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La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo del sistema nervioso central
manifestado por deficiencias conductuales, de memoria, demencia progresiva, pérdida de auto valia 'y
finalmente la muerte. La EA es el tipo de demencia mas comun en personas de edad avanzada y se
caracteriza por la presencia de placas amiloides en la corteza cerebral formadas por el péptido beta
amiloide.

El péptido beta amiloide presenta una longitud variable que va de los 40 a los 43 aminoacidos (a.a.) de
longitud, siendo el beta amiloide 1-42 (AB 1-42) el principal responsable de la formacion de las placas
amiloides en el cerebro. Debido al rol critico del péptido amiloide en la patogénesis de la EA, este ha
sido histéricamente el principal blanco terapéutico para el desarrollo de una vacuna. Recientes estudios,
sin embargo, han demostrado la existencia de especies del péptido beta amiloide que carecen del
extremo amino terminal (N-terminal), las cuales han sido bautizadas como especies amino-truncadas.
Las especies amino-truncadas han sido descritas como mas fibrilogénicas, con mayor rapidez de
agregacion y mas inmundgenicas que el péptido de longitud completa. Estas especies amino-truncadas
contienen una modificacion postraduccional consistente en la ciclizacion del glutamato en el extremo
N-terminal. Esta modificacion otorga a las especies amino-truncadas una mayor resistencia a su
degradacion a través de aminopeptidasas extracelulares, lo que conlleva a su acumulacion. Por otra
parte, estudios han demostrado que las especies amino truncadas sirven como centro de nucleacion
para la deposicion de otras iséformas de beta amiloide como el AB 1-42, el cual es el conformante
principal de las placas amiloides.

Debido a que una de las caracteristicas patologicas de la EA es la presencia de inflamacion en
diferentes zonas del cerebro, el reto para el desarrollo de una vacuna efectiva contra la EA es el generar
una respuesta inmune anti-AB lo bastante robusta como para romper la inmunotolerancia contra el
mismo beta amiloide y que sea capaz de evitar una respuesta inmune de linfocitos T CD4+y T CD8+. Lo
anterior tiene como proposito minimizar el riesgo de meningoencefalitis causada por una respuesta
inflamatoria. Es por ello que en el presente proyecto se desarrollé una vacuna contra la Enfermedad de
Alzheimer basada en la creacidn de una VLP (Virus Like Particles por su nombre en inglés) producida en
plantas y formada a partir de la proteina de capside L1 del Virus del Papiloma Humano 16. Esta VLP
expresa en su superficie secuencias en tandem con el fragmento 11-28 del péptido beta amiloide 1-42,
la cual al ser inmunizada en ratones de la cepa C57BL/6, produjo un alto titulo de anticuerpos anti-AP1-
42, anti AB3-42 y anti AP 11-42. Los anticuerpos anti beta amiloide producidos resultaron ser de tipo
anti-inflamatorios y capaces de reconocer placas amiloides en cortes de cerebro humano
pertenecientes a pacientes que padecieron la EA.




2. INTRODUCCION

2.1 DESCRIPCION

La EA es la forma de demencia mas frecuente en adultos mayores. Fue nombrada asi por Emil Kraepelin
en honor al neuropatoélogo aleman Alois Alzheimer (1864-1915). En 1907 Alzheimer describid por vez
primera las manifestaciones a nivel clinico y la patologia de la enfermedad en una mujer de 51 afos de
edad, las cuales en general se pueden resumir como una pérdida paulatina y continua de las habilidades
cognitivas.

La EA se manifiesta inicialmente por afectar levemente las funciones cognitivas como pérdida de
memoria episodica a corto plazo y la orientacion espacio-temporal. Posteriormente sobreviene una
pérdida creciente de las funciones motrices, equilibrio y el caminar para finalizar en una demencia
particularmente marcada, desorientacion e inmovilidad total hasta culminar con la muerte.

2.2 EPIDEMIOLOGIA

La EA representa alrededor del 50% de las demencias reportadas a nivel mundial. De acuerdo a la
Organizacion Mundial de la Salud, en el planeta hay alrededor de 20 millones de enfermos de EA.
Actualmente en México se cree hay un aproximado de medio millén de personas afectadas, cifra la cual
en 10 afos podria triplicarse si se toma en consideracion que la poblacion de edad mayor ésta en alza.
Para el afio 2040 se calcula que solo en los Estados Unidos habra cerca de 14 millones de personas que
padezcan la enfermedad mientras que India, China y Latinoamérica experimentaran el mayor
crecimiento de enfermos con EA conteniendo un 70% de la poblaciéon mundial de afectados (OMS:
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs362/es/).

2.3 FACTORES DE RIESGO

Se han identificado diversos factores de riesgo asociados con la aparicidn de la EA como pueden ser:

Edad: el factor de riesgo de mas peso para la aparicion de la EA es sin duda la edad. Diversos estudios
han demostrado que después de los 60 afios, la cantidad de personas que se encuentran afectadas por
la Enfermedad de Alzheimer representan mas del 50% de todas las demencias reportadas a nivel
mundial.

Predeterminacion genética: hoy dia se sabe que hay familias que presentan la EA debido a genes
autosdmicos dominantes. Las mutaciones de 3 genes, el de la proteina precursora amiloide (APP) en el
cromosoma 21, el de presenilina 1 (PS1) en el cromosoma numero 14 y el de la presenilina 2 (PS2) en el
cromosoma 1, en conjunto determinan una forma autosdémica para la EA capaz de empezar en edades
tan tempranas como los 30 afios de edad. Aunque esta forma autosomica de la enfermedad no supone
mas de un 1% de los casos totales de enfermos con EA, su descubrimiento ha sido muy importante ya
que ha permitido conocer mas acerca de los mecanismos patogénicos de la enfermedad (Huse y Doms,
2000).

Otro factor genético implicado en la aparicion de la EA es la presencia del alelo APOE4, codificante para
la produccidn de la apolipoproteina E (apoE). Esta proteina se caracteriza por ser el principal acarreador
de lipidos hacia el cerebro a través de receptores especificos. La proteina apoE es codificada por 4 alelos
distintos conocidos como APOEa1, APOE2, APOE3 Y APOEj, siendo que la expresion de APOE4 es un
factor de riesgo mayor para la aparicion de la EA. El mecanismo por el cual apoE4 ésta implicada en la
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patogenia de la EA no es claro aun pero se sabe que las otras iséformas de la proteina tienen
propiedades protectoras ya que son capaces de capturar al péptido amiloide impidiendo su agregacion
y protegen las neuronas del dafio oxidante propio del envejecimiento, mientras que apoE4 presenta
estds propiedades disminuidas (Poirier, 1994).

Otros posibles factores de riesgo en la aparicion de la EA son traumatismos craneoencefalicos, una
dieta alta en grasas, falta de ejercicio, exposicion a metales pesados como el Cu y el Fe.

2.4 SINTOMATOLOGIA:

Los sintomas mas caracteristicos en los pacientes con EA son:

Pérdida de la memoria episddica y semantica: la memoria episddica es la responsable de recordar a
largo plazo situaciones, nombres, rostros o acontecimientos caracteristicos. La memoria semantica por
su parte es aquella que nos permite recordar y retener conocimientos para llevar a cabo alguna
actividad especifica (Martinez Castillo et al, 2001). En los pacientes afectados por la EA estos tipos de
memoria se ven reducidas de manera gradual y paulatina. En un principio el paciente y las personas que
le rodean no perciben estos sintomas ya que son tomados como parte natural del proceso de
envejecimiento, sin embargo no es parte natural de dicho proceso ya que el cerebro se ve afectado de
manera que se llega a perder toda destreza adquirida para el desarrollo de diferentes actividades
(Feldman et al, 2007).

Desorientacion espacio-temporal: generalmente los pacientes que sufren la EA presentan dificultad
para orientarse dentro del espacio sin importar que sea un lugar conocido, ademas de tener problemas
para ubicarse en una fecha o momento determinado ya sea en tiempo presente o pasado.

Cambios de comportamiento: las personas con EA tienden a presentar cambios drasticos de humor
que pueden ir de un estado normal a la ira, agresividad, pasividad total, angustia, depresion, llanto,
insomnio o incluso alucinaciones (Martinez Castillo et al, 2001).

Incapacidad para realizar las actividades diarias: las personas afectadas por la EA con el avance de la
enfermedad se ven imposibilitadas para realizar actividades tan sencillas y cotidianas como el aseo
personal, comer o pérdida del control en esfinteres, dificultad en el habla e incapacidad para ejecutar
actividades motrices de toda indole.

Lamentablemente la sintomatologia determinante solo es perceptible cuando la enfermedad ya se
encuentra en una etapa avanzada y clinicamente la EA puede ser diagnosticada con base en examenes
neuroldgicos, pruebas neuropsicoldgicas e imagenes cerebrales obtenidas por tomografia
computacional y/o resonancia magnética. Sin embargo un diagndstico definitivo de la enfermedad solo
puede ser obtenido en un examen histologico del cerebro post-mortem ya que la patologia
caracteristica se presenta en forma de una extensa pérdida de neuronas y por placas amiloides, asi
como marafas neurofibrilares de la proteina tau en el cerebro (Hendriks et al, 1996).

2.5 PATOLOGIA CARACTERISTICA:

Los marcadores patoldgicos caracteristicos de la EA son dos: marafias neurofibrilares y agregados
amiloides.




Las maraias neurofibrilares: son el otro marcador caracteristico en el diagnostico de la EA. Estan
formadas por filamentos de forma helicoide de la proteina tau hiperfosforilada. Tau es una proteina
neuronal localizada en los axones que ésta asociada a la membrana plasmatica y a los microtubulos
(Avila et al, 2002). Tau es responsable de facilitar la polimerizacion de la tubulina y estabilizar a los
microtUbulos previamente polimerizados ademas de suprimir la dinamica microtubular confiriendo asi
rigidez axonal (Bre y Karsenti, 1990). Por otra parte se ha observado que la proteina tau en su forma
hiperfosforilada interviene en varios procesos de caracter neuronal como la respiracion mitocondrial y
el transporte vesicular entre axones (Ittner y Gotz, 2011).
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Figura 1. Microgafias de corte de cerebro de pacientes con EA que muestran marafas

neurofibrilares. A y B) Maraias neurofibrilares de la proteina tau en su forma
hiperfosforilada observadas al microscopio electrénico (Yoshiaki Furukawa et al, 2011).

Agregados amiloides: Los agregados amiloides son uno de los dos marcadores inequivocos para el
diagndstico de la EA. Los agregados amiloides son depdsitos del beta amiloide con un tamafo
aproximado de 200 nm. El beta amiloide es un péptido que en condiciones fisiologicas se encuentra en
cantidades pequefias en forma de monomero soluble que circula en el liquido cerebro-espinal y en la
sangre, sin embargo, en pacientes con EA los niveles de este péptido se ven incrementados y se observa
la acumulacién en forma de agregados fibrilares insolubles. Estos agregados se encuentran presentes
en el area de la corteza, el hipocampo y amigdala (Hendriks et al., 1996). Estos agregados, también
llamados placas neuriticas, estan formadas por depdsitos extracelulares del péptido beta-amiloide 1-42
fibrilar que se puede observar como una masa de fibrillas con una forma caracteristica de estrella.
Dentro de los depositos amiloides y a su alrededor se encuentran neuritas distrdficas asi como células
de la microglia y astrocitos. La microglia usualmente se encuentra en el centro de la placa amiloide o en
la region adyacente a esta, mientras que los astrocitos se agrupan en forma de anillo rodeando el
exterior de la placa amiloide. Estos depositos amiloides son la causa principal de la pérdida sinaptica.
Hoy dia se sabe que la especie dominante del péptido beta-amiloide en agregados es el péptido beta
amiloide formado por 42 residuos de aminoacidos (Af 1-42).

Un segundo tipo de agregados amiloides son los agregados difusos. Los agregados difusos son
depdsitos del péptido beta-amiloide que carecen de su aspecto fibrilar y compacto como en las placas
neuriticas. Los agregados difusos se caracterizan por la ausencia de neuritas y astrocitos (Iwatsubo et al,
1994).




Figura 2. Micrografias de corte de cerebro humano correspondientes a pacientes con EA que
muestran agregados amiloides. A) Corte de cerebro humano que muestra los agregados amiloides
tefidos en color verde. B) Cortes de cerebro humano que muestran agregados amiloides en el I6bulo
frontal (sin tefiir) (Disha Sha et al, 2013; Roher et al, 2013).

2.6 PEPTIDO BETA AMILOIDE

El péptido beta amiloide tiene un peso molecular de alrededor de 4 kDa. El beta amiloide es un péptido
que presenta heterogeneidad en su longitud ya que puede contener en su secuencia de 39 a 43
aminoacidos. Las personas sanas producen mayormente el péptido beta amiloide con longitud de 40
aminoacidos (AB1-40). En condiciones fisioldgicas normales el AB1-40 tiene diversas funciones ya que
actla como neuroprotector, antioxidante y promueve la proliferacion y adhesion celular (Puzzo et al,
2008 y Giuffrida et al 2010). El beta amiloide se deriva del procesamiento proteolitico de la proteina
precursora amiloide (APP) (Van Gassen et al, 2003). La APP es una glicoproteina transmembranal que se
encuentra codificada en el cromosoma 21. La APP tiene un dominio intramembranal, un largo dominio
amino terminal extracelular y una pequena region citoplasmatica en el lado carboxilo terminal (Van
Gassen et al, 2003). Debido a diferencias en el corte y pegado (splicing alternativo) existen diferentes
isoformas de la APP que tienen una longitud de 695 a 770 aminodacidos, tales is6formas son conocidas
como APP6g5, APP751y APP770, de las cuales la APP6gs5 es la forma mas comun encontrada en la
region cerebral (Hendriks et al, 1996; Van Gassen et al, 2003).

El procesamiento de la APP puede llevarse a cabo de dos diferentes rutas: no amiloidogénica y
amiloidogénica. La ruta no amiloidogénica incluye el procesamiento proteolitico de la APP por la
actividad de la a-secretasa (formada por ADAM17, ADAMg y ADAM10) en la superficie de la célula la
cual genera una proteina soluble de 612 aminoacidos (sAPPa). El fragmento carboxilo terminal de la
APP permanece anclado a la membrana y es procesado proteoliticamente por la actividad de la y-
secretasa (formada por presenilina 1, APH-1, PEN-2 y nicastrina) generando el fragmento p3. Por
definicion se podria decir que p3 es un péptido truncado del péptido beta amiloide que consta de los
residuos del 17 al 42 (AB17-42). También es sabido que p3 ésta presente en extractos de cerebro de
pacientes con EAy que tiene un efecto toxico para las neuronas (Hass et al, 1992).




En la ruta amiloidogénica la B-secretasa (formada por BACE1) corta a la APP en la region amino
terminal del péptido beta amiloide, lo que da como producto el péptido soluble SAPPB. El fragmento
carboxilo terminal permanece anclado por la membrana y es procesado por actividad de la y-secretasa
(formada por nicastrina, APH1, PEN-2 y presenilina) dando como resultado el péptido ABzo-42
(Leissring, 2002).
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Figura 3. Procesamiento proteolitico de la APP. La Proteina Precursora Amiloide (APP) puede ser
proteolizada a través de la ruta no amiloidogénica por la a-secretasa y y-secretasa para formar el
péptido p3, pero también puede ser procesada por la ruta amiloidogénica a través de la accion de la B-
secretasa y y-secretasa para formar el péptido AB1-42 (Citron, 2004).

Una vez que ha sido procesado, el péptido adopta una conformacion de 3 plegada antiparalela y tiende

a formar fibrillas que al momento de agregarse forman depdsitos de tipo amiloide. Se ha encontrado
que las dos formas predominantes del péptido beta amiloide en la EA son el fragmento AP0, que es el
mas abundante en circulacion y de mayor solubilidad, y el fragmento AB42 que se encuentra en mayor
cantidad en las placas amiloides (Kumar et al, 2002). El péptido beta amiloide juega un papel muy
importante en la patogénesis de la enfermedad y desde mediados de la década de los 80 se planted la
hipotesis de la cascada amiloide para explicar el desarrollo de la patologia.

Figura 4. Modelado molecular de
la estructura terciaria del péptido
beta amiloide 1-42 (AB1-42)
(Programa UCSF Chimera).




2.7 HIPOTESIS DE LA CASCADA AMILOIDE

La hipotesis de la cascada amiloide es una teoria propuesta a principios de los afios 9o’s. Esta teoria
propone que la EA es el resultado de un desequilibrio entre la sintesis y la degradacion del péptido beta
amiloide. Elincremento del péptido AB42 activa una cascada de eventos que confluyen en la activacion
local de la microglia y astrocitos, lo cual provoca la liberacidn de citosinas inflamatorias (McGeer et al,
1995). La combinacion de un proceso pro-inflamatorio aunado a la neurotoxicidad intrinseca del beta
amiloide, conlleva a la aparicidon de profundos cambios metabdlicos y lesiones neuronales entre la que
se incluye la hiperfosforilacion de la proteina tau. Asi mismo el péptido beta amiloide en su forma
agregada es capaz de producir alteraciones en la homeostasis de calcio, aparicion de poros en la
membrana plasmatica y dafio oxidante a través de la formacion de radicales libres en neuronas y glia. El
resultado de estos acontecimientos es una pérdida de neuronas y la sinapsis entre estas, dando como
producto la aparicion de los sintomas clinicos de demencia caracteristicos para la EA (Selkoe, 1997).
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Figura 5. Diagrama de flujo que muestra el desarrollo de la hipotesis de la cascada amiloide.

2.8 ESPECIES AMINO TRUNCADAS DEL PEPTIDO BETA AMILOIDE

Estudios y analisis realizados en cortes de cerebro humano pertenecientes a pacientes afectados por la
EA han demostrado la existencia de especies de AB escindidas en su extremo amino terminal. Estas
formas de beta amiloide han sido denominadas como especies amino-truncadas. Las especies amino-
truncadas fueron reportadas por primera vez en 1985 por Masters, para posteriormente demostrarse
que alrededor del 60% del AB que se encuentra en el cerebro de pacientes con EA pertenece a especies
amino-truncadas (Sergeant et al, 2003). En pacientes con trisomia 21 en co-desarrollo con EA se ha visto
la presencia de especies amino-truncadas, principalmente las formas AB3-42 y AB11-42 (Kumar et al,




2000). En estos pacientes se ha observado que las especies amino-truncadas son mas abundantes que el
péptido de longitud completa.

Las especies amino-truncadas contienen una modificacion postraduccional consistente en la
ciclizacion del glutamato (E) presente en el extremo amino terminal (posiciones 3 y 11 del beta
amiloide) para formar las especies ABp(E)3-42 y ABp(E)11-42 (Mori et al, 1992 ). Debido a esta
ciclizacion, las especies amino-truncadas obtienen caracteristicas que las vuelven ain mas toxicas que
el propio péptido de longitud completa, ya que se vuelven inmunes a la degradacidn por parte de
aminopeptidasas ademas de presentar una mayor capacidad de agregacion que el péptido APi1-42
(Perez-Garmendia et al, 2013). Otra caracteristica que se confiere a estas especies amino-truncadas
debido a la ciclizacion del E, es la de fungir como péptidos semilla ya que se ha observado que una vez
que se deposita alguna de las especies amino-truncadas, estas funcionan como centro de nucleacion
para la deposicion del ABi-42 y formacion de las placas neuriticas (Schilling et al, 2006). Estudios
recientes han demostrado que oligémeros del ABp(E)3-42 provocan toxicidad a largo plazo al
acumularse dentro de las neuronas tanto de pacientes con EA como de ratones transgénicos (Wirths et
al, 2010).

La ciclizacion del E en las especies amino-truncadas es llevada a cabo por la enzima conocida como
glutaminil ciclasa (QC), la cual se ha encontrado sobreexpresada en pacientes con EA. En base a ello se
ha sugrido que la GC juega un papel clave en la generacidon de especies amino-truncadas (Schilling,
2008).

DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV beta amiloide 1-40
DAEFRHDSGYEVHHQKLYFFAEDVGSNKGAIGLMVGGVVIA
EFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA
EVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA

Figura 6. Secuencia de aminoacidos de AB1-40, AB1-42 vy las especies amino-

truncadas AB3-42 y AB11-42. En rojo se sefiala la posicion del Glutamato (E) que se
ve ciclado en las especies amino-truncadas.
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Figura 7. Formacion del piroglutamato. Reaccion sufrida por las especies amino-
truncadas del péptido beta amiloide que consiste en la ciclizacion del glutamato a
través de la enzima glutaminil ciclasa para formar piroglutamato (Perez-
Garmendia et al. 2013).




2.9 PEPTIDO ABp(E)11-42

El ABp(E)11-42 es una especie amino-truncada que se ha visto escindida por la B-secretasa entre la
Tirosina con posicion 10 y el Glutamato con posicion 11 del extremo N-terminal para posteriormente
sufrir una ciclizacion en el Glutamato a través de la QC (Liv et al, 2002).

Se ha observado que el ABp(E)11-42 se encuentra sobreexpresado en pacientes con EA con respecto a
personas sanas (Liu et al, 2006), ademas de que se ha postulado que esta especie amiloide funge como
centro de nucleacion para la formacion y crecimiento de agregados amiloides en el cerebro de personas
afectadas por la EA (Sullivan et al, 2011). La Unica forma de remocion conocida para la eliminacion del
Glutamato ciclado es la enzima conocida como piroglutaminil aminopeptidasa, sin embargo esta
enzima se encuentra en el citosol celular mientras que las especies amino-truncadas por lo general se
encuentran encapsuladas en vesiculas celulares por lo cual es practicamente imposible el contacto
entre éstas dos para la eliminacion de la especie amino-truncada (Liu el, 2002). Con base en lo anterior
es factible pensar que la especie ABp(E)11-42 es un posible blanco terapéutico para el disefio de un
tratamiento contra la EA.

Figura 8. Modelado de la estructura terciaria del péptido beta amiloide
11-42 (AB11-42) (Programa UCSF Chimera).

2.10 TRATAMIENTO PARA LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Actualmente varios farmacos que contrarrestan los efectos de la sintomatologia de la enfermadad han
sido aprobados en diferentes paises, sin embargo, el efecto de dichos farmacos solamente se limita a
retrasar la evolucion natural de la enfermedad, lo que solo permite una mejora de caracter temporal no
mayor a 18 meses, mas no una cura definitiva (Standaert y Young, 2001).

A través de cerebros examinados post mortem se ha descubierto que los pacientes con EA presentan
una disminucion del neurotransmisor acetilcolina debido a la muerte de células nerviosas productoras
de dicho neurotransmisor. La acetilcolina es un neurotransmisor implicado en procesos de memoria y




aprendizaje. El bajo nivel de acetilcolina encontrado en pacientes con EA parece indicar que el déficit de
este neurotransmisor desempefia un papel importante en el deterioro cognitivo. En la actualidad los
farmacos encaminados a aumentar los niveles de acetilcolina en pacientes con EA (donepezilo, tacrina,
rivastigmina o galantamina) son la Unica estrategia farmacoldgica que ha demostrado cierta eficacia
para mejorar los sintomas propios de la enfermedad por cortos periodos de tiempo (Standaert y Young,
2001).

Para el tratamiento de sintomas conductuales tales como agresividad, ansiedad, agitacion, insomnio o
alucinaciones se recomienda el uso de ansioliticos. En caso de presencia depresiva el tratamiento a
seguir es el uso de antidepresivos como la trazodona.

Debido a que la EA ésta ligada a procesos inflamatorios en la zona cerebral se utiliza anti-inflamatorios
no esteroideos (AINES) para tratar dicho problema. Se sabe que administraciones constantes de altas
dosis de AINES inician una reduccion en la carga amiloide y de la activacion de la microglia in vivo en
ratones transgénicos que sobre expresan APP (Citron et al, 2004).

El incremento en la produccion de colesterol en plasma es un factor de alto riesgo para el padecimiento
de la EA. Diversos estudios in vitro e in vivo han demostrado que el procesamiento de la APP es
dependiente del colesterol y que una disminucion en los niveles de este también reduce la produccién
de beta amiloide. Es por ello que una de las medidas preventivas contra la EA es el consumo de una
dieta sana baja en grasas y el ejercitarse regularmente.

Otra medida implicada en el tratamiento contra la EA es el uso de antioxidantes, como la vitamina E,
para la inhibicidn de la agregacion del péptido beta amiloide, esto se logra al disminuir los niveles de
zing; ya que el zinc y el cobre pueden formar complejos con el péptido beta amiloide e inducir su
agregacion. El cobre por su parte, al estar en presencia del péptido beta amiloide, se ve reducido y
forma especies oxidantes reactivas como el peroxido de hidrégeno, el cual se ha reportado es capaz de
causar dafo a nivel neuronal (Wolfe et al, 2002; Atwood et al, 2003).

2.11 ESTRATEGIAS INMUNOTERAPEUTICAS CONTRA LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La hipdtesis de la cascada amiloide sefiala que el incremento en la produccion y la acumulacion del
péptido AP 1-42 es la causa principal de la patogénesis en la EA, es por ello que se han disefiado varias
estrategias terapéuticas que consideran al péptido AP 1-42 como el blanco principal. En diversos
estudios se ha observado que tanto la inmunoterapia activa como pasiva son prometedoras estrategias
para tratar la EA ya que ambas estan basadas en anticuerpos especificos contra el péptido beta
amiloide: la inmunoterapia pasiva consiste en administrar de manera directa los anticuerpos especificos,
mientras que en la inmunoterapia activa el péptido beta amiloide es administrado junto con un
adyuvante para desarrollar una respuesta inmune contra el péptido beta amiloide (Lemere et al, 2004).

INMUNIZACION PASIVA: en el caso de la EA se han llevado a cabo estudios en ratones transgénicos a
los que se administraron anticuerpos monoclonales y policlonales contra el péptido beta amiloide.
Estos anticuerpos, administrados de manera periférica, entran al sistema nervioso central (SNC) y
logran reducir las placas en un 93% y 81% respectivamente (Bard et al, 2000). Esto indica que los
anticuerpos por si solos son capaces de disminuir la acumulacidn de agregados amiloides en la zona
cerebral.




Aunque la disminucion de carga amiloide a través de la inmunizacion pasiva probo tener buenos
resultados en la mejora cognitiva de los ratones a los que se les administré los anticuerpos, la
inmunizacion pasiva tiene ciertas desventajas. Una de las desventajas consiste en tener que administrar
constantemente al paciente una dosis de anticuerpo ya que la inmunizaciéon pasiva no produce
memoria inmunoldgica. Por otro parte la mayor de las desventajas es el hecho del desarrollo de
microhemorragias intracerebrales, hecho demostrado en 2002 en un estudio con ratones transgénicos
(Pfeifer, 2002).

INMUNIZACION ACTIVA: en la Ultima década se han efectuado diversos estudios en ratones
transgénicos a los que se les administro el péptido AP 1-42 en conjunto con algun adyuvante (adyuvante
de Freund en la mayoria de los casos). Estos estudios demostraron un decremento en la patologia
caracteristica de la EA como la formacion de nuevas lesiones en la zona cerebral, disminucion de la
carga amiloide asi como la generacion de anticuerpos anti-beta amiloide y una activacion de células de
microglia en zonas con carga amiloide en forma de placas (Ferrer, 2004). Por otra parte los ratones a los
que se les sometio a tratamiento experimentaron una mejora en las funciones cognitivas y es por ello
que se decidio dar el siguiente paso y llevar las pruebas clinicas.

2.12 INMUNOTERAPIA EN HUMANOS

En base al éxito logrado con la inmunizacion activa en ratones transgénicos con el péptido beta
amiloide, se llevaron a cabo pruebas clinicas con una forma sintética del péptido AP 1-42 mas saponina
como adyuvante, al que se denomind AN1792. En este estudio se administraron 4 inyecciones a los
pacientes con EA en un periodo de 6 meses, aunque 4 pacientes fallecieron en este lapso de tiempo
ninguna de las muertes fue atribuida a causa de la inmunizacién. El estudio arrojé como resultado una
reduccion en la velocidad de deterioro cognitivo, aunque no se logré recuperar el nivel cognitivo normal
como en el caso de los estudios hechos en ratones transgénicos (Munch y Robinson, 2002).

El estudio fue llevado a la Fase Il, en donde 300 pacientes recibieron el tratamiento con AN1792. Para
medir la eficacia del tratamiento se hicieron evaluaciones de la funcidn cognitiva, volumen cerebral,
concentracion de biomarcadores y el funcionamiento y desempeio personal dia a dia. De manera
desafortunada fueron reportados 17 casos de encefalitis entre los pacientes, después de recibir entre
unay tres dosis de AN1792, por lo que todo el estudio fue cancelado.

Los pocos resultados obtenidos a partir de este estudio mostraron que la vacuna AN1792 es capaz de
promover la produccion de anticuerpos anti- beta amiloide, sin embargo se debe mencionar que esta
vacuna no disminuyd el declive cognitivo (Senior et al, 2002).

2.13 MECANISMOS DE ACCION INMUNOTERAPEUTICA DE LOS ANTICUERPOS CONTRA EL
PEPTIDO BETA AMILOIDE

Actualmente, gracias a los ensayos clinicos realizados en pacientes con EA y a diversos experimentos in
vitro e in vivo en diferentes modelos animales, se sabe que hay 3 posibles mecanismos a través de los
cuales los anticuerpos anti-beta amiloide son capaces de disgregar y disminuir los depdsitos del péptido
beta amiloide en el area cerebral.

1.- Disgregacion de forma directa: por medio de este mecanismo los anticuerpos anti-beta amiloide
son capaces de disolver y neutralizara la forma oligémerica del péptido beta-amiloide. Esto también se




ha demostrado en estudios in vitro en donde anticuerpos anti-beta amiloide son capaces de impedir la
agregacion del péptido beta amiloide (Frenkel et al, 2002).

2.- Fagocitosis por accion de microglia: en este mecanismo los anticuerpos anti-beta amiloide se unen
a través de su fraccion cristalizable (Fc) al receptor FcR localizado en las células de microglia en el
cerebro. La union Fc al receptor FcR media la fagocitosis por medio de la microglia del complejo beta
amiloide-anticuerpo. Estudios in vivo han demostrado que al administrar de forma periférica
anticuerpos anti-beta amiloide se puede detectar la presencia de microglia activada rodeando las
placas amiloides en la zona cerebral (Wilcock et al, 2004).

3.- Peripheral sink: a través de este mecanismo se lleva a cabo un “secuestro” del péptido beta
amiloide periférico, causando con esto una migracion del péptido beta amiloide encontrado en cerebro
al plasma. Estudios in vivo demuestran que algunos anticuerpos monoclonales contra el péptido beta
amiloide no atraviesan la barrera hematoencefalica sin embrago hay una disminucion en la formacion
de placas amiloides e incluso de dafio cognitivo (Sigursson et al, 2001).

Aunque la inmunizacion activa ha probado tener una cierta eficacia en el tratamiento contra la EA, su
principal problema radica en la activacion de linfocitos T autorreactivos capaces de producir
neuroinflamacion a través de una respuesta inmune tipo Thi. Es por ello que se ha propuesto al acido
retinoico como un posible inmunomodulador capaz de cambiar una respuesta inmune Tha hacia una
respuesta inmune de tipo Th2.

a Disgregacion directa i ¢ Consumo periférico

'

anticuerpo anti-BA

AR

Figura 9. Mecanismos de eliminacion del péptido beta amiloide a través de anticuerpos anti-beta
amiloide. a) desagregacion de oligdmeros y fibrillas por medio de anticuerpos anti-beta amiloide. b)

fagocitosis de agregados del péptido beta amiloide a través de la microglia. c) anticuerpos anti-beta
amiloide se unen a monomeros de beta amiloide en el plasma y promueven la salida del beta
amiloide del parénquima cerebral (Weiner y Frenkel, 2006).




2.14 ESTRATEGIAS PARA EL DESARROLLO DE UN TRATAMIENTO EFECTIVO CONTRA LA EA

Estudios posteriores sobre los resultados del ensayo clinico con la vacuna AN1792 mostraron que los
pacientes que presentaron encefalitis tenian infiltracion de linfocitos T CD4+ y T CD8+. Analisis
posteriores descubrieron que estos efectos colaterales se debieron a dos factores:

La saponina no fue un adyuvante adecuado debido a su capacidad de desarrollar respuestas inmunes
pro-inflamatorias.

La utilizacion del péptido de longitud completa (AB1-42) como inmundgeno ya que hoy en dia se sabe
que el AB1-42 dentro de su estructura contiene un epitopo capaz de inducir linfocitos pro-inflamatorios
T CD4+ (Ferrer et al, 2004).

Debido a que una de las caracteristicas patoldgicas de la EA es la presencia de inflamacion en diferentes
zonas cerebrales, el reto para el desarrollo de una vacuna efectiva contra la EA es el generar una
respuesta inmune anti-AB lo bastante robusta como para romper la inmunotolerancia contra el beta
amiloide y que sea capaz de evitar una respuesta inmune de linfocitos T CD4+ y T CD8+. Lo anterior
tiene como propdsito minimizar el riesgo de encefalitis causada por una respuesta inflamatoria
autoinmune.

2.15 VIRUS-LIKE PARTICLES

Actualmente una de las estrategias mas prometedoras para el desarrollo de vacunas es la utilizacion de
Virus-Like Particles (VLPs por sus siglas en inglés). Las VLPs consisten en proteinas estructurales de
naturaleza virica que tienen la capacidad de autoensamblarse para formar una cdpside viral. Esta
capside viral al carecer de material genético en su interior no es capaz de llevar a cabo procesos
autoreplicativos e infecciosos.

En la actualidad hay tres vacunas basadas en VLPs que han sido aprobadas por la Food and Drug
Administration (FDA) para su comercializacion y uso en humanos:

Contra Virus de la Hepatitis B (aprobada en 1986).
Contra Virus del Papiloma Humano (aprobada en 2006).

Contra Virus de la Hepatitis E (aprobada en 2011).
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Figura 10. VLPs aprobadas para su uso en humanos. Linea del tiempo que muestra el

desarrollo y aprobacion de las 3 vacunas basadas en VLPs que han sido aprobadas por la FDA
para su uso en humanos (Lua et al, 2013).




La principal razon por la cual las VLPs son consideradas como potenciales candidatas para el desarrollo
de vacunas se debe a que poseen caracteristicas altamente aprovechables para este fin, por ejemplo:

. Capacidad para desarrollar potentes respuestas inmunes y romper inmunotolerancia debido a la
repeticion en tandem de epitopos sobre su superficie (Chen et al, 2013).

. Epitopos que presentan arreglos en patrones altamente repetitivos sobre la superficie de las VLPs, los
cuales son capaces de desarrollar una respuesta inmune adaptativa al activar linfocitos B a través de
cross-linking (Bachmann et al, 1993).

. Poseer propiedades autoadyuvantes (Keller et al, 2010).

. Tamafio que permite la fagocitosis y el procesamiento de epitopos a través de células presentadoras
de antigeno (Lua et al, 2013).

Figura 11. Estructura de una VLP. VLP que muestra rodeado en rojo el
arreglo altamente repetitivo de epitopos (Lua et al, 2013).




2.16 PROTEINA DE CAPSIDE L1

Hoy en dia una de las vacunas basadas en VLPs cuyo uso se encuentra mas extendido es la disefiada
contra el Virus del Papiloma Humano (HPV), la cual esta compuesta por la proteina de capside L1
(Kumar et al, 2015). EI HPV consiste en una capside icosahédrica no recubierta con un tamaiio entre 5oy
70 nm, la cual cuenta con 72 capsomeros de forma pentamerica, los cuales estan formados por 5
proteinas L1 unidas entre si a través de puentes disulfuro formados por cisteinas (Sapp et al, 1998).

Figura 12. Modelado molecular de una VLP formada a
partir de la proteina de capside L1 del HPV16. Dentro del
perimetro en rojo se observa la unidn de 5 proteinas L1 (en
azul, amarillo, negro, morado y verde) unidas por puentes
disulfuro para formar el pentamero (Programa VMD

1.9.1).

Diversos estudios han corroborado la existencia de 12 cisteinas dentro de la secuencia de aminoacidos
de la proteina de capside L1 (Fligge et al, 2000). Estas 12 cisteinas han sido reportadas como
fundamentales para la formacion y estabilidad de la VLP como macroestructura. Entre las 12 cisteinas
mencionadas las mas importantes son las cisteinas encontradas en las posiciones 176 (C176) y 428
(C428) de la secuencia de aminoacidos (Xiaojang et al, 2000). La C176 desempefia la funcion de unir
entre si cada una de las 5 proteinas L1 que conforman el pentdmero mediante puentes disulfuro,
mientras que la C428 forma puentes disulfuro entre pentdmeros para formar la VLP y proporcionarle
estabilidad (Martin Sapp et al, 2003).

Debido a sus caracteristicas, diversos estudios han demostrado que la proteina L1 es un excelente
vehiculo para la insercién de epitopos heterélogos (Monroy-Garcia et al, 2014). Una de las razones por la
cual la utilizacion de la proteina L1 para el anclaje de epitopos heterdlogos esta tan difundida, es la
facilidad con que esta proteina puede ser expresada en una gran diversidad de sistemas como bacterias,
células de insecto y plantas.

Recientemente, epitopos heterdlogos provenientes del péptido beta amiloide han sido insertados en la
secuencia de aminoacidos de la proteina L1. Estas L1 quiméricas fueron ensambladas para formar VLPs
de tal manera que los epitopos insertados queden dispuestos sobre la superficie de la VLP formando
patrones en alta repeticion capaces de activar la respuesta inmune humoral para la produccion de
anticuerpos especificos (Chackerian et al, 2006).




2.17 EXPRESION DE PROTEINAS HETEROLOGAS EN PLANTAS

En afos recientes una gran cantidad de grupos de investigacidon han seleccionado a las plantas como
sistema de produccién de proteinas heterdlogas. Entre las diferentes plantas utilizadas para la expresiéon
de proteinas recombinantes, Nicotiana benthamiana se ha convertido en una eleccidn por excelencia
para muchos grupos de investigacién debido a su susceptibilidad para expresar proteinas codificadas en
una gran variedad de vectores virales de plantas (Goodin et al, 2008) y por su adaptabilidad a diferentes
ambientes y esquemas de produccidn a gran escala (Pogue et al, 2010). Hoy en dia una gran cantidad de
companias farmaceuticas y empresas han optado por la utilizacion de N. benthamiana y el sistema
denominado transient expression para la produccién de proteinas recombinantes.

El sistema conocido como transient expression consiste en la induccidn y sobreexpresion, mediante un
vector viral, de una proteina heterdéloga dentro del téjido foliar de N. benthamiana. A diferencia de las
transformaciones estables, la proteina heterdloga es producida dentro de la planta durante un breve
periodo de tiempo (5-10 dias), sin embargo, la proteina de interés se convierte en la proteina mas
expresada dentro del organismo por lo que sus rendimientos durante los procesos de extraccién son
bastante altos.

El sistema de transient expression explota la capacidad innata de la bacteria Agrobacterium tumefaciens
para infectar los espacios aéreos dentro de la planta e inducir la sobreexpresién de proteinas vy
compuestos de interés que sirven para la alimentacion de la bacteria. En el sistema transient expression
se inserta dentro de A. tumefaciens un vector viral de expresion que contenga DNA codificante para una
proteina heterdloga de interés y una vez que la bacteria infecta a la planta, esta se ve obligada a
producir la proteina heterdloga codificada dentro del vector de expresion.

La utilizacién de este sistema se ha visto bastante extendida durante los ultimos afios debido a que
ofrece una gran cantidad de ventajas como:

La produccién de proteinas recombinantes tiene un rendimiento muy superior a otros sistemas
de transformacidn y expresion en plantas.

Los tiempos de produccién de la proteina de interés son mucho mas cortos que en otros
sistemas de expresion.

Los costos de produccién son muy inferiores a casi cualquier otro sistema de expresion.

Las proteinas recombinantes obtenidas se encuentran glicosiladas debido a la maquinaria
celular eucariota de la planta, mientras que la produccién en bacterias no permite la
glicosilacion de las proteinas.

El riesgo bioldgico es mucho menor ya que la transcripcidon y traduccidn del gen que codifica la
proteina de interés solo se efectla de manera transitoria y por lo tanto no es posible que dicho
gen escape al medio ambiente.

El sistema permite expresar casi cualquier proteina recombinante.

La produccion de las proteinas recombinantes es completamente escalable ya que se puede
producir desde una cantidad muy pequeiia hasta cantidades industriales.

Los cuidados requeridos por la planta N. benthamiana son prdacticamente nulos ya que solo
necesita una fuente de luz y agua para sobrevivir hasta su cosecha.

Correcta traduccién y plegamiento de las proteinas heterdlogas producidas dentro de la planta
mediante este sistema.
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3. JUSTIFICACION

El péptido beta amiloide es un producto fisioldgico que desempeia diversas funciones, debido a ello es
improbable que el sistema inmune reconozca cualquier especie del péptido como un agente
inmunogeénico. En base a lo anterior, el presente proyecto propone el desarrollo de una vacuna contra la
Enfermedad de Alzheimer basada en la creacion de una VLP formada a partir de la proteina de capside
L1 del virus del papiloma, la cual exprese en su superficie secuencias en tandem con el fragmento 11-28
del péptido beta amiloide 1-42.

La utilizacion de una VLP como modelo de vacuna permite resolver varias de las problematicas que
plantea el desarrollo de una vacuna efectiva contra la Enfermedad de Alzheimer:

1. Vacunas basadas en VLPs tienden a producir respuestas inmunes anti-inflamatorias (tipo Th2),
esto debido a arreglos altamente repetitivos en su superficie que fungen como epitopos para
activacion de linfocitos B (Lua et al, 2013). Con base en esta caracteristica, la fabricacion de una
vacuna contra la EA basada en una VLP evita la problematica de producir una respuesta inmune
pro-inflamatoria que pueda desembocar en una meningoencefalitis.

Patrones altamente repetitivos caracteristicos de las VLPs proporcionan la habilidad de
convertir en inmunogénicas moléculas normalmente toleradas por el sistema inmune. Esto
supone una estrategia propicia para resolver la problematica consistente en la
inmunotolerancia de sistema inmune hacia las diferentes especies del péptido beta amiloide.

Epitopos especificos en alta copia representados sobre la superficie de Las VLPs son capaces de
estimular al sistema inmune adaptativo para desarrollar un alto titulo de anticuerpos
especificos.

La propiedad auto adyuvante de las VLPs evita la problematica de buscar un adyuvante que
produzca una respuesta inmune anti-inflamatoria y que ademas sea aprobado en su uso con
humanos por la FDA.

La decision de utilizar la proteina de capside L1 del Virus del Papiloma Humano 16, se debe a su
capacidad de autoensamblado in vivo e in vitro para formar estructuras como capsomeros y VLPs
ademas de su versatilidad para ser expresada en diversos sistemas (Chackerian et al, 2006). La proteina
L1 contiene dentro de su topologia una region denominada L4 la cual, debido a su posicion expuesta
dentro de la formacion de la capside, ha sido utilizada en anteriores trabajos como un sitio de insercion
para epitopos foraneos de interés, obteniendo resultados favorables en cuanto a la correcta formacion
de VLPs y la produccion de un alto titulo de anticuerpos especificos contra dichos epitopos (Matic et al,
2011). Es por ello que en este proyecto propone la utilizacion de la region L4 para la insercion del
epitopo 11-28 correspondiente a la especie amino-truncada del péptido AR 11-42.

Se sabe que la secuencia 11-28 contiene epitopos de activacion para linfocitos B debido a lo cual, en
teoria, deberia producirse una respuesta inmune humoral de tipo Th2, y al ser expresado en tandem
sobre la superficie de la VLP tendria la capacidad de desencadenar una respuesta inmune lo
suficientemente robusta como para inhibir la inmunotolerancia del péptido beta amiloide y crear un
titulo de anticuerpos especificos anti-beta amiloide.




4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar si una vacuna basada en una VLP que contenga el fragmento 11-28 del péptido beta amiloide es
una buena candidata como posible tratamiento contra la Enfermedad de Alzheimer.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Creacion in silico de un modelo que muestre y recree el mejor sitio de anclaje para el fragmento 11-28
del péptido beta amiloide dentro de una VLP formada por la proteina L1 del Virus de Papiloma Humano
16.

2. Sintesis de la secuencia codificante para la proteina quimérica.

3. Creacion del vector de expresion.

4. Expresion de |a proteina de interés en Nicotiana benthamiana.

5. Purificacion de la proteina quimérica.

6. Ensamblaje in vitro de las VLPs.

7- Inmunizacion de ratones de las cepas C57BL/6.

8. Anélisis de la respuesta inmune humoral producida en los ratones inmunizados.

9. Analisis inmunohistoquimico en cortes de cerebro de ratén transgénico y humano para comprobar el
reconocimiento de beta amiloide por parte de los anticuerpos inducidos.

10. Analisis de inhibicion de los anticuerpos anti-VLPs quiméricas Vs diferentes fragmentos del péptido
beta amiloide.

11. Analisis de estabilidad de las VLPs quiméricas.




6. METODOLOGIA

6.1 CREACION IN SILICO DE LAS VLPs QUIMERICAS DEL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO 16 Y
REPRESENTACION DL EPITOPO 11-28 DENTRO DE SU ESTRUCTURA

6.1.1 Creacion por homologia in silico de las estructuras de capside L1a y L1b mediante el paquete
Rosetta.

Se cred una cuenta en el servidor Robetta (rosettaserver.backerlab.org) a la cual se envid la secuencia de
ambas proteinas quiméricas y el templado de la secuencia wild type de la proteina de capside L1 del
Virus de Papiloma Humano 16, la cual se obtuvo de la pagina http://viperdb.scripps.edu/ . A partir del
templado y las secuencias quiméricas enviadas, el servidor creo varios archivos necesarios para la
construccion por homologia de las estructuras de capside quiméricas. Los archivos creados fueron
descargados a un sistema con ambiente Lynux (al que previamente se les descargaron los comandos y
archivos necesarios para el funcionamiento del algoritmo Rosetta) y se realizd un alineamiento de las
secuencias primarias en formato grishin. Se le indicé al programa que creara un minimo de 10,000
decoys para hacer una correcta estadistica del sistema y se realizé un agrupamiento por energia y
tamano. Se eligio la estructura con la menor cantidad de energia necesaria para su funcionamiento y
que al mismo tiempo tuviera el mayor tamaio posible. La estructura seleccionada se convirtié en un
archivo binario PDB de salida. El archivo PDB fue enviado al cluster de super computo “Biofisikx” en
donde se combinaron los decoys de cada carpeta enviada y los archivos finales de cada nodo utilizado
en la sUper computadora. Después de ejecutar lo anterior se obtuvo un archivo PDB para cada
construccion quimérica, el cual se pudo visualizar y modificar graficamente en un programa de
visualizacion molecular como Chimera, Pymol o VMD.

6.2 SINTESIS DE LA SECUENCIA CODIFICANTE PARA LA PROTEINA QUIMERICA

6.2.1 Creacion del vector de clonaciéon pUCs7 codificante para la proteina quimérica.

Previo a la sintesis del vector de clonacion se realizé un analisis in silico para su construccion con el
programa SnapGene Viewer 2.5. Se inserto la secuencia de DNA codificante para la proteina L1
quimérica (L1a y L1b por separado) dentro de la secuencia de DNA del vector de clonacion pUCs7 vy se
flanqued con sitios de corte para Bsal en los extremos 5°y 3°. Una vez realizada la construccion in silico
del vector de clonacion se procedio a la sintesis del mismo, lo cual fue llevado a cabo por la empresa
GenScript™. La concentracion del vector de clonacion recibido fue de 4ug/uL para cada una de las dos
construcciones. Cada construccion se centrifugd a 60ooo G durante 1 minuto y posteriormente se le
adiciond 20 pL de agua MiliQ estéril para almacenarlo como stock a -20°C.




6.3 CREACION DEL VECTOR DE EXPRESION

6.3.1 Obtencion del DNA plasmidico.

Del stock para cada construccion se tomaron 2 pL y se realizé una dilucidn 1:10 con agua MiliQ estéril.
De cada dilucion se tomaron 10 pL y se dializaron en una membrana para dialisis de DNA con un
tamano de poro de 0.025 pum por un lapso de 20 minutos. Se recuperd el dializado y se mezcld con 5o
pL de E. coli (DH5-a electrocompetentes) dentro de una celda de electroporacion nueva, a la cual se le
aplico un choque eléctrico de 1800V. Una vez electroporadas, las células fueron colocadas
inmediatamente en medio SOC para su recuperacion durante 1 hora a 37°C. Posteriormente, para
crecer la bacteria con el vector de clonacion insertado, se inoculd 25 pL de cada construccion en 10 mL
de medio Luria-Bertani suplementado con carbenicilina (concentrada a 100 mg/mL) y se colocaron en
tubos de cultivo. Los tubos se incubaron durante 24 horas a 37°C. Posterior a la incubacion, se
seleccionaron 5 colonia positivas de cada construccion (L1a y Lib) y se procedid a realizar la extraccion
del DNA plasmidico por medio de miniprep.

6.3.2 Digestion del DNA plasmidico.

Posteriormente a la extraccion del DNA plasmidico por medio de miniprep, se realizé la digestion
enzimatica. Se tomaron 3 pL de DNA plasmidico purificado por miniprep y se le agregé 1 uL de la
enzima Kpnl, 1 uLde la enzima Apal, 3 pL de buffer CutSmart mas 12 pL de agua MiliQ estéril para llevar
la reaccion de digestion a un volumen total de 20 pL. La reaccion se incubd durante 2 horas a 37°C. Para
observar el resultado de la reaccion de digestion, la muestra fue cargada en un gel de agarosa al 0.8%
tefido con 1.5 pL de bromuro de etidido y sometida a electroforesis con un voltaje de 8oV.

6.3.3 Ligacion de los insertos L1a y L1b en el vector de expresion pICH31070.

Del gel de agarosa se selecciono y se cortd la banda con un peso de 1500 pb, la cual correspondia al
fragmento del vector con el inserto de DNA codificante para Lia o L1ib. La banda fue purificada de
acuerdo al protocolo del Kit de purificacion de DNA “DNA Clean & Concentrator™, Zymo Research”.

La ligacion de los insertos de L1a y L1b en el vector de expresion pICH31070 se llevo a cabo en 2 pasos:

1. Elvector de expresion fue digerido con la enzima de restriccion Bsal para producir cortes en él y
posteriormente ligar en su secuencia los insertos de DNA codificante para las proteinas
quiméricas. Para la reaccion de digestion del vector de expresion se tomaron 1.5 pL de
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plCH31070, 2 pL de buffer CutSmart, 1 pL de Bsal mas 15.5 pL de agua MiliQ estéril para llevar
la reaccion a un volumen total de 20 pL. La reaccion se dejo incubando durante 2 horas a 37°C.

Una vez que el vector de expresion fue digerido, se procedid a ligar los insertos codificantes
para las proteinas quiméricas. Para realizar lo anterior se tomaron 3 pL del vector digerido, 8 puL
de inserto purificado, 4 pL de buffer CutSmart, 1 pL de T4 ligasa, 1.5 pL de ATP mas 2.5 pL de
agua MiliQ estéril para llevar el volumen total de reaccidn a 20 L.

Para corroborar que la ligacion se llevd a cabo de manera correcta, se procedio a efectuar la digestion
del vector con el inserto ligado. Lo anterior se realizé tomando 7 pL del vector con el inserto ligado, 2
uL de buffer L, 0.8 pL de enzima HINDIII, 1 pL de enzima KPN mas 9.2 pL de agua MiliQ estéril para
llevar a un volumen total de 20 pL, se dejé incubando por 2 horas a 37°C. Una vez efectuada la reaccion
de digestion, se corrio un gel de agarosa del 0.8% a 8oV para comprobar la ligacion del inserto dentro
de vector de expresion. El gel mostro en cada una de las construcciones 2 fragmentos correspondientes
a 4815y 1585 pb, los cuales eran tamanos los tamanos esperados para el producto ligado.

6.3.4 Obtencion del producto de ligacion en alta copia.

Para obtener una cantidad considerable del producto de ligacion se procedid a insertarlo dentro de E.
coli. Para ello los productos de ligacion fueron dializados, insertados en E.coli por medio de
electroporacion e incubados en tubos de cultivo durante toda la noche a 37°C (de acuerdo al protocolo
mencionado con anterioridad). Para cada uno de los insertos ligados se seleccionaron 3 tubos en donde
se observd crecimiento de E.coli, los cuales fueron centrifugados a 10,000 rpm durante 5 min. El
sobrenadante fue desechado y los pellet fueron inoculados en cajas Petri con medio agar Luria-Bertani
enriquecido  con isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido  (IPTG),  5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranosido (X.gal) y kanamicina a una concentracion de 50 mg/mL, las cuales fueron incubadas
24 horas a 37°C.

6.4 EXPRESION DE LA PROTEINA QUIMERICA EN NICOTIANA BENTHAMIANA

6.4.1 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens.

Para cada construccidn se tomo el vector de expresidon pICH31070 con el inserto correspondiente ligado
y se llevd a cabo la dializacion del DNA plasmidico (de acuerdo al protocolo ya descrito anteriormente).
Se tomaron 5 pL de DNA dializado y se agregaron a 5o pL de Agrobacterivm tumefaciens PGV-3101 para
su electroporacion (de acuerdo al protocolo mencionado anteriormente). Inmediatamente fueron
resuspendidas en 1 mL de medio SOC para su recuperacion y se incubaron a 28°C durante 5 horas.
Posteriormente a su recuperacion, la muestra fue puesta en un tubo para centrifuga y se centrifugd a
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10,000 G durante 2 min, el sobrenadante fue desechado y el pellet fue recuperado para ser plaqueado
en una caja Petri con medio agar YEB enriquecido con rifampicina y kanamicina a una concentracion de
5o mg/mL. Las cajas fueron incubadas a 28°C durante 48 horas para el crecimiento de la bacteria y
guardadas a 4°C para su posterior uso.

6.4.2 Cultivo de Agrobacterium tumefaciens recombinante y agroinfiltracion.

Para la agroinfiltracion de las plantas Nicotiana benthamiana con las cepas transformadas de A.
tumefaciens se procedid a preparar los indculos de la bacteria. La cepa de A.tumefaciens PGV3101 con el
vector de expresion 31070 codificante para cada construccion de la proteina quimérica, con el vector
plCH14011 y con el vector pICH15879 fueron inoculadas por separado en tubos de cultivo con 5 mL de
medio YEB enriquecido con kanamicina a una concentraciéon de 5o mg/mL e incubadas durante 48
horas a 28°C. Para ser usado como futuro control positivo de la expresion en N. benthamiana, se utilizo
a la cepa de A. tumefaciens PGV3101 insertada con el vector pICHGFP, la cual fue inoculado e incubado
de la misma manera que la cepa de la bacteria con los otros vectores. Posteriormente a la incubacion
durante 48 horas, se procedid a hacer una re-inoculacion tomando 2 mL de cada cultivo y por separado
colocandolos en matraces Erlenmayer de 1L con 230 mL de medio YEB enriquecido con kanamicina y
carbemicilina 100 mg/mL. Los matraces fueron incubados por 24 horas a 28°Cy se les midid la densidad
optica hasta que cada uno de los cultivos alcanzo la densidad optica de 1.0. Una vez que cada uno de los
indculos alcanzé la densidad optica deseada se procedio a hacer las mezclas de la siguiente manera:

50 mL pICHGFP + 50 mL 1200 mL plCH31070 (L1a) + 200 100 mL plCH31070 (L1b) + 100
plCH14011 + 5o mL pICH15879 mL plCHi14011 + 1200 mL mL plCH14012 + 100 mL
plCH15879 plCH15879

Posteriormente a cada una de las 3 mezclas se les agrego acetosiringona en una relacion de 1plL por
cada mL de mezcla. Las mezclas se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas y se
centrifugaron a 5500 G durante un tiempo de 15 minutos. Los sobrenadantes fueron desechados y los
pellets fueron resuspendidos en medio MES (MES 1M pHs.5 + MgSOg4 1M). Una vez que las mezclas
estuvieron listas, se procedié a efectuar la agroinfiltracion de las plantas N. benthamiana. Se
agroinfiltraron 30 plantas para cada construccidon y 2 plantas para GFP como control positivo de
expresion. La agroinfiltracion se efectud realizando una pequeia puncion en el envés de la hoja y con
una jeringa sin aguja se inocul6 la mezcla correspondiente. Una vez realizada la agroinfiltracion de las
plantas, se procedi6 a su recuperacion almacenandolas en una incubadora a 25°C y con una humedad
ambiental del 55% con periodos de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.




6.5 PURIFICACION DE LA PROTEINA L1 QUIMERICA

6.5.1 Extraccion de la proteina quimérica.

Después del 3er dia post-agroinfiltracion se llevd a cabo un monitoreo de la expresion de la proteina
quimérica en plantas. Para efectuar lo anterior, cada dia se observd bajo luz UV las plantas
agroinfiltradas con GFP, las cuales fueron utilizadas como control positivo de expresion. 6 dias post-
agroinfiltracion se encontrd el punto de mayor expresion en las plantas, con lo cual se procedio a
efectuar su cosecha. Para la cosecha se procedié a cortar las hojas agroinfiltradas, las cuales se
sumergieron inmediatamente en nitrégeno liquido para su almacenamiento a -70°C. La extraccion de la
proteina quimérica se realizd de la siguiente manera:

1.

Para cada construccion se pesaron los gramos de material vegetal utilizados para la extraccion
y se les agregd buffer de extraccion (Na25205 1%) en una proporcion 1.5/1 volumen de buffer-
gramos de material vegetal.

Se licuaron las muestras hasta obtener una consistencia totalmente liquida, las cuales fueron
filtradas a través de cubre-bocas estériles para deshacerse del material vegetal de mayor
tamano.

Las muestras fueron ajustadas a pHs y colocadas en un recipiente estéril y hermético dentro de
bafno Maria a 45°C durante 20 minutos.

Posteriormente, las muestras fueron retiradas del bafio Maria y se dejaron enfriar a
temperatura ambiente durante 40 minutos.

Cada muestra fue centrifugada a 10,000 rpm durante un periodo de 15 minutos. El
sobrenadante (S1) fue recuperado y almacenado a 4°C, el pellet fue resuspendido en PBS pH7.4
en un volumen final de la mitad del volumen utilizado en el buffer de extraccion. La mezcla se
dejd reposando durante toda la noche a 4°C.

Para cada construccion se centrifugaron las mezclas a 10,000 rpm durante un lapso de 15
minutos. Se recupero el sobrenadante (S2) y se almaceno a 4°C, el pellet fue colectado en un
tubo falcdn y almacenado a 4°C.

Para eliminar impurezas y pigmentos, los S1 y S2 fueron filtrados por vacio a través de
membranas de celulosa de 0.45y 0.22 um.




8. Para cada construccion, se corrieron 2 geles de poliacrilamida al 12%. El primer gel se utilizd
para determinar la presencia y ubicacidn de la proteina quimérica en las muestras obtenidas (Sz,
S2y Pellet) mientras que el sequndo gel fue utilizado para determinar mediante Western Blot la
presencia de la proteina L1 quimérica (peso molecular de 52 kDa) a través de un anticuerpo
monoclonal anti-HPV16 (Santa Cruz Biotechnology, Inc’™" sc-53324). Para ambas construcciones
los resultados del gel de poliacrilamida y Western Blot mostraron que la proteina L1 quimérica
se encontraba en la muestra S2.

6.5.2 Concentracion de la proteina L1 quimérica.

Para la concentracion de la proteina de interés y sustitucion de buffer, el S2 de cada construccion fue
depositado en agitacion en el equipo de concentracion por nitrogeno Solvent Resistant Stirred Cells de
MILLIPORE, al cual se lo adicioné con una membrana de celulosa con tamafio de poro de 30kDa. La
sustitucion del buffer PBSpH7.4 fue llevada a cabo agregando por lapsos 50 mL de buffer de acetatos
pH5 5o mM (esto fue efectuado hasta haber agregado un total de 400 mL del buffer de acetatos).
Posteriormente, cuando el volumen final alcanzo los 20 mL, se recolecté con mucho cuidado la muestra
concentraday fue almacenada en un recipiente estéril a 4°C.

6.5.3 Purificacion de la proteina L1 quimérica.

Se equilibré una columna de purificacion ionic exchange HiTrap Capto S ImpAct purification column (GE
Healthcare Life Sciences™) con 15 voluménes de columna de buffer de acetatos pHs 50 mM y
posteriormente se paso la muestra S2 de cada construccion por la columna de intercambio idnico. La
columna cargada con la muestra fue conectada al sistema AKTA Protein Purification System (GE

Healthcare Life Sciences™) utilizando buffer de acetatos 50 mM pHs NaCl 1M como buffer de trabajo
del sistema. El sistema AKTA fue calibrado para obtener 40 fracciones de 1 mL, las cuales fueron
colectadas y cargadas en un gel de poliacrilamida al 12% para determinar las fracciones en que se
encontraba la proteina L1 quimérica (peso de 52 kDa). Para corroborar los resultados del gel de
poliacrilamida se realizé un Western Blot incubado con un anticuerpo monoclonal anti HPV16 (Santa
Cruz Biotechnology, Inc™  sc-53324). Una vez determinada la presencia de la proteina L1 quimérica en
las fracciones obtenidas a través del sistema AKTA, se procedié a cargar dichas fracciones en una
columna de exclusion molecular Exclusion Superdex 75 10/300 GL column (GE Healthcare Life
Sciences™). El sistema nuevamente fue calibrado para obtener 40 fracciones de 1 mL, las cuales fueron
analizadas por Western Blot para determinar la presencia de la proteina quimérica. Una vez que fueron
seleccionadas las muestras que contenian la proteina de interés, se hizo un pool con ellas y se
centrifugaron en un Centricon™ de 10 kDa a 4500 rpm durante 20 minutos.




6.7 ENSAMBLAJE IN VITRO DE LAS VLPs

6.7.1 Desensamble y ensamble de la proteina quimérica.

Las proteinas L1 quiméricas correspondientes a cada construccion fueron ensambladas para la
formacion de la VLP. Para llevar a cabo lo anterior, a cada muestra se le agrego buffer de desensamble
10x (PBS pH7.4, DTT 2mM, Tween 8o 0.03%, NaCl 0.116 M llevado a pH8.2) en un volumen
correspondiente a 1/10 parte del volumen total de muestra, se dejo incubar en total reposo a
temperatura ambiente durante 3 horas. Se tomaron las muestras y se pusieron en dialisis contra PBS
pH6 NaCl 1M en agitacion durante 24 horas a 4°C. Posteriormente se cambid el buffer por PBS pH7.4y
se dejo en dialisis durante 48 horas a 4°C en agitacion.

6.7.2 Analisis por Microscopia de Transmision Electrénica (TEM).

La muestra dializada fue observada en el microscopio electronico para corroborar la formacion de las
VLPs y su correcta morfologia y tamafio. Para cada una de las dos construcciones se tomaron 10 pL de
muestra dializada y se colocaron en celdillas de cobre para microscopia electronica, se dejaron
totalmente cubiertas y en reposo durante 20 minutos y posteriormente se retird cuidadosamente el
exceso de muestra con papel filtro estéril. Para el contraste de las muestras se utilizd acido
fosfotungstico pH7.2 al 2%. El acido fosfotungstico se colocd sobre la celdilla donde se deposito la
muestra y se dejoé cubierto y en reposo durante 10 minutos, después se removié cuidadosamente el
excedente del contrastante con papel filtro estéril. Posteriormente se procedio a la observacion de las
muestras en el microscopio electrdnico.

6.7.3 Cuantificacion de la concentracion de la VLP quimérica.

La cuantificacion de la concentracion de la VLP quimérica se llevd a cabo por el método de Bradford
(Bradford et al, 1976).

6.7.4 Comprobacion de la presencia del epitopo AB11-28 sobre la superficie de la VLP quimérica.

Para comprobar la presencia de nuestro epitopo de interés sobre la superficie de la VLP se procedio a
realizar un ensayo de ELISA. Se sensibilizo una placa de microtitulacion de 96 pozos (Nunc, MaxiSorp)

durante toda la noche a 4°C con 0.2 ug AB1-42, 0.2 pg AB11-28, 0.2 pg péptido no relacionado, 0.2 pg
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VLP Liwt, 0.2 pg VLP Lia y 0.2 pg de Lib por cada 100 pL de buffer de carbonatos (pH 9.6.
Posteriormente se efectuaron 4 lavados de la placa con PBS-tween 0.2%. Se bloquearon los pozos de la
placa con PBS-albUumina al 2% (200 pL por pozo) durante 1 hora a 37°C. Se realizaron 4 lavados con
PBS-tween 0.2% y se agrego el anticuerpo monoclonal BAMgo.1 (Sigma-Aldrich catA8978) el cual
reconoce a la region 12-28 del péptido beta amiloide. Se incub6 durante 1 hora a 37°Cy se efectuaron 4
lavados de placa con PBS-tween 0.2%. Se agregd un anticuerpo anti-IgG (H+L) de ratdn acoplado a
HRP (Molecular Probes, Invitrogen, Oregon, USA) en una dilucidon de 1: 2500 en PBS-albumina 2%-
tween 0.2% (100 pL por poza) y se incubd 1 hora a 37°C. Se realizaron 4 lavados de placa con PBS-tween
0.2%y se reveld con ABTS (200 pl por pozo). Las lecturas de densidades opticas se realizaron a 405 nm
en un lector automatico de placa.

6.8 INMUNIZACION DE RATONES DE LA CEPA C57BL/6

6.8.1 Protocolo de inmunizacion para ratones de la cepa C57BL/6.

Los grupos de inmunizacion se formaron acorde a la siguiente tabla:

m Via de Administracion

PBS (control) 100 pL Intramuscular

VLP Liwt (control) 10 pg en 4o pl Intramuscular

VLP Lia 10 pug en 40 plb Intramuscular

VLP Lib 10 pug en 4o plL Intramuscular

Todos los ratones eran machos y fueron inmunizados en intervalos de dos semanas, efectuando un
total de 5 inmunizaciones. Seis dias después de la Ultima inmunizacion se sangraron a blanco.

6.8.2 Obtencion de sueros.

La obtencidon del suero correspondiente a cada raton se efectud bajo los principios bioéticos
correspondientes al protocolo aprobado por el Instituto de Investigaciones Biomédicas. La sangre
extraida fue depositada en tubos eppendorf de 1.5 mL y puesta a incubar durante 1hr a 37°C.
Posteriormente fue centrifugada a 13,000 rpm durante 10 minutos. Se obtuvieron los sobrenadantes y
fueron depositados en tubos eppendorf nuevos de 1.5 mL para ser nuevamente centrifugados a 5,000
rpm durante 10 minutos. Nuevamente se extrajo el sobrenadante y fue depositado en tubos eppendorf
nuevos de 1.5, mL para ser almacenados a 4°C.




6.9 ANALISIS DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL PRODUCIDA EN RATONES DE LA CEPA
C57BL/6 INMUNIZADOS CON LA VLP QUIMERICA

6.9.1 Deteccion de anticuerpos anti-AB en suero de ratones inmunizados con las VLPs quiméricas.

Para detectar la presencia de anticuerpos anti-AB1-42, anti-AB3-42 y anti-AB11-42 en el suero de los
ratones inmunizados, se procedid a realizar ensayos de ELISA. Para la deteccidn de anticuerpos anti-
AB1-42 se sensibilizd una placa de microtitulacion de 96 pozos (Nunc, MaxiSorp) durante toda la noche
a 4°C con 0.2 ug AB1-42 por cada 100 pL de buffer de carbonatos (pH 9.6). Posteriormente se
efectuaron 4 lavados de la placa con PBS-tween 0.2%. Se bloquearon los pozos de la placa con PBS-
albumina al 2% (200 pL por pozo) durante 1 hora a 37°C. Se realizaron 4 lavados con PBS-tween 0.2%y
se agregaron los sueros de ratones inmunizados con las dos VLPs quiméricas Liay Lib, PBS y L1 wt en
una dilucidon de 1:100. Se incubd durante 1 hora a 37°C y se efectuaron 4 lavados de placa con PBS-
tween 0.2%. Se agregd un anticuerpo anti-IgG (H+L) de raton acoplado a HRP (Molecular Probes,
Invitrogen, Oregon, USA) en una dilucidn de 1: 2500 en PBS-albumina 2%-triton 0.2% (100 pL por poza)
y se incubd 1 hora a 37°C. Se realizaron 4 lavados de placa con PBS-tween 0.2% y se revel6 con ABTS
(200 pL por pozo). Las lecturas de densidades dpticas se realizaron a 405 nm en un lector automatico de
placa. Para la deteccion de anticuerpos anti-AB3-42 y anti-AB11-42 se realizd el mismo procedimiento
con el cual se detectaron los anticuerpos anti-AB1-42.

6.9.2 Reconocimiento del péptido beta amiloide de longitud completa y especies amino-truncadas
por medio de anticuerpos producidos en ratones inmunizados con las VLPs quiméricas.

Los resultados de los ensayos de ELISA se corroboraron efectuando un Western Blot. Para la realizacion
del Western Blot se cargaron, en un gel de gradiente 4-11%, los péptidos AB1-42, ABp(E)3-42 y
ABp(E)11-42 en 2 tripletes. El gel se corrid a 9oV y posteriormente en una camara de transferencia
semi-hUmeda, se realizé la transferencia del gel hacia la membrana de polivinilo a 15V durante 1 hora.
Se cortd la membrana para separar los tripletes y cada membrana se bloqued con PBS-leche 2%
durante 1 hora a temperatura ambiente y se le dieron 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS-tween
0.2%. Posteriormente, un triplete fue incubado en agitacidon durante 1 hora a temperatura ambiente
con suero de ratdn inmunizado con la VLP Lib en una dilucidn 1:50. El segundo triplete fue incubado
con suero de raton inmunizado con la VLP Liwt. A cada triplete se le dieron 3 lavados de 5 minutos

cada uno con PBS-tween 0.2% y se agregd un anticuerpo anti-mouse conjugado a HRP en una dilucion
de 1:2500. Los tripletes fueron incubados en agitacion 1 hora a temperatura ambiente y se efectuaron 3
lavados de manera igual a lo descrito anteriormente. El revelado se efectuo dentro de una habitacion en
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completa oscuridad sumergiendo las membranas en solucion reveladora durante 15 segundos y
deteniendo la reaccion al resumergir las membranas en agua.

6.9.3 Identificacion de los isdtipos de IgG encontrados en ratones inmunizados con las VLPs
quiméricas.

Para la identificacion de los isotipos se realizo la sensibilizacion de una placa de microtitulacion de 96
pozos durante toda la noche a una temperatura de 4°C con 0.2 pug de péptido beta- amiloide 1-42 por
cada 100 pL de buffer de carbonatos (100 pL por pozo). En el dia posterior se efectuaron 4 lavados de la
placa con PBS-tween 0.2%. Se bloquearon los pozos de la placa con PBS-albumina al 2% (200 pL por
pozo) durante 1 hora a 37°C. Se realizaron 4 lavados con PBS-tween 0.2%, se agregaron los sueros
obtenidos de cada raton en una dilucion 1:100 en PBS-albimina 2%-tween 0.2% (100 pL por pozo) y se
incubaron durante 1 hora a 37°C. Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizaron 4 lavados de placa
con PBS-tween 0.2%y se agregaron los siguientes anticuerpos:

1. Anticuerpo de conejo anti-lgGa de ratén acoplado a HRP (ZYMED, USA) en una dilucion de 1:
2500 en PBS-albUumina 2%-tween 0.2% (100 pL por pozo)

Anticuerpo de raton (BALB/c) anti IgG2a de ratdn (C57BL/6) acoplado a biotina (BD Biosciences
Pharmigen, USA) en una dilucion de 1: 10,000 en PBS-albumina 2%-tween 0.2% (100 pL por
pozo)

Anticuerpo de conejo anti-lgG2b de raton acoplado a HRP (ZYMED, USA) en dilucion de 1: 2500
en PBS-albumina 2%-tween 0.2% (100 pL por pozo).

Anticuerpo de conejo anti-lgG3 de raton acoplado a HRP (ZYMED, USA) en dilucion de 1: 2500
en PBS-albumina 2%-tween 0.2% (100 pL por pozo).

Después de la incubacion y lavados, a los pozos correspondientes a IgG2a se agregd estreptavidina

acoplada a HRP (BD Biosciences Pharmigen™, USA) en una dilucién de 1: 2000y se incubo 1 hora a 37°C.
Se realizaron 4 lavados de placa con PBS-tween 0.2% y se reveld con ABTS (100 pL por pozo). Las
lecturas de densidades dpticas se realizaron a 405 nm en un lector automatico de placa.

6.10 ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO EN CORTES DE CEREBRO DE RATON TRANSGENICO
DE LA CEPA 3XTg-AD Y CORTES DE CEREBRO HUMANO PARA COMPROBAR EL
RECONOCIMIENTO DE BETA AMILOIDE POR PARTE DE LOS ANTICUERPOS INDUCIDOS




6.10.1 Analisis inmunohistoquimico en cortes de cerebro humano y de raton transgénico para
comprobar el reconocimiento de beta amiloide por parte de los anticuerpos inducidos.

Los cortes de cerebro de 30 um fueron lavados y puestos en agitacion agitacion con TBS pHy7.2 durante
5 minutos y posteriormente fueron incubados en acido férmico al 70% durante 10 minutos. Se
realizaron dos lavados de 5 minutos cada uno con TBS pH7.2. Los tejidos fueron incubados en TBSA
(TBS + triton 0.2%) por 15 minutos para posteriormente ser puestos en TBSB (TBS + albumina 2%)
durante 30 minutos. Los cortes de cerebro fueron incubados de manera separada durante toda la noche
a 4°C con los sueros de raton inmunizados con la VLP Liwt y VLP Lia y BAM10o como control positivo.
La dilucion de los anticuerpos primarios fue hecha 1:100 en TBS + 5% de suero de cabra. A la mafiana
siguiente los cortes fueron lavados de manera secuencial con TBS, TBSAy TBSB de igual manera a lo ya
descrito anteriormente. En completa oscuridad y agitacion se incubaron los cortes de cerebro con el
anticuerpo secundario (Alexa anti-mouse 594 IgG) diluido 1:1000 en TBS + suero de cabra 5%, la
incubacion se efectuo durante 2 horas. En total oscuridad, los cortes de cerebro humano fueron lavados
secuencialmente con TBS, TBSA y TBSB de acorde a lo ya descrito. Los cortes de cerebro fueron
montados sobre porta objetos y se les agregd VectaShield-DAPI antes de ser sellados.

6.11 DETERMINACION DE ESTABILIDAD Y CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO DE LAS VLPs
QUIMERICAS

6.11.1 Determinacion de la estabilidad de las VLPs quiméricas a partir de diferentes condiciones de
pH y concentracion de NacCl.

Para determinar la estabilidad de las nano-particulas, se purifico proteina L1a y L1ib y se ensamblaron
las VLPs quimeéricas de acuerdo al protocolo descrito en el apéndice 6.7.1. Se llevd a cabo la observacion
de las VLPs en el TEM de acuerdo al protocolo mencionado en el apéndice 6.7.2 para confirmar la
presencia y correcto ensamblaje de las VLPs. Una vez que se determind que ambas VLPs se
encontraban presentes y mostraban la morfologia y tamafio adecuado se pasé a denominar a estas
muestras como “muestra madre”. La muestra madre fue dividida y colocada en diferentes
combinaciones de pH (rango 4-7) y concentracion de sal (150 mM y soo mM), las cuales fueron
almacenadas a 4°C.




Las diferentes combinaciones de pH-concentracion de sal fueron las siguientes:

Tween 80: 0.006%
NaCl 500 mM
MOPS 50 mM pH 7

Tween 80: 0.006%
NaCl 500 mM
MOPS 50 mM pH 6

Como controles se utilizaron las siguientes combinaciones:

Tabla 1. Combinaciones de pH (de rango 4 hasta 7) y concentracion de sal (150 MMy 500 mM) para el
almacenaje de las VLPs quiméricas.




Posteriormente, tras ser almacenadas, las diferentes muestras eran observadas al microscopio una vez
por semana para determinar la integridad y estabilidad de cada una de las muestras almacenadas bajo
las diferentes condiciones.

7. RESULTADOS

7-1 Creacion in silico de las VLPs quiméricas del Virus de Papiloma Humano 16 y representacion del
fragmento 11-28 dentro de su estructura.

Para determinar el mejor sitio de anclaje del fragmento 11-28 sobre la superficie de la VLP, se procedio
a realizar modelos computacionales que recrearan la mejor zona de insercion del epitopo heterdlogo.
Las representaciones moleculares de las estructuras proteinicas fueron visualizadas con el programa
Chimera UCSF 10.0.1 utilizando las bases de datos del sitio web VIPERdb (http://viperdb.scripps.edu/)
(Figuras 13, 14, 15y 16). Las estructuras tridimensionales de capsides quiméricas del Virus de Papiloma
Humano 16 fueron desarrolladas por el Dr. Mauricio Carrillo Tripp (Figuras 18 y 19). Se utilizé la base de
datos del sitio web VIPERdb y se aplico el algoritmo Rosetta 3.1 para desarrollar el modelado por

homologia de las capsides quiméricas del Virus de Papiloma Humano 16 (Figuras 18 y 19).

Figura 13. Modelado molecular del péptido AB1-42. El modelado molecular representa al AB1-42
en representacion globular y de listones. En rojo se puede apreciar la region 11-28 dentro de la
estructura terciaria del péptido.



http://viperdb.scripps.edu/

Figura 14. Modelado molecular de la proteina de capside L1 wt en representacion globular y de listones.

Figura 15. Modelado molecular de la proteina quimérica Lia. El modelado molecular de la proteina quimérica
L1a en representacion globular y de listones. En rojo se puede observar el sitio de insercion del fragmento 11-
28 del péptido beta amiloide.




Figura 16. Modelado molecular de la proteina quimérica Lab. El modelado molecular de la proteina quimérica L1a
en representacion globular y de listones. En rojo se puede observar el sitio de insercion del fragmento 11-28 del
péptido beta amiloide.

Figura 17. Modelado molecular de |a capside del Virus de Papiloma Humano 16.
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Figura 18. Modelado molecular de la capside quimérica Lia. En azul se puede apreciar un monomero de la
proteina quimérica L1ay en rojo la disposicion de los epitopos 11-28 dentro de la estructura péptido beta
amiloide (Carrillo-Tripp).

Figura 19. Modelado molecular de la capside quimérica Lib. En azul se puede apreciar un monoémero de
la proteina quimérica L1b y en rojo la disposicion de los epitopos 11-28 dentro de la estructura péptido
beta amiloide (Carrillo-Tripp).




7.2 Creacion del vector de clonacion pUCs7 codificante para la proteina quimérica.

Realizamos un mapa del vector de clonacion pUCs7 con el inserto de DNA codificante para la proteina
quimérica Lia o Lib mediante el programa SnapGene Viewer (Figura 20). Los insertos de DNA
codificante para la proteina quimérica fueron liberados mediante la digestién con las enzimas de
restriccion Kpnl y Apal. La digestion del vector con la secuencia codificante liberé dos fragmentos, el
primero de 2695 pb y el segundo de 1500 pb (Figura 21).
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Figura 20. Mapa del vector de clonacién pUCs7 con el inserto de DNA codificante para la proteina quimérica L1a
o Lab. El peso total del vector es de 4195 pb, mientras que el peso de la secuencia codificante para la proteina
quimérica es de aproximadamente 1500 pb. El mapa fue creado mediante el programa SnapGene Viewer.

Figura 21. Caracterizacion del vector de clonacion pUCrz-
Lia/Lab.Electroforesis en gel de agarosa 0.8% comprobando
la digestion del vector pUCs7-L1a/L1b con las enzimas de
restriccion Kpnly Apal. Carril 1: Marcador de peso molecular.
Carril 2: pUCs7-L1a digerido. Carril 3: pUCs7 digerido. Carril
4: Lab digerido.

pUCs7 Lab




7.3 Ligacion de los insertos L1a y Lab en el vector de expresion pICH31070.

Las secuencias codificantes para las proteinas quiméricas Lia y Lib fueron ligadas en el vector de

expresion plCH31070 (Figura 22). El vector posteriormente fue digerido con las enzimas de restriccion
Kpnl y Hindlll para comprobar que la ligacion fuera efectuada. Los fragmentos liberados por la
digestion fueron de 4900 pb y 1500 pb (Figura 23).
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Figura 22. Mapa del vector de expresion pICH31070 con el inserto de DNA codificante para la proteina

guimérica L1a o Lab. El peso total del vector es de 6400 pb, mientras que el peso de la secuencia codificante
para la proteina quimérica es de aproximadamente 1500 pb. El mapa fue creado mediante el programa

SnapGene Viewer.

Figura 23. Caracterizacion del vector de expresion
plCH31070-L1a/L1b. Electroforesis en gel de agarosa
0.8% mostrando la ligacion de los insertos Lia/L1b
en plCH31070. La digestion de los vectores de
expresion plCH31070 y plCH31070-L1a/L1b fue
realizada con las enzimas de restriccion Kpnly
Hindlll. Carril 2: Marcador de peso molecular. Carril
2: pICH31070-L1a sin digerir. Carril 3: pICH31070-L1a
digerido. Carril 4: pICH31070-L1b sin digerir. Carril
5: p/CH31070-L1b digerido. Carril 6: pICH31070
digerido. Carril 7: pICH31070 sin digerir.




7.4 Cultivo de Agrobacterium tumefaciens recombinante y agroinfiltracion.

Previo a la agroinfiltracion, la cepa PGV3101 de Agrobacterivm tumefaciens fue transformada con los 3
vectores de expresion optimizados necesarios para la correcta infeccion de la planta y expresion de la
proteina heterdloga: el médulo de citoplasma, el modulo de la integrasa y el médulo codificante para
las proteinas quiméricas (Figura 24). Posteriormente, se monitorearon las plantas infectadas con el
control positivo de expresion (GFP) para determinar el dia dptimo de cosecha (Figura 25).

PICH 15870 (Citoplasma)

pICH31070 - L1a/L1b
6400 bp

Figura 24. Vectores de expresion utilizados para la técnica de agroinfiltracion. La cepa
PGV3101 de Agrobacterium tumefaciens fue transformada con los vectores pICH31070-
LaayLab, pICH14011 y pICH15879 para su uso durante el proceso de agroinfiltracion.

Figura 25. Comprobaciéon mediante GFP de la
expresion heteréloga en plantas de la especie
Nicotiana benthamiana. Plantas de la especie N.
benthamiana después de 6 dias post-
agroinfiltracion mostraron el pico mas alto de
expresion heterdloga. Las plantas fueron
transformadas para expresar la proteina GFP
(control positivo de expresion heterdloga) con lo

cual fueron capaces de emitir bioluminiscencia al
ser puestas bajo luz UV.




7.5 Comprobacion de integridad de las proteinas extraidas de Nicotiana benthamiana.

Para comprobar el estado de integridad de las proteinas después de la extraccion, se corrié un gel de
poliacrilamida al 12%. Un segundo proposito por el cual se elabord este gel fue el determinar la fraccion
de la extraccion (pellet, sobrenadante 1 o sobrenadante 2) en donde se encontraba la proteina
quimérica (Figura 26). Una vez corrido el gel, se procedié a comprobar la presencia de las proteinas L1
quiméricas mediante un Western Blot incubado con un anticuerpo monoclonal anti-L1 (Figura 27).

Figura 26. Comprobacidn de integridad de la proteina total extraida de las plantas N. benthamiana. Gel de
poliacrilamida 12% efectuado para comprobar la integridad de las proteinas extraidas. Carril 1: L1a pellet.
Carril 2: L1b pellet. Carril 3: Marcador de peso molecular. Carril 4: GFP S2. Carril 5: L1a Sa. Carril 6: L1b S1.
Carril 7: L1a S2. Carril 8: L1b S2.

Figura 27. Deteccion de proteinas L1 quiméricas
mediante Western Blot. Se realizo la técnica de

Western Blot para corroborar la presencia de L1
quimeérica en el extracto de las plantas
agroinfiltradas. El Western Blot fue incubado
con un anticuerpo monoclonal anti L1. Carril 1:
L1a Sa. Carril 2: L1a S2. Carril 3: L1b Sa. Carril 4:
L1ib S2. Carril 5: ----. Carril 6: ---. Carril 7:
Marcador de peso molecular. Carril 8: GFP
(control negativo). Carril 9: Gardasil
desnaturalizado (control positivo). Carril 10:
Gardasil (control positivo). Las proteinas
quimeéricas se encontraron en el peso esperado
de 52 kDa.




7.6 Purificacion de las proteinas L1 quiméricas

Las fracciones S2 de L1a y L1b fueron cargadas en una columna de intercambio cationico ionic exchange
HiTrap Capto S ImpAct purification column (GE Healthcare Life Sciences™) y pasadas por el sistema de
purificacién AKTA Protein Purification System (GE Healthcare Life Sciences™) (Figura 28).
Posteriormente, para cada proteina quimérica, las fracciones obtenidas del sistema AKTA que
contenian proteinas de aproximadamente 52 kDa fueron seleccionadas y se hizo un pool con ellas. El
pool fue cargado en una columna de exclusion molecular Exclusion Superdex 75 10/300 GL column (GE
Healthcare Life Sciences™) (Figura 31 y 32). Se realizd un Western Blot para comprobar que las
proteinas purificadas por intercambio idnico y exclusion molecular correspondieran a la proteina de
capside L1 (Figura 33) y posteriormente las muestras fueron centrifugadas en un centricon de 10 kDa
(Figura 34). Se efectud nuevamente un Western Blot para corroborar la pureza de la proteina (Figura

35).

Figura 28. Purificacion de las proteinas L1 quiméricas mediante cromatografia de intercambio
cationico. Gel de poliacrilamida 12% que muestra las fracciones obtenidas después de que las
proteinas quiméricas fueron cargadas y pasadas por la columna de intercambio catidnico. Carril 1:
Marcador de peso molecular. Carril 2: L1a S2 antes de ser pasado por la columna de intercambio
cationico. Carril 3: L1b S2 antes de ser pasado por la columna de intercambio idnico. Carriles 4, 5, 6
y 7: fracciones obtenidas después de que la muestra L1a S2 fuera cargada en la columna de
intercambio catidnico y fuera pasada por el sistema AKTA. Carriles 8, 9, 10, 11 y 12: fracciones
obtenidas después de que la muestra L1b S2 fuera cargada en la columna de intercambio cationico

y fuera pasada por el sistema AKTA.
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Figura 29. Cromatograma de la purificacion de la muestra L1a S2 por cromatografia de
intercambio catidnico. Cromatograma obtenido con el programa UNICORN al cargar la
muestra L1a S2 en una columna de intercambio catidnico ionic exchange HiTrap Capto S
ImpAct purification column y ser pasada por el sistema de purificacion AKTA. Los picos que

muestran las poblaciones de protein

as se pueden observar entre las fracciones 6 — 17.




Chromatogram

11 B Canda S 2T0715001-10 ITW —— L1 B Capta S 2TOTTS001-10 Cord
L1 B Capta 527 = : I zpdo 5 2T7I715001:10 Frachens
Ll 5 Capto 5 27071500110 Injec L1 BCapios 2T0715001:10_UWVEE) 1L, BASEM

T

1h223h1kshdahghg - ,__,_fl_ﬁl.i
EHOPGI SRS |

Figura 30. Cromatograma de la purificacidon de la muestra Lib S2 por cromatografia de
intercambio catidnico. Cromatograma obtenido con el programa UNICORN al cargar la
muestra L1b S2 en una columna de intercambio cationico ionic exchange HiTrap Capto S
ImpAct purification column y ser pasada por el sistema de purificacion AKTA. Los picos que
muestran las poblaciones de proteinas se pueden observar entre las fracciones 6 — 16.




Figura 31. Purificacion de la muestra Lia S2 por cromatografia de exclusion
molecular. Gel de poliacrilamida 12% que muestra las fracciones obtenidas después
de pasar el pool (formado tras combinar las fracciones obtenidas al pasar la muestra
L1a S2 por una columna de intercambio catidnico) por una columna de exclusion
molecular Exclusion Superdex 75 10/300 GL column.

Figura 32. Purificacion de la muestra Lib S2 por cromatografia de exclusién molecular.

Gel de poliacrilamida 12% que muestra las fracciones obtenidas después de pasar el
pool (formado tras combinar las fracciones obtenidas al pasar la muestra L1b S2 por
una columna de intercambio catidnico) por una columna de exclusion molecular
Exclusion Superdex 75 10/300 GL column.




Figura 33. Deteccion por Western Blot de las proteinas L1 quiméricas en las muestras
obtenidas por cromatografia de exclusion molecular. Western Blot realizado para
comprobar la presencia de las L1 quiméricas en el pool hecho con las fracciones obtenidas
de la exclusion molecular. Carril 12: Pool L1a S2 (después de exclusion molecular). Carril 2:
Pool L1a S2 (después de exclusion molecular). Carril 3: Pool L1b S2 (después de exclusion
molecular). Carril 4: Pool L1b S2 (después de exclusion molecular). Carril 5: Marcador de
peso molecular. Carril 6: contaminacion del carril 7. Carril 7: Gardasil (control positivo).
Carril 8: GFP (control positivo).

Figura 34. Muestras concentradas de las proteinas L1 quiméricas purificadas mediante
métodos cromatograficos. Gel de poliacrilamida 12% cargado con los pool de ambas
proteinas quiméricas después de haber sido centrifugados en centricones de 10 kDa. Carril 1:
contamincion del carril 2. Carril 2: L1a S2 sin recibir ningin tratamiento de purificacion.
Carril 3: L1b S2 sin recibir ningun tratamiento de purificacion. Carriles 4, 5,6, 7y 8:
muestras de L1a S2 después de pasar por exclusion y posteriormente un centricon de 10 kDa.
Carriles 9, 10, 11, 12 y 13: pertenecientes a L1b S2 después de pasar por exclusion y
posteriormente por un centricon de 10 kDa. Carril 14: Marcador de peso molecular.




Figura 35. Deteccion mediante Western Blot de las proteinas L1 quiméricas purificadas.
Western Blot incubado con anticuerpo monoclonal anti L1 y realizado para determinar la
pureza de las proteinas quiméricas sometidas a procesos de purificacion. Carriles 1, 2y 3:
Muestras de L1a S2 sometidas a los procesos de intercambio idnico, exclusion moleculary
centrifugacion en centricon de 10 kDa. Carriles 4, 5y 6: Muestras de Lib S2 sometidas a
los procesos de intercambio idnico, exclusion molecular y centrifugacion en centricon de
10 kDa. Carril 7: Marcador de peso molecular. Carril 8: GFP (control negativo). Carril 9:
Gardasil (control positivo).

7-7 Analisis por Microscopia de Transmision Electrénica.

Se determind la capacidad de las proteinas Lia y Lab para formar VLPs mediante el protocolo de
desensamble-ensamble. Por separado, las proteinas Lia y Lib fueron desensambladas, dializadas y
ensambladas nuevamente para formar las VLPs quiméricas. Para determinar contundentemente la
presencia de VLPs, se observaron las muestras en un Microscopio de Transmision Electronica (TEM).
Las muestras fueron tratadas y colocadas en celdillas de cobre a las que se contrasté con acido
fosfotungstico para ser observadas en el TEM. Se realizaron observaciones de ambas VLPs quiméricas,
tanto Lia y como Lib. Ambas VLPs quiméricas presentaban la morfologia (forma icosahédrica) y
tamano (50-70 nm) correcto.




VLP Laa

Figura 36. Micrografias de VLP Lia tomadas con Microscopio de Transmision Electronica (TEM). Las VLPs
quiméricas muestran la forma y tamafio caracteristicos de la capside de HPV16. Las imagenes corresponden a

diferentes cambnos de una misma muestra.

VLP L1ib

Figura 37. Micrografias de VLP L1b tomadas con Microscopio de Transmision Electronica (TEM). Las VLPs
quiméricas muestran la forma y tamafio caracteristicos de la capside de HPV16. Las imagenes corresponden

a diferentes campos de una misma muestra.




7.8 Comprobacion de la presencia del epitopo AB11-28 sobre la superficie de las VLPs quiméricas.

Una vez que se observo la presencia de VLPs y su correcto ensamblaje, se procedié a determinar que
efectivamente expresaran el epitopo heterdlogo 11-28 sobre su superficie, para ello se llevo a cabo un
ensayo de ELISA en el cual se utilizd el anticuerpo comercial BAMgo.1 para detectar el epitopo de
interés. El anticuerpo BAMgo.1 es un monoclonal que reconoce a la region 12-28 del péptido beta
amiloide (Figura 38). Como control positivo de placa se sensibilizaron pozos con el péptido AB1-42y
AB11-28. Como controles negativos se utilizaron pozos sensibilizados con un péptido no relacionado y
la VLP L1 wt. La grafica es la representacion del promedio de 3 ensayos de ELISA diferentes. Los
ensayos de ELISA comprobaron que el epitopo efectivamente se encuentra expuesto en la superficie de
ambas VLPs quiméricas.

Determinacioén de la presencia del epitopo 11-28 sobre la superficie de las VLPs quiméricas.
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Figura 38. Ensayo de ELISA realizado para comprobar la presencia del epitopo heterélogo 11-28 sobre la
superficie de las VLPs quiméricas. Para determinar la presencia de nuestro epitopo de interés sobre la
superficie de las VLPs quiméricas se efectud un ensayo de ELISA, el cual fue incubado con un anticuerpo
monoclonal anti 12-28 por lo que solo emitid sefial al unirse a las muestras que presentaron dicho epitopo.

7.9 Deteccion de anticuerpos anti-AB en suero de ratones inmunizados con las VLPs quiméricas.

Para determinar si las VLPs quiméricas eran capaces de producir anticuerpos anti- beta amiloide, se
inmunizaron ratones de la cepa C57BL/6 con las VLPs L1 wt, L1ay L1b y se inoculé PBS a ratones de la
misma cepa con la finalidad de utilizar el suero producido en ellos como control negativo. Con la
finalidad de detectar la presencia de anticuerpos anti-AB1-42, anti-AB3-42 y anti-AB11-42 en el suero de
los ratones inmunizados con las VLPs quiméricas, se procedid a realizar ensayos de ELISA (Figuras 39,
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40y 41). Dependiendo del tipo de anticuerpo a detectar, el control positivo de placa fue el suero de un
raton inmunizado con el péptido AB1-42, AB3-42 0 AP11-42. Los controles negativos fueron los sueros
de ratones inoculados con PBS y el suero de ratones inmunizados con la VLP L1 wt. Para la deteccion de
cada tipo de anticuerpos se llevaron a cabo ensayos de ELISA por separado. Cada grafica es la
representacion del promedio de 3 ensayos de ELISA diferentes. Los resultados de los ensayos de ELISA
demostraron que los anticuerpos producidos por los ratones a los que se inmunizé con las VLPs
quiméricas, son capaces de reconocer al péptido de longitud completa y a las dos especies amino-
truncadas.

Determinacion de la presencia de anticuerpos anti AB1-42 en suero de

ratones inmunizados con las VLPs quiméricas.
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Figura 39. Deteccién mediante ensayo de ELISA de anticuerpos anti-AB1-42. Ensayo de ELISA realizado para
determinar la presencia de anticuerpos anti AB1-42 en el suero de los ratones que fueron inmunizados con las VLPs

quimeéricas.




Determinacion de la presencia de anticuerpos anti ABp(E)3-42 en suero de ratones

inmunizados con las VLPs quiméricas.
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Figura 40. Deteccion mediante ensayo de ELISA de anticuerpos anti-AB3-42. Ensayo de ELISA realizado para
determinar la presencia de anticuerpos anti AB3-42 en el suero de los ratones que fueron inmunizados con las VLPs

quimeéricas.

Determinacion de la presencia de anticuerpos anti ABp(E)11-42 en suero de ratones

inmunizados con las VLPs quiméricas.
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Figura 41. Deteccion mediante ensayo de ELISA de anticuerpos anti-AB11-42. Ensayo de ELISA realizado para
determinar la presencia de anticuerpos anti AB11-42 en el suero de los ratones que fueron inmunizados con las VLPs

quiméricas. 57




7.10 Reconocimiento del beta amiloide de longitud completa y especies amino-truncadas por
medio de anticuerpos producidos en ratones inmunizados con las VLPs quiméricas.

Para corroborar los resultados obtenidos mediante los ensayos de ELISA, se realizé un Western Blot. Se
corrieron geles de gradiente 4-11% en donde se cargaron por tripletes los péptidos AB1-42, ABp(E)3-42
y ABp(E)11-42. Los tripletes fueron incubados de la siguiente manera:

. Triplete incubado con suero de raton inmunizado con la VLP Lia.

. Triplete incubado con suero de ratén inmunizado con el anticuerpo monoclonal BAMgo.1 (reconoce la
region 12-28 del péptido beta amiloide) como control positivo.

. Triplete incubado con suero de ratéon inmunizado con la VLP L1b.

El AB1-42 y las especies amino-truncadas tiene una capacidad natural de agregacion y oligomerizacion,
por lo tanto es fundamental que los anticuerpos producidos por una vacuna contra la EA sean capaces
de reconocer a la formas de monomeéricas y oligoméricas. El AB1-42 tiene un peso molécular de 4.5 kDa
en su forma monomérica, debido a que los geles utilizados para la realizacion del Western Blot
contienen un gradiente de concentracion, permitieron la detecciéon de mondmeros y oligémeros del
péptido beta amiloide por parte de los anticuerpos producidos (Figura 42).

BAMgo.1

Figura 42. Deteccion por Western Blot de ménomeros y
oligémeros de beta amiloide a través de los anticuerpos
inducidos. Se efectud un Western Blot para comprobar los
resultados obtenidos en los ensayos de ELISA y para
determinar el reconocimiento de las formas monoméricas y
oligoméricas por parte de los anticuerpos producidos en los
ratones inmunizados con las VLPs quimeéricas. Triplete 1:
Incubado con suero de ratén inmunizado con la VLP Lia. De
izquierda a derecha el orden de los péptidos es AB1-42,
ABp(E)3-42 y ABp(E)11-42. Triplete 2: Incubado con
anticuerpo monoclonal BAMgo.1. De izquierda a derecha el
orden de los péptidos es AB1-42, ABp(E)3-42 y ABp(E)11-42.
Triplete 3: Incubado con suero de ratén inmunizado con la
VLP L1b. De izquierda a derecha el orden de los péptidos es

AB1-42, ABp(E)3-42 y ABp(E)11-42.




7.11 Evaluacion de la respuesta inmune mediante la identificacion de isétipos IgG encontrados en
ratones inmunizados con las VLPs quiméricas.

Debido a que una de las caracteristicas patoldgicas de la Enfermedad de Alzheimer es la
neuroinflamacidn, el desarrollo de una vacuna contra la EA debe ser capaz de producir anticuerpos anti-
AB de naturaleza anti-inflamatoria (Th2). Las IgGs, dependiendo del tipo la respuesta inmune
producida, pueden ser de caracter pro-inflamtorio (Th1) o anti-inflamatorio (Th2). La principal IgG pro-
inflamtoria es el isétipo 1gG2a, mientras que los isétipos IgG1 e IgG2b son indicativos de una respuesta
inmune de tipo anti-inflamatoria. Es por ello, que para corroborar la naturaleza de los anticuerpos
producidos con las VLPs quiméricas, se efectuaron ensayos de ELISA que permitieran determinar los
isotipos. Se hizo un pool con los anticuerpos de los diferentes ratones de cada grupo de inmunizacion y
se efectud la medicion de 4 isotipos diferentes: IgGz1, 1gG2a, IgG2b e IgG3. La placa fue sensibilizada
para detectar AB1-42. Los resultados obtenidos por medio de pruebas de ELISA muestran que los
anticuerpos anti-AB de las subclases IgG1 e IgG2b estan presentes en mayor medida en el suero de los
ratones inmunizados con las VLPs quiméricas (Figura 43).

Determinacion de isétipos de IgG encontrados en sueros de ratones inmunizados
con las VLPs quiméricas
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Figura 43. Isotipificacion mediante ensayo de ELISA de los anticuerpos anti-beta amiloide. Ensayo de ELISA
efectuado para determinar los is6tipos de IgG producidos en los ratones inmunizados con las VLPs quiméricas.




7.12 Analisis inmunohistoquimico en cortes de cerebro de ratones transgénicos 3xTg-AD y en
cortes de cerebro humano para comprobar la capacidad de los anticuerpos inducidos para
reconocer agregados amiloides.

Con la finalidad de evaluar la capacidad de reconocer agregados amiloides por parte de los anticuerpos
anti-AB producidos en los ratones inmunizados con las VLPs quiméricas, se analizaron cortes de
cerebro de ratones transgénicos de la cepa 3xTg-AD, los cuales desarrollan agregados amiloides y otras
caracteristicas patoldgicas caracteristicas de la EA después de los 9 meses de edad y también se
analizaron cortes de cerebro humano de pacientes con EA. Los cortes de cerebro fueron incubados con
suero de ratones inmunizados con VLP Lia y VLP Lib. Como control positivo se utilizo el anticuerpo
monoclonal BAM1o, el cual es capaz de reconocer al péptido beta amiloide de longitud completa y
agregados amiloides, y como control negativo un corte se utilizé el suero de un ratén inmunizado con la
VLP L1 wt. Como anticuerpo secundario el anticuerpo Alexa 594- anti IgG, el cual emite una
fluorescencia de color rojo y DAPI, el cual reconoce el nucleo celular y emite una fluorescencia azul
(Figura 44). De igual manera, para los cortes de cerebro humano se utilizé como control positivo el
anticuerpo BAM1o y como control negativo el suero anti-VLP L1 wt. También se utilizaron cortes de
cerebro de una persona sin EA. Como anticuerpo secundario se utilizé Alexa 594 —anti IgG (Figura 45).

Figura 44. Determinacion mediante inmunohistoguimica de la capacidad de los anticuerpos inducidos para detectar
agregados amiloides en cerebro de raton transgénico. Para determinar la capacidad de los anticuerpos producidos
en ratones inmunizados con las VLPs quiméricas de reconocer agregados amiloides en cerebro de ratdn 3xTg-AD, se
efectud un ensayo de inmunohistoquimica. En fluorescencia roja se pueden observar los agregados amiloides y en

fluorescencia azul el nicleo celular. A) Corte de cerebro de raton transgénico 3xTg-AD incubado con BAMz1o (control
positivo). B) Corte de cerebro de ratdn transgénico 3xTg-AD incubado con suero de ratdon inmunizado con VLP L1 wt.
C) Corte de cerebro de ratdn transgénico 3xTg-AD incubado con suero de raton inmunizado con VLP Lia. D) Corte
de cerebro de ratén transgénico 3xTg-AD incubado con suero de ratén inmunizado con VLP Lib.
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Figura 45. Determinacion mediante inmunohistoquimica de la capacidad de los anticuerpos inducidos para
detectar agregados amiloides en cerebro humano. Para determinar la capacidad de los anticuerpos producidos
en ratones inmunizados con las VLPs quiméricas de reconocer agregados amiloides en cerebro humano, se
efectuo un ensayo de inmunohistoquimica. En fluorescencia roja se pueden observar los agregados amiloides.

A) Corte de cerebro humano sano y sin agregados amiloides incubado con BAM1o (control negativo). B) Corte
de cerebro humano con EA incubado con BAMz1o (control positivo). C) Corte de cerebro humano con EA
incubado con suero de raton inmunizado con VLP Lia wt. D) Corte de cerebro humano con EA incubado con
suero de raton inmunizado con VLP L1a. E) Corte de cerebro humano con EA incubado con suero de raton
inmunizado con VLP Lib.




7.13 Analisis de inhibicion de los anticuerpos anti-VLPs quiméricas con diferentes fragmentos del
péptido beta amiloide.

Con el fin de evaluar la especificidad de los anticuerpos anti VLP Lia/L1b, se realizaron ensayos de
ELISA de competencia utilizando los péptidos sintéticos AB1-42, AP1-16, AB12-28 y un péptido no
relacionado (pAF3). Como control negativo se utilizé un péptido no relacionado (PNR). Se observo que
los péptidos AB1-42 y AB12-28 son capaces de inhibir la interaccion de los anticuerpos anti-VLP Lia/L1b,
sin embrago, el péptido AB1-16 no presento inhibicion. El PNR tampoco presento inhibicion alguna
(Figura 46).

Cinética de inhibicion in vitro de suero de ratones C57BL/6
inmunizados con las VLPs quiméricas Vs diferentes fragmentos del
péptido beta amiloide

15 2.0 2.5 3.0

Concentracién del péptido inhibidor

AB1-42 @PNR @AP1-16 ®AR12-28

Figura 46. Analisis de inhibicidn in vitro de los anticuerpos anti-VLPs quiméricas con diferentes fragmentos
del péptido beta amiloide. El ensayo de inhibicion muestra que los péptidos AB1-42 y AB12-28 son capaces
de inhibir a los anticuerpos producidos en ratones C57BL/6 inmunizados con VLPs quiméricas. Los
péptidos AB1-16 y PNR no fueron capaces de llevar a cabo dicha inhibicion.




7.14 Determinacion de estabilidad y condiciones de almacenamiento de las VLPs quiméricas.

Para determinar el tiempo de vida media de las VLPs quiméricas y las mejores condiciones para su
almacenamiento se realizéd un analisis de estabilidad con base en trabajos y estudios publicados
anteriormente (Li Shi et al, 2005; Lynch et al, 2012; Ladd Effio et al, 2015). Se determind que los
parametros adecuados a considerar para el almacenaje de nano particulas virales son el pH vy la
concentracion de sal. Con base en lo anterior se disefiaron una serie de combinaciones pH-
concentracion de sal (Tabla 1). El analisis demostré que el buffer MOPS (3-(N-morpholino) acido
propanesulfonico) con un pH7 y una concentracion de sal de 500 mM es la mejor combinacidn para el
almacenamiento de las nano particulas, sin embargo, en el mejor de los casos las VLPs quiméricas solo
alcanzaron un tiempo de vida media de 2 semanas (Figura 50) y dependiendo de la concentracion de sal
y escala de pH mostraron un cambio en sus tamarfios y morfologias.

Figura 47. Micrografia de la muestra madre de las VLPs quiméricas tomada con el TEM. La muestra madre

muestra el tamafo correcto de 50-70 nmy la forma icosahédrica caracteristica de la capside del Virus de
Papiloma Humano 16. A partir de esta muestra se tomaron alicuotas, las cuales se almacenaron a
diferentes temperaturas, concentraciones de sal y escalas de pH para determinar las mejores condiciones
de almacenamiento y la estabilidad de las VLPs quiméricas. El signo “+" sobre |la esquina superior derecha
denota presencia de VLPs.
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Figura 48. Micrografias de los grupos control del analisis de estabilidad de las VLPs quiméricas. Fotografias
Ay B: muestra de VLPs quiméricas almacenadas durante 1y 2 semanas respectivamente en buffer PBS a
temperatura ambiente. Fotografias C y D: muestra de VLPs quiméricas almacenadas durante 1y 2 semanas
en buffer PBS a 4°C. El signo “+” sobre la esquina superior derecha denota la presencia de VLPs en la muestra
observada. El signo “-" sobre la esquina superior derecha denota la ausencia de VLPs en la muestra

observada.
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Figura 49. Micrografias de las muestras de VLPs quiméricas almacenadas a 4°C en buffer MOPS 150 mM de NaCly
rango de pH 4-7. Fotografias A y B: muestra de VLPs quiméricas almacenadas durante 1y 2 semanas respectivamente a
4°C en buffer MOPS 150 mM de NaCl y pHy. Fotografias C y D: muestra de VLPs quiméricas almacenadas durante 1y 2
semanas respectivamente a 4°C en buffer MOPS 150 mM de NaCl y pHs. Fotografias E y F: muestra de VLPs quiméricas
almacenadas durante 1y 2 semanas respectivamente a 4°C en buffer MOPS 150 mM de NaCl y pH6. Fotografias G y H:
muestra de VLPs quiméricas almacenadas durante 1y 2 semanas respectivamente a 4°C en buffer MOPS 150 mM de
NaCly pHy. El signo “+” sobre la esquina superior derecha denota la presencia de VLPs en la muestra observada. El signo
" - “sobre la esquina superior derecha denota la ausencia de VLPs en la muestra observada. 65
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Figura 50. Micrografias de las muestras de VLPs quiméricas almacenadas a 4°C en buffer MOPS 500 mM de NaCly
rango de pH 4-7. Fotografias A y B: muestra de VLPs quiméricas almacenadas durante 1y 2 semanas
respectivamente a 4°C en buffer MOPS 500 mM de NaCl y pHg4. Fotografias Cy D: muestra de VLPs quiméricas
almacenadas durante 1y 2 semanas respectivamente a 4°C en buffer MOPS 500 mM de NaCly pHs. Fotografias E
y F: muestra de VLPs quiméricas almacenadas durante 1y 2 semanas respectivamente a 4°C en buffer MOPS 500
mM de NaCl y pH6. Fotografias G, H e I: muestra de VLPs quiméricas almacenadas durante 1y 2 semanas
respectivamente a 4°C en buffer MOPS 150 mM de NaCly pHy. El signo “+” sobre la esquina superior derecha
denota la presencia de VLPs en la muestra observada. El signo * - “sobre la esquina superior derecha denota 1a66
ausencia de VLPs en la muestra observada.




8. DISCUSION

La Enfermedad de Alzheimer es un desorden neurodegenerativo del sistema nervioso central
manifestado por deficiencias conductuales, de memoria, demencia progresiva, pérdida de auto valia'y
finalmente la muerte. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la EA es el tipo de demencia
mas comun en personas mayores a los 65 afios de edad, representando alrededor del 50% de los casos
de demencia reportados a nivel mundial ( ).

El desarrollo de una vacuna contra la EA ha sido un tema evasivo a lo largo del tiempo debido a la dificil
tarea de abordar varias problematicas de manera conjunta. Es bien sabido que la utilizacion del péptido
de longitud completa como inmundgeno no es una idea viable ya que contiene dentro de su estructura
epitopos para la activacion de linfocitos T autorreactivos (Ferrer et al, 2004) ademas de que la utilizacion
de un adyuvante para potenciar la respuesta inmune producida por el inmundgeno es otro punto
restrictivo. Se debe mencionar que la FDA solo tiene permitido un adyuvantes para su uso en humanos:
las sales de aluminio. Las sales de aluminio son el adyuvante mas ampliamente utilizado en la
fabricacion de vacunas para su uso en humanos, sin embargo, el aluminio es un metal que esta
directamente asociado con la aparicidon de la EA por lo que su uso en el desarrollo de una vacuna contra
la enfermedad es de caracter prohibitivo. Por otra parte, una gran cantidad de estudios han reportado
la capacidad de las sales de aluminio para favorecer respuestas inmunes de tipo Th1 (Liqi D. et al, 2015)
lo que considera un grave problema en el disefio de una vacuna contra la EA puesto que una de las
caracteristicas patoldgicas de la enfermedad es inflamacion en diferentes zonas del cerebro Diversos
estudios han abordado esta problematica mediante la utilizacion de VLPs para el desarrollo de una
vacuna contra la EA. Debido a sus caracteristicas intrinsecas, la utilizacion de VLPs como estructuras
portadoras de epitopos heterdlogos, ha probado ser una buena estrategia que permite evadir muchas
de las problematicas surgidas a la hora del desarrollo para una vacuna ya que poseen propiedades auto-
adyuvantes, tienden a producir respuestas inmunes anti-inflamatorias y activan linfocitos B a través de
cross-linking por lo que no necesita la presencia de linfocitos T (Lua et al, 2013). Entre las diferentes
VLPs desarrolladas, se ha demostrada que la capside del HPV16 es un excelente vehiculo de insercion
para epitopos heterdlogos de todo tipo (Monroy-Garcia et al, 2014).

Dentro de la tematica de la EA, Chackerian y colaboradores insertaron diferentes segmentos de la
region N-terminal del péptido beta amiloide en la capside del VPH16 obteniendo un buen titulo de
anticuerpos anti-beta amiloide y sin registros de activacion de linfocitos T (Chackerian et al, 2006). Por
otra parte Zamora y colaboradores también disefiaron una VLP de HPV16 la cual contenia el fragmento
1-9 de la region N-terminal del péptido beta amiloide. Los ratones transgénicos APP/ presinilina 1
inmunizados con esta VLP desarrollaron un alto titulo de anticuerpos anti-beta amiloide y un
decremento de los depdsitos amiloides en cerebro aunque también registraron un aumento en la
actividad de la microglia (Zamora et al, 2006). En el presente proyecto, los ratones de la cepa C57BL/6
que fueron inmunizados con las VLPs quiméricas VLP Laa y VLP Lib mostraron un alto titulo de
anticuerpos anti-beta amiloide que fueron capaces de reconocer mondmeros y oligémeros de las
especies AB1-42, ABp(E)3-42 vy ABp(E)11-42. Lo anterior fue un resultado esperado en base a nuestra
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hipotesis ya que se planteaba el reconocimiento de las especies amiloides que contuvieran el fragmento
11-28 por parte de los anticuerpos obtenidos en los ratones inmunizados con las VLPs quiméricas. El
alto titulo de anticuerpos obtenido en el suero de los ratones inmunizados fue un resultado también
esperable debido a la capacidad de las VLPs de aumentar considerablemente la reactividad de un
inmunogeno ademas de ser capaces de vencer lainmunotolerancia (Chen et al, 2013).

Los anticuerpos producidos también fueron capaces de reconocer agregados amiloides en corte de
cerebro humano perteneciente a pacientes con EA e inhibir en concentraciones nano molares
diferentes fragmentos del péptido beta amiloide que contuvieran el epitopo 11-28 dentro de su
secuencia de aminoacidos. Con esto demostramos que los anticuerpos producidos son capaces de
unirse a varias especies del péptido beta amiloide independientemente de su estado de plegamiento y
agregacion.

Al realizar el analisis de isétipificacion de IgG mediante el ensayo de ELISA, comprobamos que los
anticuerpos producidos por los ratones inmunizados con las VLPs quiméricas fueron de tipo anti-
inflamatorio principalmente, puesto que el isétipo encontrado en mayor cantidad fue 1gGz, el cual esta
reportado como principal indicador de una respuesta inmune de tipo Th2 (Ciprandi et al, 2006). También
cabe mencionar que IgG2a, el cual es considerado como principal isétipo indicador de una respuesta
inmune de tipo pro-inflamatoria o Th1, no fue detectado en nuestro ensayo de isotipificacion. Una
posible explicacion para la obtencion de una respuesta inmune tan polarizada hacia el tipo Th2 es la
caracteristica intrinseca de las VLPs, tan ampliamente reportada en la bibliografia, para desarrollar
respuestas inmunes anti-inflamtorias independientemente del epitopo heterélogo insertado en ellas
(Lua etal, 2013).

En este trabajo también se demostro la practicidad de los analisis computacionales para predecir y
determinar fendmenos bioldgicos. Dentro del presente proyecto, los analisis in silico permitieron
determinar el mejor sitio de anclaje para la region 11-28 dentro de la secuencia de la proteina Lz, asi
como la correcta prediccion de la formacion de las estructuras de capside quiméricas. Una observacion
atomarse en cuenta es que los analisis in silico predijeron desde un inicio que dentro la construccion L1a,
el fragmento 11-28 al ser insertado, tomaria una configuracion de a-hélice practicamente igual a la
adquirida dentro del péptido beta amiloide de longitud completa, mientras que ese mismo fragmento
dentro de la construccion L1b adquiere una conformacion totalmente diferente (Figuras 13, 14, 15y 16).
Al hacer un analisis comparativo entre los resultados obtenidos con ambas VLPs quiméricas se puede
apreciar que en todos ellos L1ia es superior a Lib. En un principio se pensd que Lib por presentar el
fragmento 11-28 de una manera mas expuesta sobre la superficie de la VLP en comparacion Lia,
obtendria un mejor desempefio ya que esto permitiria que el epitopo fuera reconocido mas facilmente
por los linfocitos B, sin embargo esto no fue asi. Una explicacion para esto pudiera ser que es mas
importante el que el epitopo mantenga su estructura y conformacion nativa a que se encuentre de
manera mas expuesta sobre la superficie de la VLP para su reconocimiento por parte de los linfocitos B
u otras células presentadoras de antigeno, sin embargo, son necesarias mas pruebas para corroborar
esta idea.

Durante la determinacion de la presencia del fragmento 11-28 sobre la superficie de las VLPs
quiméricas mediante un ensayo de ELISA (figura 38), una de nuestras suposiciones fue pensar que si el
fragmento efectivamente se encontraba expuesto sobre la superficie de ambas VLPs quiméricas,
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durante la lectura los pozos sensibilizados con dichas VLPs se tendria que mostrar una sefial mayor a la
sefial obtenida en los pozos sensibilizadas con el péptido AB1-42 y AB11-28, sin embargo este no fue el
caso. La razon por lo cual asumimos lo anterior se debid a que los grupos de pozos fueron sensibilizados
con la misma concentracidn de péptido beta amiloide o VLP (concentracién de 0.2jg) segun el caso, sin
embargo, debido a que las VLPs contienen dentro de su estructura 360 copias del fragmento 11-28
contra una sola copia del fragmento por molécula de péptido lo mas razonable hubiera sido pensar en
una mayor sefial por parte de los pozos sensibilizados con las VLPs quiméricas. Los analisis y
reconstrucciones in silico de las VLPs quiméricas L1a y L1b (figuras 18 y 19) sirvieron para responder esta
incognita. En las figuras correspondientes a las reconstrucciones de las VLPs quiméricas L1a y Lib, se
puede apreciar que una gran cantidad de los epitopos no se encuentran expuestos sobre la superficie de
la VLP (sobre todo en el caso de la VLP L1a) sino que estan semi-expuestos debido a la conformacion
que adoptan dentro de la macro-estructura. Con base en lo anterior, es importante recalcar la
emergente importancia de realizar pruebas y analisis in silico debido a que hoy en dia se presentan
como una importante herramienta auxiliar en el desarrollo experimental.

Hoy en dia, una de las principales problematicas para el desarrollo de vacunas basadas en VLPs se
centra en el complejo sistema necesario para la purificacion de las proteinas virales y sobre todo en su
estabilidad (Ladd Effio et al, 2016; Li Shi et al, 2004). Gran cantidad de reportes y protocolos han sido
disefiados para atacar estas dos problematicas, sin embargo, en el caso de las proteinas quiméricas
cada pequefio cambio a la secuencia wild type de la proteina supone cambios estructurales y
bioquimicos que repercuten en el correcto plegamiento, carga, punto isoeléctrico y estabilidad de la
proteina en si. Debido a lo anterior, con cada nueva proteina quimérica se debe de desarrollar un
protocolo completamente nuevo para su purificacion puesto que esta se comporta de manera
totalmente diferente a la proteina wild type y por lo tanto protocolos y métodos de purificacion ya
disefiados podrian no funcionar.

Durante el presente trabajo, en nuestro laboratorio desarrollamos un protocolo de purificacion para las
proteinas Lia y Lib tomando como base anteriores trabajos desarrollados por nuestro equipo de
investigacion. La fase de purificacion de las proteinas quiméricas se cimenté previamente en métodos y
protocolos de transformacion, agroinfiltracion y extraccion desarrollados o mejorados en nuestro
laboratorio. Una de las razones que nos permitieron obtener un buen rendimiento de la proteina
quimérica para su posterior purificacion fue las modificaciones realizadas en anteriores trabajos dentro
del laboratorio a la planta Nicotiana benthamiana, lo que le permite una mayor produccién de proteina
heterdloga mediante la técnica transient expression. En cuanto a la purificacion de las proteinas
quiméricas, el protocolo de purificacion que desarrollamos se dividid en 3 partes, las cuales
correspondieron a la purificacion por intercambio idnico, purificacion por exclusion molecular y
centrifugacion en centricones. La primer etapa de la purificacion fue elegida en base a la carga total y
punto isoeléctrico de las proteinas quiméricas. A la proteina se le llevd desde su punto isoeléctrico hasta
adquirir una carga negativa mediante el decremento de pH del buffer en el que estaba resuspendida. Lo
anterior permitié que al pasar la proteina por una columna de intercambio idnico con una matriz de
carga positiva, la proteina misma se quedara unida a la matriz por una atraccion de cargas opuestas.
Esto permitio deshacernos de un gran numero de otras proteinas con carga positiva encontradas dentro
del extracto crudo de la planta. La segunda etapa, correspondiente a la exclusion molecular, nos
permitio separar las proteinas en base a su peso molecular. Debido a las caracteristicas de las columnas
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de exclusion molecular, nos fue posible separar en las primeras fracciones las proteinas de mayor peso
molecular mientras que las proteinas con menor peso fueron obtenidas en las fracciones finales. La
Ultima etapa consistid en la purificacion por centricones que nos permitio separar por centrifugacion a
nuestras proteinas quiméricas de otras proteinas que enriquecian las muestras, permitiéndonos
obtener nuestras proteinas de interés en estado puro. Con el desarrollo de este protocolo, fuimos
capaces de abordar y resolver el primer problema presente en la fabricacion de una vacuna basada en
una VLP, el cual es la purificacion de las proteinas virales.

El segundo problema al cual se enfrenta el desarrollo de una vacuna basada en una VLP es la estabilidad
de la nano-particulas (Ladd Effio et al, 2015). Las VLPs por definicion son capsides de un virus en
particular que no contienen material gendmico dentro de su estructura y por lo tanto no pueden llevar a
cabo procesos de replicacion ni infectivos. A lo largo de su historia evolutiva, los virus han estado
sometidos a procesos de seleccion natural en donde las estructuras mas estables, no detectables para el
sistema inmune y viables para subsistir en un determinado ambiente son las que se mantienen (Shapiro
et al, 2016; Casanova et al, 2015). Debido a que una capside viral es una estructura altamente refinada,
cualquier cambio minimo o alteracion en esta puede resultar en un beneficio o ser perjudicial para la
estabilidad de la estructura. En el presente proyecto se llevo a cabo la sustitucion de 18 residuos de la
proteina de capside L1 con el fragmento 11-28 de péptido beta amiloide. Estas sustituciones,
dependiendo de la construccion (L1a o L1b), fueron efectuadas en 2 diferentes zonas del extremo C-
terminal de la proteina L1 con lo cual se dio origen a las proteinas quiméricas L1ay L1b.

Con cada una de las proteinas quiméricas se dio paso a la construccion de las VLPs quiméricas VLP Liay
VLP Lib las cuales presentaron sobre su superficie repeticiones ordenadas del fragmento 11-28 del
péptido beta amiloide. Para medir la estabilidad de estads VLPs quiméricas procedimos a recrear una
serie de combinaciones de pH y concentracion de NaCl dentro del buffer MOPS el cual, suplementado
con una concentracion de tween8o 0.006%, ha sido reportado como un excelente medio para el
almacenaje nano-particulas (Li Shi et al, 2004). Los resultados de este experimento mostraron que las
VLPs quiméricas VLP Lia y VLP Lab al ser almacenadas a 4°C en una concentracion de 150 mM de NaCl
y diferentes rangos de pH, solo tuvieron un tiempo de vida media de una semana en el mejor de los
casos mientras que su almacenaje en 500 mM de NaCl y diversos rangos de pH supuso una vida media
de 2 semanas en el mejor de los casos (figuras 45, 46 y 47). Con base en este resultado pudimos
comprobar que la estabilidad de las VLPs quiméricas VLP Lia y VLP Lib es muy baja. Una posible
explicacion para este fendmeno son las cisteinas (C) dentro de la secuencia de aminoacidos de la
proteina L1.

La capside del HPV16 consiste en una estructura formada por 72 capsdmeros de forma pentamerica, los
cuales estan formados por 5 proteinas L1 unidas entre si a través de puentes disulfuro formados por
cisteinas (Sapp et al, 1998). Diversos estudios han corroborado la existencia de 12 cisteinas dentro de la
secuencia de aminoacidos de la proteina de capside L1 (Fligge et al, 2000). Estas 12 cisteinas han sido
reportadas como fundamentales para la formacion y estabilidad de la VLP como macroestructura.
Entre las 12 cisteinas mencionadas las mas importantes son las cisteinas encontradas en las posiciones
176 (C176) y 428 (C428) de la secuencia de aminoacidos (Xiaojang et al, 2000). La C176 desempeiia la
funcion de unir entre si cada una de las 5 proteinas L1 que conforman el pentdmero mediante puentes
disulfuro, mientras que la C428 forma puentes disulfuro entre pentameros para formar la VLP y
proporcionarle estabilidad (Martin Sapp et al, 2003). En nuestro caso y para ambas construcciones,
durante la sustitucion del fragmento 11-28 del péptido beta amiloide dentro de la secuencia de la
proteina L1, la C428 fue sustituida por uno de los aminoacidos del fragmento heterélogo, con lo cual
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muy probablemente se causo inestabilidad a la macroestructura ya que no se produjo la formacion de
puentes disulfuro necesarios para la unién entre pentameros. Esta teoria parece ser muy probable y
explica la gran inestabilidad de las nano-particulas aunque mas estudios deben ser realizados para
corroborar esta idea.

9. CONCLUSIONES

La estrategia utilizada en este proyecto para la creacion de una vacuna contra la EA basada en una VLP
puede servir de base para la realizacion de posteriores trabajos ya que los anticuerpos producidos en
ratones a los que se inmunizé con las VLPs quiméricas son capaces de reconocer la especie completa
del beta amiloide y las especies amino-truncadas ABp(E)3-42 y ABp(E)11-42, son capaces de reconocer
especies monomeéricas y oligoméricas, pueden reconocer agregados amiloides en cerebros humanos
ademas de presentar isotipos relacionados con una respuesta inmune de tipo anti-inflamatoria.
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