebo y el BMV perdieron peso el dia 9 post-inoculacién.
Posterior a eso, continto el incremento en el peso como en los otros dos grupos hasta el dia 25 post-
inoculacidn, cuando se registré una diminucidn pronunciada, pero en todos los grupos. Es probable que la
pronta caida en el peso de los grupos del placebo y BMV solo haya sido una deplecion por la reciente
inoculacidn de las células 4T1 y que la reduccién conjunta en la cuarta semana, fuera el indicio de la
caquexia, como se ha reportado antes (Ahmadabadi et al., 2020; K. Fearon et al., 2011). Es destacable que
después de iniciar la administracién de los tratamientos, el grupo del vehiculo no pudo recuperar ni
superar el peso que habia alcanzado el dia 6 post-inoculacion, a diferencia de los que recibieron el virus
nativo. Esto Ultimo se aprecia mejor en la grafica de ganancia de peso de la Figura 20.B. También, es de
interés que a pesar de que aleatoriamente el grupo que recibio las particulas de BMV-PEG-SD133* fue el
de menor peso promedio, es el que mayor porcentaje de ganancia de peso tuvo. Esto significa ganancia
de masa muscular y tejido adiposo que se traduce a que poseen mayor resistencia ante el deterioro
general de sus funciones, a la progresion del cancery a las lesiones metastdsicas (Ahmadabadi et al., 2020;
Bowen et al., 2015; K. C. H. Fearon etal., 2012). Por lo tanto, existe un aporte de las VNPs en el

mantenimiento de la salud de los ratones.

Previamente, Peran et al.,, 2021 administraron dosis de 40 mg/Kg y 10 mg/Kg de SD133 por via

intraperitoneal a ratones con tumores pre-inducidos de cancer pancreatico mT3 y lograron disminucion
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significativa del tamafio de los tumores dependiendo de la dosis, es decir, a mayor cantidad de la molécula,
mayor fue la decrecimiento de los tumores. Los resultados de los experimentos donde se probaron las
BMV-PEG-SD133*, mostraron que los tumores de cancer de mama que recibieron las VNPs, disminuyeron
de volumen (Figura 21) y peso promedio (Figura 22.A) en un 23% y 20% respectivamente, en comparacion
con el grupo control, sin alcanzar una diferencia significativa. En este sentido, hay que considerar que 100
pg de VNPs, pueden cargar como maximo 1.3 ug de SD133*, cantidad drasticamente mas baja que las
dosis administradas por Peran et al., 2021. A pesar de esto, se observd un efecto negativo sobre el
crecimiento de los tumores, relacionado con las VNPs. Es factible, que la disposicidon de la SD133* sobre la
particula viral y la exposicion que le da el PEG, favorezca la interaccién con las células cancerosas, por lo
cual, aunque sea necesario ajustar la cantidad de VNPs administradas para llegar a resultados

estadisticamente significativos, hay indicios de que es una ventaja usar al BMV PEGilado como vehiculo.

También, se observé que las curvas del analisis del peso de los ratones y el volumen de los tumores, que
recibieron BMV y BMV-PEG-SD133* tuvieron un comportamiento similar (Figura 20 y Figura 21). De la
misma manera el peso de los tumores fue menor en estos dos grupos (Figura 22). Por lo anterior, se puede
inferir que el BMV nativo forma parte del efecto negativo descubierto, pero, consistentemente, los

mejores resultados fueron con BMV-PEG-SD133* manteniendo la distincién entre ambas particulas.

4.2 Obtencion del Nb anti-CDH11

Como se menciond, para la obtencién del Nb anti-CDH11 se partié de las células transformantes 5aF’, las
cuales contenian el fagémido pComb3XSS (ADN plasmidico) con el fragmento VHH insertado (Rosales,
2020). Al amplificar este fragmento de aproximadamente 400 pb (ver seccidn 3.4), se demostro que las
colonias 4, 7, 10, 14, 18, 19, 21, 24, 25 y 28 contenian la secuencia de interés, por ello, su ADN plasmidico
purificado se envié a secuenciar. Sin embargo, aunque se trataba del ADN de colonias aisladas e
identificadas, se obtuvieron electroferogramas con sefial ruidosa y picos superpuestos, lo que provocé que
existieran datos de la secuencia ilegibles y varias incertidumbres, es decir, no indicaban con exactitud
cuales eran las bases nitrogenadas en ciertos puntos. Este tipo de problemas en la secuenciacion estdn
relacionados con la presencia de dos o mas moléculas de ADN durante la reaccion, debido, entre otras
cosas, a preparar muestras de ADN con impurezas, o mezclas de plasmidos (AB, 2009; Nucleics, 2022). Lo
anterior puede ocurrir debido a la seleccién de dos colonias muy cercanas en una placa de agar, o la colonia
seleccionada puede contener dos o mas plasmidos (AB, 2009; Nucleics, 2022; AE, 2014). La incertidumbre

de los resultados de secuenciacién pude ser debido al ultimo caso descrito previamente. Aun cuando las
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células 5aF’ utilizadas, provenian de la tercera ronda de seleccidn por la técnica de despliegue de fagos
(Rosales, 2020), es posible que estas bacterias alberguen multiples pldsmidos diferentes debido a la
infeccidn por mas de un tipo de fago (Goldsmith et al., 2007). Particularmente la infeccion con el fago M13
puede conducir a la generacién de dobles transformantes (Mohan y Weiss, 2014). Este fendmeno, es
esencial para el despliegue de fagos, pero también concuerda y puede explicar las incertidumbres en los

datos de secuenciacion.

A pesar de que, con las secuencias obtenidas no se pudo realizar el modelado molecular de la proteina, al
ingresarlas al BLAST® nos permitieron comprobar la presencia de regiones conservadas de Nbs de
camélidos en los ADN plasmidicos de las colonias 10, 18, 19 y 26 (Tabla 20). A estos ADN se les asigno una
letra y con ellos se trabajé la estrategia de expresar el fragmento VHH y obtener la proteina purificada de

un Nb anti-CDH11.

El vector original utilizado, pComb3XSS, permite la expresién inducible del Nb soluble en el espacio
peripldsmico, a través de una cepa no supresora, como la TOP10F’, por lo cual se utilizaron los 4 ADN
plasmidicos seleccionados para transformar células electrocompetentes de esta cepa (Andris-Widhopf
et al., 2000; Pardon et al., 2014). Una vez que se obtuvieron 30 colonias transformantes TOP10F’ para cada
ADN A, B, Cy D, se probaron dos condiciones de induccidn con IPTG; la primera incubando a 37°C por 5 h

y la segunda a 30°C por 24 h.

El fagémido pComb3XSS, es una modificacion del pComb3X, el cual anteriormente se empled para la
expresion de fragmentos solubles scFv induciendo por 5 h a 37 °C (Lim et al., 2004), en tanto, con el
pComb3XSS, se indujo la expresion de fragmentos Fab solo 3 h después de ainadir el IPTG (C. Liet al., 2011).
Con base en estos antecedentes se probd el tiempo de 5 h para la induccién del fragmento VHH, sin
embargo, como se analizé con las transformantes de los ADN Ay B, en estas condiciones no se consiguio
expresar la proteina del tamafo esperado (Figura 25.A ). Por otra parte, también se ha usado el sistema
pComb3XSS-TOPF’, para la expresion de fragmentos scFv, Fab y Nb a través de tiempos de induccién mas
prolongados (Andris-Widhopf et al., 2000; Lao et al., 2022; Ma y O’Kennedy, 2017), lo que coincide con el
resultado observado, pues al aumentar considerablemente el tiempo y ajustar la temperatura, se logré

observar la banda de interés en el gel de poliacrilamida presentado en la Figura 25.B.

Posteriormente, se realizo la extraccidn de la proteina expresada en el espacio periplasmico. La produccién
en periplasma ofrece importantes ventajas, pues facilita el plegamiento de la proteina de interés y permite

liberarla selectivamente con bajas cantidades de proteinas celulares y contaminantes. Sin embargo, la
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cantidad de proteina que puede expresarse es limitada debido al pequefno volumen que representa este
espacio en las células E. coli. Es por tanto importante la eleccién de un método adecuado de extraccion,
que permita recuperar la mayor cantidad de proteina y mantener el extracto lo mas limpio posible
(Ghamghami et al., 2020). Diferentes técnicas se han empleado con este propésito, por ejemplo, Quan et
al., 2013 descubrieron que los procedimientos de choque osmdtico, tratamientos con lisozima-EDTA,
digestion con polimixina y extraccién con cloroformo, producen fracciones periplasmicas con cantidades
sustanciales de proteinas citoplasmaticas solubles. A su vez, demostraron que la extraccién con solucién
amortiguadora TES (tris-HCI, EDTA, sacarosa), es un método que genera extractos mucho mas limpios, al
compararlos con los de los otros protocolos mencionados. Por su parte, Ghamghami et al., 2020,
determinaron que las condiciones dptimas de la solucion amortiguadora para la extraccién con TES eran

tris-HCI 50 mM, EDTA 0.53 mM a pH 7.2 y un tiempo de incubacién de 60 min.

Otra forma de disrumpir la membrana celular y liberar el contenido peripldsmico, es por ciclos de
congelacién-descongelacion, que se realizan con las células suspendidas en alguna solucién amortiguadora
salina (Lim et al., 2004; Ma y O’Kennedy, 2017) o incluso en combinacién con TES (Olichon et al., 2007). En
este caso, para asegurar el éxito de la extraccién del Nb, primero se realizaron ciclos de congelacién-
descongelacion en TES, lo que se comprobd por electroforesis de los extractos de colonias transformantes
con los ADN Cy D. Se observé que se obtuvo mayor cantidad de la proteina de interés a partir de dos
colonias en especial; C1 y D4 (Figura 26), por ello se seleccionaron los extractos de ambas colonias, para
volver a realizar extracciones, y poder comparar el resultado de los ciclos de congelacidn-descongelacién
en TES, con la extraccion en las condiciones propuestas por Ghamghami et al., 2020. Ambos métodos
fueron analizados en tiempos de incubacién de 1, 3y 5 h, con el objetivo de determinar si en algin punto
se podria obtener la mayor cantidad de la proteina de interés y mejorar la pureza del extracto. Lo que se
encontré fue que, en todos los extractos periplasmicos obtenidos de C1, la banda de la proteina de
aproximadamente 15 kDa, era de intensidad y grosor similar, lo mismo se observd en los extractos de D4.
Asi también, fue similar el contenido de otras proteinas, es decir, no hubo gran diferencia entre las
condiciones de extraccion probadas (Figura 27). Es apenas perceptible que las muestras a las que no se les
aplico el tratamiento de congelacidon-descongelacidn resultaron ligeramente mas limpias, especialmente
cuando solo se incubaron por 1 h. Dicho lo anterior, se verificd que las condiciones propuestas por
Ghamghami et al., 2020 son las mas adecuadas, pues es un método simple con el cual no se sacrifica la

cantidad de proteina de interés que puede recuperarse, ni la pureza de la fraccién periplasmica.

En los resultados de las electroforesis observadas en las Figuras 24, 25 y 26 destaco la banda del NbD4,

por lo cual se utilizé el Extracto periplasmico obtenido de 500 mL de cultivo de la colonia D4, para
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estandarizar el protocolo de purificacidn de la proteina de interés. El fagémido pComb3XSS permite que
los Nbs se expresen con una etiqueta 6xHis para facilitar la purificacién a través de IMAC, gracias a lo cual
es la técnica regularmente aplicada para anticuerpos, fragmentos scFv, Fab y Nbs que han utilizado el
mismo sistema de expresién. En el presente trabajo, el Extracto periplasmico de la colonia D4, se pasé por
una columna HisTrap para cromatografia por afinidad a Ni, esperando aislar la proteina de interés al menos
en un 95%. Sin embargo, al analizar por electroforesis las fracciones eluidas, se encontré que solo
contenian una proteina de aproximadamente 18 kDa (Figura 28). Existen diversos factores que pudieron
estar relacionados con el fracaso en la purificacién del NbD4 con este método. Uno de los problemas del
uso de etiquetas de polihistidina es la unidn inespecifica de proteinas no etiquetadas, como ocurrié en
este caso. A pesar de que los residuos de histidina son relativamente poco frecuentes, algunas proteinas
celulares contienen dos o mas de estos residuos adyacentes que son suficientes para que tengan afinidad
por la matriz de las columnas para IMAC (Bornhorst y Falke, 2000; Loughran et al., 2017). Ademas, se sabe
gue algunas proteinas etiquetadas con 6xHis muestran una unién débil a la resina de las columnas, que
puede deberse al ocultamiento de la etiqueta (Loughran etal., 2017). También, se sabe que, en
condiciones de estrés, E. coli puede producir quelantes de metales altamente especificos llamados
metaloforos, a los cuales la técnica de IMAC es muy sensible. Se comprobd que estos metaloforos, cuando
se producen, estdn principalmente asociados al espacio peripldsmico. Por tanto, existen componentes de
bajo peso molecular en el periplasma, que reducen la capacidad de unién de las proteinas etiquetadas con

6xHis a la columna HisTrap (Magnusdottir et al., 2009)(Loughran et al., 2017; Magnusdottir et al., 2009).

Las interferencias por uniones inespecificas y metaloforos podrian solucionarse disminuyendo la cantidad
de contaminantes del Extracto periplasmico. antes de pasarlo por la HisTrap. Precisamente, con la finalizad
de mejorar la pureza o en el mejor de los casos, aislar casi por completo la proteina de interés, se probd
la precipitacién con (NH4),SO4. Sin embargo, no se obtuvo ninguna ventaja de esta, ya que todas las

proteinas que contenia el Extracto peripldsmico., comenzaron a precipitar en el mismo punto (Figura 28.B).

En vista de los resultados de los intentos de purificacion, se recurrié a la SEC, que se recomienda para
obtener Nbs de calidad cristalografica (Pardon et al., 2014). Si bien IMAC es la técnica usualmente utilizada
y es posible continuar analizando y solucionando cada uno de los factores que pudieron afectar esta, la
SEC ofrece mejor grado de pureza y, en este caso, funciond sin dificultades como método de purificacion
en un solo paso. Tras observar el gel mostrado en la Figura 30, se comprobd que las fracciones

correspondientes a las del NbD4, no contenian ninguna otra proteina contaminante.
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Después de la cuantificacion de la proteina purificada, se calculé el rendimiento de produccién de 17 mg/L
de cultivo inducido. Aunque no se cuenta con un valor de rendimiento de referencia en el que se haya
utilizado el mismo sistema de expresidn para Nbs y comparar las técnicas de extraccion y purificacién, se
ha descubierto que los rendimientos de producciéon de fragmentos VHH peripldasmicos comiUnmente
oscilan entre 0.2-10 mg/L, y en pocos casos alcanzan los 50-70 mg/L (De Meyer et al., 2014; Kariuki y
Magez, 2021; Olichon et al., 2007; Salema y Fernandez, 2013). Por lo tanto, con los protocolos aqui

utilizados se alcanzé un rendimiento superior a lo usual.

Finalmente, para probar que la proteina purificada es un Nb capaz de unirse al EC1-CDH11, se realizé una
ELISA indirecta. Esta prueba fue revelada con un sustrato para HRP a base de luminol, compuesto quimico
gue emite quimioluminiscencia y al oxidarse produce 3-aminoftalato en estado excitado que emite luz
entre 380 - 470 nm (B. Li et al., 2006). Para observar el resultado, se obtuvieron los espectros de emision
de cada uno de los pozos, tanto el luminol como el producto de su oxidacidn suelen ser espectralmente
idénticos (Merényi et al., 1990) (Figura 31). Para el control negativo, un pozo fue bloqueado desde el inicio
con BSA, por tanto, no ocurre la adhesion de ninguna de las proteinas afadidas posteriormente, asi que al
afiadir el agente revelador no hay oxidacidon y el espectro observado es el que corresponde a la
guimioluminiscencia del reactivo. En otro de los pozos, el HRP-anti-HA .11 se dejé incubando al principio
por lo que al agregar el revelador debid ocurrir la reaccidn, y el espectro de emisién de esta funcioné como
control positivo. Ademas de la etiqueta 6xHis, el vector pComb3XSS (Lao et al., 2022), provee al Nb una
etiqueta de HA , de esta manera, en el pozo donde se colocé el NbD4, la emisidon mayor al control negativo
demostré que el HRP-anti-HA.11 pudo reconocer la etiqueta de HA. Por tanto, al colocar el antigeno EC1-
CDH11, se esperaba que el NbD4 pudiera a unirse a este y en consecuencia la emisidon después del revelado
también fuera mayor que la del control negativo, tal como se observd en la Figura 31. Por tanto, se
constatd que la proteina de aproximadamente 15 kDa expresada y purificada, nombrada NbD4 es capaz

de unirse al antigeno.
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Capitulo 5. Conclusiones

Se trabajé en dos estrategias para bloquear la proteina CDH11 con el objetivo de inhibir la progresion del
cancer de mama. La primera de ellas utilizando el farmacdforo SD133* y la segunda buscando la obtencidn

de un Nb anti-CDH11.

A través de reacciones de funcionalizacién, se realizé la bioconjugacion de BMV y CCMV con la molécula
SD133* y PEG-SD133* a diferentes razones de moléculas por proteina de cépside. Mediante la
caracterizacién de estas VNPs, se observé que el BMV, en ambos tipos de conjugacidn, tiende a disminuir
de tamafo, mientras que el CCMV tiende a aumentar. También, se encontré que la funcionalizacion con
PEG tuvo mayor influencia en el cambio del potencial Z, debido a que le da mayor exposicion a la SD133*
sobre la superficie viral externa. Ademas, se realizaron analisis de varianza y comparaciones de medias de
los tamafios, didmetros hidrodindmicos y potenciales Z, para determinar cuales fueron los
estadisticamente diferentes a los controles correspondientes. Con base en estos resultados se determiné

que las VNPs mejor funcionalizadas fueron con la condicién inicial de 6 moléculas por proteina de capside.

Posteriormente, las VNPs seleccionadas fueron evaluadas en cultivo celular. A través de los ensayos de
herida se demostro que el BMV-PEG-SD133* retrasé 8 h la migracidon de células MDA-MB-231y 12 hlade

las 4T1 con respecto al control, razén por la cual se evaluaron in vivo.

Las particulas de BMV-PEG-SD133* no lograron reducir significativamente el crecimiento en los tumores
desarrollados por células 4T1 inoculadas en ratones BALB/c. Sin embargo, los ratones que recibieron este
tratamiento tuvieron mayor ganancia de peso, lo cual contribuye al mantenimiento de sus funciones
normales. A su vez, los tumores tratados con las VNPs tuvieron un 23% menos volumen y un 20% menos
peso, asi como una apariencia mas pequefia que los del grupo placebo. Se determiné que BMV-PEG-
SD133* facilita la interaccion de la SD133* con la CDH11 de las células de tumorales y producen un efecto

negativo sobre la progresiéon del cancer.

Por otra parte, para la obtencién del Nb anti-CDH11 se purificaron los ADN plasmidicos con el fragmento
VHH, a partir de células 5aF’, infectadas con bacteridfagos recombinantes M13, seleccionados por
despliegue de fagos. Las secuencias de 4 de los ADN purificados demostraron tener regiones conservadas
de Nbs derivados de llamas por lo cual se utilizaron para electrotransformar células TOP10F'. Después, se

aislaron e identificaron colonias de transformantes de cada ADN.
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La expresién de Nbs, se consiguié induciendo por 24 h a 30°C con IPTG 3 mM, el sistema pComb3XSS-
TOP10F’ en cultivos de colonias transformantes identificadas. Se logré que expresaran la proteina de
aproximadamente 15 kDa y se estandarizd el método de extraccion de periplasma con solucidon
amortiguadora TES. El extracto peripldsmico de mejor calidad se obtuvo incubando las células inducidas
durante 1 h segun lo propuesto por Ghamghami et al., 2020. Los protocolos de expresidn y extraccion
establecidos se aplicaron en un cultivo mas grande y la proteina soluble se logré purificar a través de una
columna HiPrep Sephacryl S-100 HR para SEC, con un rendimiento alto de 17 mg/L de cultivo inducido.
Finalmente, en el revelado del ensayo de ELISA indirecta, demostrd que la proteina purificada fue capaz

de unirse al domino EC1 de la cadherina 11 (CDH11).
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Anexos
Anexo A
Tabla 21. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del gen VHH.
Oligonucledtidos Secuencia
VHHBACK-Sfil 5'-TAAGTAGGCCCAGGCGGCCGATGTGCAGCTGCAGGAGTCT-3'

VHHFOR-Sfil 5'-TAAGTAGGCCGGCCTGGCCGCTGGAGACGGTGACCT-3'
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Secuencia aminoacidica del péptido sintético ectodominio 1 de cadherina-11 (EC1-CDH11), utilizado para

el ensayo de ELISA.

GWVWNQFFVIEEYTGPDPVLVGRLHSDIDSGDGN
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Tabla 22. Ecuaciones y coeficientes de determinacién (R?) del ajuste polinomial aplicado a los datos de cada
tratamiento en células MDA-MB-231.

Tratamiento Ecuacién R? Tratamiento Ecuacién R?
Control y=-0.84 +19.14x + 0.994
0.89x2
BMV y =-0.766 + 15.73x - 0.994 CCmvV y = -1.64x10-* + 13.56x 0.997
0.60x2 -0.13x?
BMV-SD133* y =-2.822 +9.69x — 0.974 CCMV-SD133* y =-0.94 + 10.90x — 0.990
0.19x2 0.20%2
BMV-PEG- y =-2.09 + 8.02x — 0.14x% | 0.995 CCMV-PEG- y=-1.02 + 7.45x = 0.07x?> | 0.996
SD133* SD133*
SD133* 5 uM y =-0.48 + 11.90x — 0.998 SD133* 10 uM y=-0.37+6.21 x—0.06 0.989
0.29x? X2
Tabla 23. Ecuaciones y coeficientes de determinacion (R?) del ajuste polinomial aplicado a los datos de cada
tratamiento en células 4T1.
Tratamiento Ecuacién R? Tratamiento Ecuacién R?
Control y =-0.96+ 15.38x — 0.991
0.57x%
BMV y=0.79 +8.28x—0.13x?> | 0.997 | CCMV y=2.06+4.84x — 0.979
0.005x2
BMV-SD133* y=2.26+7.12x—0.11x*> | 0.988 | CCMV-SD133* y=2.60 + 8.37x—0.18x?> | 0.983
BMV-PEG- y=-0.74 + 6.38x — 0.09x? | 0.999 | CCMV-PEG- y=0.23+5.60 x—0.04x?> | 0.973
SD133* SD133*
SD133* 5 uM y=1.67+3.84x—0.05x> | 0.996 | SD133* 10 uM y =-1.18025 + 4.95x — 0.995
0.01x?




