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Resumen

Los anticuerpos son los elementos biolégicos de
reconocimiento por excelencia, su uso va desde la separacién
de componentes hasta la deteccién como biosensores. Sin
embargo la aplicacién a nivel industrial y médico de los
anticuerpos presenta varios problemas, por ejemplo las
inmunoglobulinas son moléculas de aproximadamente 150
kDa, lo cual limita su penetracion celular y por ende su uso
terapéutico; el plegado de las inmunoglobulinas se compone
de cuatro polipéptidos que estan unidos por enlaces
disulfuro y ademas se encuentran glicosilados, por lo tanto
requieren la expresién en células eucariotas.

La ingenieria de proteinas busca el cambio u optimizacién
de la funcién. Con el crecimiento de las bases de datos
que contienen informacién estructural de proteinas, la
mayoria de trabajos en este campo se han enfocado en
c6mo la estructura determina la funcién. La idea de generar
proteinas con capacidades de unién novedosas en base
al disefio racional o dirigido con el fin de reemplazar las
proteinas de la familia de las inmunoglobulinas o anticuerpos
surgieron a finales de los afnos 90s. El objetivo de sustituir
a los anticuerpos como moléculas de reconocimiento, por
proteinas globulares es debido a diversas ventajas. Por

ejemplo, los andamios proteicos son proteinas globulares
resistentes a la desnaturalizacion térmica y proteolitica,
capaces expresarse en bacteria. Los andamios proteicos
deben ser robustos en cuanto a la insercién de diversos
polipéptidos sin disminuir la estabilidad general y sin alterar
el plegado de la proteina. Ejemplos de proteinas usadas
como andamios para el disefio de “anticuerpos sintéticos”
son muy variables y e continuo crecimiento de secuencias de
proteinas por técnicas de secuenciacion masiva permite el
obtener nuevos candidatos para ser usados como andamios
proteicos.
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Abstract

Antibodies are biological recognition elements par
excellence, since its use is the separation of components
to detection as biosensors. However the application
in manufacturing and medical antibody presents
several problems, for instance immunoglobulins are
macromolecules of approximately 150 kDa, which
limits its cell penetration and therefore its therapeutic
use.
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The immunoglobulin fold consists of four polypeptides
linked by disulfide bonds, they are glycosylated and
therefore require expression in eukaryotic cells.

Protein engineering seeks change or optimization of
their function. With the growth of databases containing
protein structural information, most work in this
field have focused on how the structure determines
function. The idea of generating proteins with novel
binding capabilities based on rational design or directed
in order to replace family proteins or immunoglobulin
antibody emerged in the late 90s. The aim of replacing
antibodies as recognition molecules for globular
proteins is due to several advantages. For example,
protein scaffolds are resistant to thermal denaturation
and proteolytic resistant globular proteins expressed in
bacteria can be used. Protein scaffolds must be robust
to allow the inclusion of various polypeptides without
diminishing the overall stability without altering the
folding of the protein. Examples of proteins used
as scaffolds for the design of “ synthetic antibodies “
are highly variable and e continued growth of protein
sequences by massive sequencing techniques allows to
obtain new candidates for use as protein scaffolds.

Introduccién

Los anticuerpos son proteinas producidas por células
del sistema inmune de los vertebrados en respuesta
a una invasién de materiales extranos conocidos
como antigenos. Los anticuerpos nos defienden de
infecciones mediante su unién a toxinas, virus, bacterias
o parasitos, inactivandolos de esta manera. La extrema
especificidad mostrada por los anticuerpos hacia el
antigeno correspondiente, la sencillez de la reaccién
antigeno-anticuerpo y la facilidad para detectar dicha
reaccién o los productos de la misma, han hecho de
los anticuerpos herramientas ideales para el trabajo de
rutina y de investigacidon en el area quimico-biolégica
y han sido el modelo de las proteinas de unién con
especificidades deseadas que puede ser de tipo
nanomolar. En 1977 se resolvié la estructura de la
primera inmunoglobulina humana completa (Silverton
et al., 1977) y estudios posteriores han elucidado que
el angulo entre los ejes de los fragmentos de unién al
antigenoesde | 15°, produciendo unamoléculaenforma
de Y distorsionada (Harris et al., 1998). Comparando
esta estructura con la de otra inmunoglobulina (Harris
et al., 1995) se observé que el anticuerpo actlia como
una bisagra que permite cierta flexibilidad (Fig. I).

Anticuerpos como biosensores

Un biosensor incorpora un componente de
reconocimiento biolégico como el elemento funcional
clave y un transductor que convierte la sefal bioldgica
en otra sefal (facilmente medible y cuantificable) y un
dispositivo que permite la visualizacién de la sefal o
lectura (Turner, 2000), (Fig. 2).
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Figura |. Estructura de una inmunoglobulina humana completa Las
cadenas pesadas se encuentran coloreadas de color azul y rojo,
mientras que las cadenas ligeras de color naranja y verde. La regién de
reconocimiento a una molécula se encuentra en la cadena ligera. El
plegado tipo inmunoglobulina se caracteriza por poseer una estructura
cuya topologia es semejante a un siandwich formado por 2 hojas 3
antiparalelas generalmente estabilizadas por puentes disulfuro.
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Figura 2. Esquema de los elementos de un biosensor. Las estructuras
en forma de “Y” representan el elemento bioldgico dedicado al
reconocimiento de la sustancia de interés, el analito. Una vez que el
analito ha sido captado por el elemento bioldgico, este evento provoca
un cambio en la sefal tranducida que es enviada a al dispositivo de lectura.

El ejemplo mas comun del biosensor es el que permite
la cuantificacién de la glucosa por medio de la enzima
glucosa oxidasa en pacientes diabéticos (Yoo and Lee,
2010).



La importancia de determinar la presencia de proteinas
por medio de biosensores es debido a que son la Ultima
fase de la expresion de un genoma y por lo tanto son
los biomarcadores ideales. Por ejemplo, en la reciente
epidemia de influenza en el pais, fue relativamente
sencillo el determinar a un individuo enfermo dado la
presencia de acidos nucleicos del virus por medio de
reacciones enzimaticas como la reaccién en polimerasa
en cadena. Sin embargo, estas tecnologias requieren de
horas o dias (generalmente criticas en la efectividad del
tratamiento) para proporcionar un dato que nos lleve
a asegurarnos que un paciente es en verdad portador
del virus y son muy susceptibles a la contaminacién.
Una de las alternativas a estos métodos, es el uso
de sensores de proteinas como los anticuerpos. En
la actualidad el uso de anticuerpos como método
de deteccién es limitado, sin embargo existen en el
mercado biosensores que permiten determinar la
presencia de VIH-I, SARS, Listeria monocytogenesis,
Bacillus anthracis y aflatoxinas (Byrne et al.,, 2013;
Encarnacao et al., 2007).

Ingenieria de proteinas para aplicaciones
biotecnolégicas basadas en el reconocimiento
proteico

La ingenieria de proteinas ha evolucionado durante
mas de 3 décadas, con importantes aplicaciones en la
medicina y la industria. A pesar de que los anticuerpos
son las moléculas ideales para reconocer proteinas,
éstos tienen severas deficiencias, entre las que se
incluyen que no se expresan de forma adecuada en
bacteria, son termolabiles, su plegado depende de la
formacioén de puentes disulfuroy su costo de produccién
es extremadamente alto. La tecnologia usada para
generar anticuerpos por medio de hibridomas ha sido
desplazada por el uso de técnicas de biologia molecular
y despliegue de fagos, sin embargo el uso de anticuerpos
en el diagnéstico médico se encuentra rezagado por
la dificultad de trabajar con proteinas de alto peso
molecular y que requieren sistemas de expresion y
purificacion extenuantes. A pesar de lo anterior, existen
ejemplos de anticuerpos como biosensores capaces de
reconocer proteinas involucradas en cancer de mamay
de ovario (Diaconu et al., 201 3) ya sea por medio de la
cuantificacion del antigeno especifico total de prostata
o proteinas sobre expresadas en cancer (Reddy et al.,
2012). Estudios clinicos indican que los epitopes mas
importantes para el diagnostico del cancer de mamason
la chaperona Hspé60, la proteina p53, MDM2, anexina V

y la ubiquitina. Estudios de proteémica han identificado
que un juego que comprende entre 7 a 3| proteinas
son mayoritariamente identificadas en pacientes con
cancer de mama. Sin embargo solamente 4 de estas
proteinas se encuentran sobre-expresadas en todos
los pacientes. Estas son: el receptor de estréogeno,
receptor de progesterona, ERBB2, y p53 (Bertucci et
al.,, 2006). La detecciéon de biomarcadores proteicos
por “aptameros peptidicos” o “moédulos proteicos”
tiene el potencial de remplazar al uso de anticuerpos
en el diagnéstico de enfermedades como el cancer.
Las proteinas se componen de multiples dominios o
modulos y en la evolucién estos se intercambian para
dar lugar a proteinas con nuevas funciones. En este
sentido los médulos proteicos pueden concebirse no
como un ladrillo sino como una pared prefabricada en la
construccion de una casa. El uso de estos adaptadores
depende del correcto plegado del mismo y del péptido
fusionado. La identificacién de los andamios proteicos
para presentar péptidos in vivo con el fin de retener
su actividad bioldgica, han sido el foco de mucha
investigacion en los Ultimos anos.

El concepto clave para que una proteina pueda servir
como andamio proteico es que sea estable, presente
asas expuestas y sea facil de expresar y purificar.
Ejemplos como tioredoxina, anticalina, inhibidores de
proteasa, los dedos de zinc, el modulo de unién de
carbohidratos de xilanasas, inhibidores de sintetasas de
oxido nitrico, entre otros (Brown et al., 2010; Skerra,
2007, 2008; Souriau et al., 2005) o proteinas disefadas
por métodos computacionales (Desmet et al., 2014)
han sido utilizadas con éxito (Fig. 3).
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Figura 3. Ejemplos de estructuras que han sido utilizadas como andamios
proteicos: tioredoxina, inhibidor de tripsina y anticalina. Todas estas
proteinas tienen en comun la presencia de asas en las cuales se puede
introducir una nueva secuencia polipeptidica, una alta estabilidad térmica
y un bajo peso molecular (entre || y 25 kDa)
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En ese caso el concepto del andamio proteico es el
de introducir la secuencia peptidica a las asas de cada
proteina y esperar que esta nueva secuencia peptidica
adopte un plegado correcto.

Busqueda en la naturaleza de nuevos plegados
para mimetizar anticuerpos

El plegado tipo inmunoglobulina es uno de los motivos
estructurales mas comunes en la naturaleza. Este
plegado se caracteriza por estar constituido por 2 hojas
B formadas por 7 hebras (3 antiparalelas, aunque en
algunas proteinas existen hasta 3 hebras extra, las cuales
se pliegan en torno aun nicleo central (Bork, Holm et al.
1994). Proteinas con plegado de tipo inmunoglobulina
se encuentran en numerosas proteinas que no son
anticuerpos. Por ejemplo, en la proteina externa de
membrana de insectos de Leptospira (LigB) (Mei et al.,
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Proteina externa de
membrana de Leptospira
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Inhibidor de proteasa de cisteina
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fibronectina

Figura 4. Ejemplos de proteinas con plegamiento tipo inmunoglobulina,
mostrando las 2 hojas 3 antiparalelas del plegado. Con flechas se indican
posibles zonas de introduccién de péptidos para servir como sitios de
unién.

2015), el dominio tipo Ill de la fibronectina humana
(Batori et al., 2002) y los inhibidores de proteasas de
cisteina de la familia MEROPS 42 (Casados-Vazquez et
al,, 201 1) entre muchos otros (Fig. 4).

El plegado de inhibidores de proteasas de cisteina
de tipo chagasina es un plegado estable a la
desnaturalizacién que permite la introduccién de tres
epitopes entre los conectores denominados asas DE,
BC y FG. Sorprendentemente este inhibidor presenta
una estructura simétrica, lo cual es Unico con respecto
a otros inhibidores de la misma familia o de familias
distintas que presentan 7 en lugar de 8 laminas beta,
lo cual presentaria una ventaja para la estabilidad de la
proteina al introducir péptidos quiméricos.

Conclusiones

La mejor practica para generar nuevas proteinas
de unién que mimeticen anticuerpos es el uso de
andamios proteicos novedosos, que ademas sean

robustos, versatiles y que tengan un gran potencial
en su uso biotecnoldgico asi como terapéutico. Los
andamios proteicos modificados ofrecen un potencial
uso como sensores moleculares. Las nuevas secuencias
de proteinas que se encuentran disponibles dia a dia en
las crecientes bases de datos permitiran el uso y disefio
de nuevos andamios proteicos.
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