CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS
DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
UNIDAD ZACATENCO
DEPARTAMENTO DE BIOMEDICINA MOLECULAR

“La expresion de un minianticuerpo anti-TfR1 en la superficie de
Enterobacterias mejora su adhesion a células tumorales humanas

de linfoma no Hodgkin”

TESIS
Que presenta
KEVIN JORGE MAGANO BOCANEGRA

Para obtener el grado de
MAESTRO EN CIENCIAS

En la especialidad de

BIOMEDICINA MOLECULAR
Directores de la tesis:
DRA. LETICIA CEDILLO BARRON

DR. ROSENDO LURIA PEREZ

Ciudad de México Julio, 2024



COMITE TUTORAL

Directores de tesis:
Dra. Leticia Cedillo Barrén

Departamento de Biomedicina Molecular, CINVESTAV

Dr. Rosendo Luria Pérez

Unidad de Investigacion en Enfermedades Oncoldgicas, HIMFG

Asesores:
Dr. Leopoldo Santos Argumedo

Departamento de Biomedicina Molecular, CINVESTAV

Dr. Vianney Ortiz Navarrete

Departamento de Biomedicina Molecular, CINVESTAV



SOPORTE ACADEMICO

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de la Dra. Leticia Cedillo Barron del
departamento de Biomedicina Molecular perteneciente al Centro de Investigacion y
de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN), y en
la Unidad de Investigacion en Enfermedades Oncolégicas (UIEO) del Hospital

Infantil de México Federico Gémez (HIMFG) a cargo del Dr. Rosendo Luria Pérez.

Este trabajo recibi6 financiamiento de Fondos Federales del HIMFG, de los
proyectos con registro: HIM/2021/056 SSA 1756 y HIM/2022/061 SSA 1826.
Ademas, durante su realizacién se cont6 con la beca nimero 828951 otorgada por

el Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologia (CONAHCYT).



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencia y Tecnologias (CONAHCYT), por
haberme otorgado la beca niumero 828951 durante el periodo 2022-2024 para la

realizacion de este postgrado.

Al Dr. Rosendo Luria Pérez por haberme permitido formar parte de su grupo de
investigacion en la Unidad de Investigacién en Enfermedades Oncolégicas y por su

gran apoyo en mi formacion académica y durante el desarrollo de este trabajo.

A la Dra. Leticia Cedillo por sus enriquecedoras recomendaciones, por haberme
permitido formar parte de su grupo de investigacion y por su gran apoyo desde que

llegué a México.

Al Dr. Leopoldo Santos y al Dr. Vianney Ortiz por sus valiosas recomendaciones

para mi tesis, su orientacion ha sido fundamental para mejorar mi trabajo.

A mis compafieros del laboratorio, por haberme apoyado y guiado en la realizacion
de algunos de los experimentos del presente trabajo, asi como por hacer del

laboratorio un lugar muy agradable.

A mi familia por su apoyo incondicional, sobre todo en los momentos mas dificiles.
En especial a mis padres, por inculcarme desde temprana edad la importancia del

conocimiento y la perseverancia. Sin ustedes este logro no habria sido posible.



INDICE GENERAL

COMITE TUTORAL I

SOPORTE ACADEMICO I

AGRADECIMIENTOS 1

INDICE GENERAL v
LISTA DE FIGURAS Vil
1. INTRODUCCION 3
1.1. LINFOMAS 3
1.2. LINFOMA NO HODGKIN (LNH) 3
1.2.1. CLASIFICACION Y EPIDEMIOLOGIA 4
1.2.2. PATOFISIOLOGIA Y GENETICA 7
1.2.3. CARACTERISTICAS CLINICAS Y DIAGNOSTICO 8
1.2.4. TRATAMIENTO CONVENCIONAL 9
1.2.5. RECAIDA, RESISTENCIA Y ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS 10
1.3. TERAPIA BACTERIANA CONTRA EL CANCER 12
1.3.1. SALMONELLA ENTERICA EN EL TRATAMIENTO DEL CANCER 14
1.3.2. OPTIMIZACION DE LA TERAPIA BACTERIANA BASADA EN SALMONELLA 20
1.3.3. COMBINACION DE SALMONELLA CON TRATAMIENTOS ESTANDAR 21
1.3.4. ENSAYOS CLINICOS EMPLEANDO SALMONELLA ENTERICA 22
1.4. AUTOTRANSPORTADORES BACTERIANOS 23
1.4.1. APLICACIONES DE LOS AUTOTRANSPORTADORES 24
1.4.2. EL PAPEL DE LOS AUTOTRANSPORTADORES EN LA TERAPIA BACTERIANA CONTRA

EL CANCER 25
1.5. RECEPTOR DE TRANSFERRINA 1 (TFR1 0 CD71) 26
1.5.1. EL PAPEL DEL TFR1 EN EL CANCER 27

1.5.2. EL TFR1: UN BLANCO TERAPEUTICO IDEAL EN EL TRATAMIENTO DEL CANCER 28

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 31
3. JUSTIFICACION 32
4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS 33
4.1. HIPOTESIS 33



4.2. OBJETIVO GENERAL 33

4.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS 33
5. MATERIALES Y METODOS 34
5.1. METODOS BIOINFORMATICOS 34
5.1.1. MODELAJE MOLECULAR 34
5.1.2. OPTIMIZACION GEOMETRICA Y EVALUACION DE LA CALIDAD ESTEREOQUIMICA 34
5.1.3. ACOPLAMIENTO MOLECULAR 35
5.2. CONSTRUCCION DE LAS BACTERIAS RECOMBINANTES 35
5.2.1. CEPAS BACTERIANAS Y OLIGONUCLEOTIDOS 35
5.2.2. CARACTERISTICAS DE LOS PLASMIDOS EMPLEADOS 36
5.2.3. PCR PARA LA AMPLIFICACION DEL AUTOTRANSPORTADOR SHDA100 Y DEL SCFv
ANTI-TFR1 CON SITIOS DE CORTE FLANQUEANTES 38
5.2.4. ESTRATEGIA GENERAL PARA LA CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS 39
5.2.5. TRANSFORMACION DE ESCHERICHIA COLI 40
5.2.6. SECUENCIACION DE LOS PLASMIDOS 42
5.2.7. CONDICIONES DE CULTIVO E INDUCCION 42
5.2.8. CINETICA DE CRECIMIENTO 42
5.3. EVALUACION DE LA EXPRESION Y TRANSLOCACION DE LAS PROTEINAS
RECOMBINANTES A LA SUPERFICIE BACTERIANA 43
5.3.1. EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES 43
5.3.2. ENSAYO DE DOT BLOT 43
5.3.3. CITOMETRIA DE FLUJO E INMUNOFLUORESCENCIA 43
5.3.4. CINETICA DE EXPRESION 44
5.4. EVALUACION DE LA ADHESION EN CELULAS HUMANAS DE LNH 44
5.4.1. EVALUACION DEL NIVEL DE EXPRESION DE TFR1 EN LA LINEA CELULAR RAMOS
POR CITOMETRIA DE FLUJO 44
5.4.2. EVALUACION DE LA UNION DEL SCFV ANTI-TFR1 A LA LINEA CELULAR RAMOS POR
CITOMETRIA DE FLUJO 44

5.4.3. ENSAYOS DE ADHESION BACTERIANA A PROTEINAS INMOVILIZADAS DE CELULAS
Ramos 45

6. RESULTADOS 47

6.1. LA SIMULACION DE ACOPLAMIENTO MOLECULAR ENTRE EL SCFV ANTI-TFR1 Y EL
TFR1 PREDICE UNA ADECUADA INTERACCION 47
6.2. EL MODELO TRIDIMENSIONAL DE LA PROTEINA RECOMBINANTE
SCFV/FLAG/SHDA100 PREDICE UNA CONFORMACION ADECUADA Y LA TRANSLOCACION
DEL SCFV-TFR1 A LA SUPERFICIE BACTERIANA A TRAVES DEL AUTOTRANSPORTADOR
SHDA 49
6.3. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO PNIRBSHDA100 51



6.4. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO PNIRBSCFvV 54
6.5. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO PNIRBSCFVSHDA30 56
6.6. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO PNIRBSCFVSHDA100 58
6.7. LOS PLASMIDOS EMPLEADOS NO AFECTAN EL CRECIMIENTO DE E. coLI BL21-DE3
60

6.8. E.coLIBL21-DE3 RECOMBINANTE EXPRESA Y TRANSLOCA EL SCFV-TFR1 EN SuU
SUPERFICIE 62
6.9. EL scFv ANTI-TFR1 RECONOCE A LA PROTEINA TFR1 EN LA LINEA CELULAR DE
LNH HUMANO RAMOS 66

6.10. E.coLIBL21-DE3 QUE EXPRESA Y TRANSLOCA UN SCFV ANTI-TFR1 EN SU
SUPERFICIE PRESENTA UNA MAYOR ADHESION A PROTEINAS INMOVILIZADAS DE LNH

HUMANO (RAMOS) 67
7. DISCUSION 69
8. CONCLUSION 75
9. PERSPECTIVAS 75
10. BIBLIOGRAFIA 76

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Clasificacion de los linfomas no HodgkKin ...........cccoooeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeens 4

Figura 2. Frecuencia relativa de los subtipos mas comunes de LNH por |la edad
(o = I [F=To [T 1S3 (ol o IR PUUTT TP 6

Figura 3. Incidencia y mortalidad de los tipos de cancer mas frecuentes en la
poblacion mexicana mMenor de 14 @f0S.........uuuuurururmrmmiiiriiiirieiinrnrerr—————— 7

Figura 4. Alternativas terapéuticas en los casos de recaida de LNH ................... 11

Figura 5. Mecanismos biologicos bacterianos intrinsecos y modificaciones
genéticas que favorecen la terapia bacteriana contra el cancer..............ccccc.vuueen. 14

Figura 6. Salmonella enterica atenuada presenta selectividad tumoral y actividad
ANtIEUMOral INTHINSECA ......ceeeiiiiiie et e e e e e e e e 16

Figura 7. Salmonella enterica atenuada promueve la muerte de las células
(L8] o] = 1 L= PP 17

Figura 8. Salmonella enterica atenuada estimula la inmunidad antitumoral innata y
adaptativa en el microambiente tumoral..............cooovviiiiii i, 19

Figura 9. Principales dominios estructurales que conforman a los
o001 =T ] 0T = (o [0 (=1 ST 24

Figura 10. Estrategia para la expresion de proteinas heterdlogas en la superficie
bacteriana utilizando autotransSpPortadores ...........ccoovvvieiiiiiiiee e 25

Figura 11. Estructura del receptor de TfR1 humano y su union a la holotransferrina
.............................................................................................................................. 27

Figura 12. Estrategias empleadas para focalizar farmacos a células tumorales
empleando anticuerpos y SCFv anti-TfRL ..., 29

Figura 13. Proteinas recombinantes expresadas por los plasmidos propuestos.. 36
Figura 14. Estructura del plasmido pnirBShdA30............ccccoiiiiiiiiiiiiiiieee e, 38
Figura 15. Estrategia general de construccion de los plasmidos.............ccccuvveeeee. 41

Figura 16. Ensayo de adhesion bacteriana a proteinas inmovilizadas de células

Figura 17. Modelaje y analisis de la estructura tridimensional del scFv anti-TfR1 47

Figura 18. Simulacion de acoplamiento molecular entre la estructura del TfR1
humano y el SCFV anti-TTRL.........oi i 48

Vil



Figura 19. Modelaje, analisis y simulacion de la insercién a la membrana externa

de E. coli de la proteina SCFV/FLAG/ShdALOO ...........coiiiiieiiieieicie e 50
Figura 20. Caracterizacion del plasmido pnirBShdA30 ..........cccccciiiiiiiiiiiiiennnnn. 51
Figura 21. Obtencion del fragmento que codifica al autotransportador ShdA100
flanqueado por los sitios de restriccidon Nhel y BamHI ...........ccovvvvvvviiiiiiiiiiieeeennnnn. 52
Figura 22. Construccion y caracterizacion del plasmido pnirBShdA100............... 53
Figura 23. Obtencion del fragmento que codifica al scFv anti-TfR1 flanqueado por
los sitios de restriccion Xbal y BamHI ............cooiiiiiiiiiiic e 54
Figura 24. Construccion y caracterizacion del plasmido pnirBscFv...................... 55

Figura 25. Obtencion del fragmento que codifica al scFv anti-TfR1 flanqueado por

los sitios de restriccion HINAHT Y XNOH........ooooiiiiiiiiiiee e 56
Figura 26. Construccion y caracterizacion del plasmido pnirBscFvShdA30. ........ 57
Figura 27. Construccion y caracterizacion del plasmido pnirBscFvShdA100....... 59

Figura 28. Cinética de crecimiento bacteriano en medio BHI y en medio de
([0 | [[oTo] F= 1o IR PP PP PP PP 61

Figura 29. Evaluacion de la expresion de las proteinas recombinantes FLAG/scFv,
FLAG/ShdA30, scFv/FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y scFv/FLAG/ShdA100 por
OL BIOL ... 62

Figura 30. Evaluacién de la expresion y translocacién a la superficie bacteriana de
las proteinas recombinantes FLAG/scFv, FLAG/ShdA30, scFv/FLAG/ShdA30,
FLAG/ShdA100 y scFv/FLAG/ShdA100 por microscopia de fluorescencia y
citometria de flUJO ......ccoe e 64

Figura 31. Cinética de expresion y translocacion de las proteinas recombinantes
FLAG/scFv, FLAG/ShdA30, scFv/FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y
scFv/FLAG/ShdA100 a 6, 8, 10 y 12 horas, evaluada por citometria de flujo ....... 65

Figura 32. Evaluacién del reconocimiento del TfR1 en células Ramos por el scFv
anti-TfR1 empleando citometria de flujo..........cooooeeiii 66

Figura 33. Evaluacioén de la adhesion de E. coli BL21-DE3 recombinante que
expresa las proteinas recombinantes FLAG/scFv, FLAG/ShdA30,
scFV/FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y scFv/FLAG/ShdA100 a proteinas
inmovilizadas de CElUlasS RAMOS .........ccoviiiiiiiiiiie e e e e eeeeees 68

Figura 34. La expresion y translocacion de un scFv anti-TfR1 en la superficie
bacteriana mejora la adhesion de Escherichia coli a células de LNH humano



RESUMEN

En las ultimas décadas la optimizacion del tratamiento del linfoma no Hodgkin (LNH)
ha elevado la tasa de sobrevida. Sin embargo, en un 30% de los pacientes los
tratamientos fallan, por lo que es evidente la necesidad de tratamientos mas
efectivos. En este contexto, la terapia bacteriana contra el cancer empleando
vectores bacterianos atenuados representa una estrategia terapéutica novedosa y
prometedora para el tratamiento del LNH. Sin embargo, se ha observado
inconsistencia en la colonizacién tumoral en ensayos clinicos, lo cual ha tenido
repercusiones en su uso en pacientes. En este trabajo se presenta el disefio,
construccion y evaluacion de un sistema que mejora la adhesion bacteriana hacia
células de LNH humanas, que sobreexpresan el receptor de transferrina 1 (TfR1),
mediante la expresion y translocacion de un minianticuerpo anti-TfR1 (scFv anti-
TfR1) en la superficie bacteriana por medio del autotransportador ShdA. Esta
novedosa estrategia permitira mejorar el establecimiento bacteriano en tumores
favoreciendo su actividad anti-tumoral. Mediante analisis bioinformatico estructural
se observé una adecuada union entre el scFv anti-TfR1 y el TfR1, asi como el
correcto plegamiento de las proteinas recombinantes que permite la translocacion
del scFv anti-TfR1 en la superficie bacteriana. Mediante tecnologia del ADN
recombinante se construyeron los plasmidos que codifican para las proteinas
scFV/IFLAG/ShdA30 y scFv/FLAG/ShdA100 que permiten la expresion del scFv-
TfR1 en la superficie bacteriana. La expresion y translocacion de las proteinas
recombinantes en la superficie bacteriana fue demostrada por citometria de flujo y
microscopia de fluorescencia. Finalmente, se evalué la adhesion de las bacterias
recombinantes a proteinas inmovilizadas obtenidas de células Ramos (LNH) que
sobreexpresan TfR1, observdndose una mayor adhesién en las bacterias que
expresan el scFv anti-TfR1 en su superficie (scFvV/FLAG/ShdA30 vy
scFV/FLAG/ShdA100). En conclusion, la expresion de un scFv-TfR1 en la superficie

bacteriana favorece su adhesion a la linea celular Ramos de LNH humano.



ABSTRACT

Optimization of non-Hodgkin lymphoma (NHL) treatment has significantly increased
survival rates in recent decades. However, treatments fail in approximately 30% of
patients, underscoring the need for more effective therapies. In this context, bacterial
cancer therapy using attenuated bacterial vectors represents a novel and promising
strategy for NHL treatment. Nevertheless, inconsistencies in tumor colonization
observed in clinical trials have hindered its application in patients. This study
presents the design, construction, and evaluation of a system that enhances
bacterial adhesion to human NHL cells, which overexpress the transferrin receptor
1 (TfR1), by expressing and translocating an anti-TfR1 mini-antibody (scFv anti-
TfR1) on the bacterial surface via the ShdA autotransporter. This novel strategy aims
to improve bacterial establishment in tumors, thereby enhancing their anti-tumor
activity. Structural bioinformatics analysis indicated adequate binding between the
scFv anti-TfR1 and TfR1, as well as proper folding of the recombinant proteins,
facilitating the translocation of scFv anti-TfR1 on the bacterial surface. Using
recombinant DNA technology, plasmids encoding the scFv/FLAG/ShdA30 and
scFV/FLAG/ShdA100 proteins were constructed, allowing the expression of scFv-
TfR1 on the bacterial surface. The expression and translocation of the recombinant
proteins on the bacterial surface were demonstrated by flow cytometry and
fluorescence microscopy. Finally, the adhesion of recombinant bacteria to
immobilized proteins from Ramos cells (NHL) overexpressing TfR1 was evaluated,
showing greater adhesion in bacteria expressing scFv anti-TfR1 on their surface
(scFV/IFLAG/ShdA30 y scFv/FLAG/ShdA100). In conclusion, the expression of scFv-
TfR1 on the bacterial surface enhances its adhesion to the human NHL Ramos cell

line.



1. INTRODUCCION

1.1.Linfomas

Los linfomas son un grupo heterogéneo de neoplasias linfoides con cerca de 100
variantes que se originan a partir de la proliferacién clonal de linfocitos inmaduros o
maduros (B, T o NK arrestados en diferentes etapas de diferenciacion) produciendo
tumores en ganglios linfaticos, 6rganos linfoides, tejido linfoide extraganglionar y
médula 6sea (Swerdlow et al., 2016). Estos representan aproximadamente el 5%
de las neoplasias malignas y se estima que presentan una sobrevida global del 72%
a los 5 afios (Mugnaini & Ghosh, 2016).

Los linfomas se clasifican en linfomas de Hodgkin (LH, 10%) y linfomas no Hodgkin
(LNH, 90%). Los LH se originan a partir de linfocitos B y se caracterizan por la
presencia de células de Reed-Sternberg. Estas células son anormalmente grandes
y por lo general multinucleadas o de nucleo bilobulado dando una apariencia de
‘ojos de buho”, positivas para CD30 y CD15. Su incidencia es mayor en
adolescentes y joévenes adultos, y menor en personas de edad avanzada. Se
clasifican en LH clasico y LH ganglionar con predominio linfocitico o no clasico
(Connors et al.,, 2020). Los LNH engloban al resto de linfomas que no son

clasificados como LH y se clasifican de acuerdo al tipo celular de origen (B, T 0 NK).

Asimismo, los linfomas también se pueden clasificar de acuerdo a su agresividad
(alto o bajo grado) (Jamil & Mukkamalla, 2020). Por lo general, los linfomas de bajo
grado conllevan un menor riesgo en ausencia de tratamiento por su lento
crecimiento y baja tasa de proliferacién; no obstante, son menos susceptibles a la
guimioterapia y radioterapia (Mugnaini & Ghosh, 2016). Ademas, algunos linfomas
de bajo grado como el linfoma linfocitico pequefio (SLL) pueden transformarse en
linfomas agresivos o de alto grado como el linfoma difuso de células B grandes
(DLBCL), proceso denominado sindrome de Richter, en una frecuencia de

aproximadamente del 2 al 10% (Douglas, 2022).

1.2.Linfoma no Hodgkin (LNH)
Los LNH representan aproximadamente el 90% de los linfomas diagnosticados y

presentan una amplia variedad de apariencias histopatolégicas y presentaciones



clinicas que dificultan su diagndstico. Estos surgen a partir de linfocitos en sus
diversas etapas de desarrollo y las caracteristicas del subtipo de LNH especifico

reflejan las de la célula de la que se originaron (Armitage, et al., 2017).

1.2.1. Clasificacién y epidemiologia
Tanto el diagndstico como la clasificacion de los LNH se basa predominantemente
en la morfologia celular, el inmunofenotipo, la citogenética y las caracteristicas
clinicas. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a los LNH de acuerdo
al origen celular (T, B o NK) y al grado de diferenciacion (precursor o maduro)
(Figura 1) (Dey, 2021).
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l |
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Linfoma periférico de células T
Linfoma cutaneo primario de
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Figura 1. Clasificacion de los linfomas no Hodgkin. La clasificacion de los LNH se basa
principalmente en el origen celular (linfocitos B, T o NK) y el grado de diferenciacién (células
precursoras o maduras). Modificado de Dey, 2021.

Segun los datos mas recientes de la base de datos Global cancer observatory
(GLOBOCAN), en el 2022 se diagnosticaron 553,389 casos nuevos y 250,679

muertes por LNH. Asimismo, se ha reportado que el LNH es mas comun en paises



con un indice de desarrollo humano alto y en la poblacion masculina (Thandra et
al., 2021). La OMS reporta que el LNH mas comudn en paises occidentales es el
DLBCL, representando hasta el 31% de los casos diagnosticados en adultos. Los
linfomas de células T solo representan del 10 al 15% de los casos reportados,
siendo los mas comunes el linfoma de células T periféricas (PTCL, 6%) y el linfoma
cutaneo de células T (CTCL, 4%) (De Leval Y Jaffer, 2020).

En las Ultimas décadas la sobrevida a 5 afios de los pacientes con LNH ha mejorado
de manera significativa, subiendo de un 46% en 1975 hasta un 72.7% en 2016
(Thandra et al., 2021). Esta mejoria se debe principalmente al avance progresivo en
el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas mas efectivas y especificas para
los diferentes subtipos de LNH, incluyendo a la quimioterapia combinada, la
inmunoterapia y la terapia dirigida que han llevado a mejores respuestas y mayores

tasas de curacion (Shankland et al., 2012).

La frecuencia de LNH diagnosticado aumenta de manera proporcional con la edad
de los pacientes. La frecuencia anual en los Estados Unidos para los pacientes
pediatricos (menores de 16 afios), adolescentes y jévenes adultos (16 a 39 afos),
y adultos mayores (mayores de 40 afos) es de 0.5 a 1.2 por 100,000; 1.8 a 7.2 por
100,000y 10.5a16.4 por 100,000; respectivamente (Wood & Lee, 2011). Asimismo,
la incidencia de los LNH pediatricos ha incrementado progresivamente en las
Gltimas décadas, no obstante, la razon de este incremento a largo plazo no esta
completamente claro y puede variar segun la region y el subtipo (Shankland et al.,
2012).

La poblacién pediatrica frecuentemente presenta LNH de alto grado como el
DLBCL, el linfoma de Burkitt (BL), el linfoma linfoblastico (LBL) y el linfoma
anaplasico de células grandes (ALCL). Mientras que los subtipos histologicos de
bajo grado como el linfoma de células B de la zona marginal (MZL) y el linfoma
folicular (FL), son mas frecuentes en adultos (Figura 2) (Jaglowski et al., 2009).
Asimismo, los resultados del tratamiento para los pacientes con LNH recién
diagnosticado son generalmente mejores para el grupo de edad pediatrica con

respecto a los pacientes adolescentes, jovenes adultos y adultos mayores. Estas



diferencias se han relacionado con la condicién médica general de los pacientes,
los subtipos biologicos especificos de LNH y aspectos socioldgicos propios de cada
grupo de edad (Sandlund & Martin, 2016).
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Figura 2. Frecuencia relativa de los subtipos mas comunes de LNH por la edad del
diagnéstico. Los subtipos de LNH de alto grado como el DLBCL, el BL, el LBL y el ALCL, son mas
comunes a edades tempranas. Mientras que los subtipos de LNH de bajo grado como el MZL y el
FL, son mas comunes en la poblacién adulta. DLBCL: Linfoma difuso de células B grandes, BL:
Linfoma de Burkitt, FL: Linfoma folicular, MZL: Linfoma de la zona marginal, MCL: Linfoma de células
del manto, SLL: Linfoma linfocitico pequefio, MF: Micosis fungoide, ALCL: Linfoma anaplasico de
células grandes y LBL: Linfoma linfoblastico. Modificado Jaglowski et al., 2009.

En México, los LNH se ubican como uno de los tipos de cancer mas frecuentes, con
una tendencia a la alza desde la década de 1990, principalmente en la poblacion
pediatrica, siendo una de las principales causas de muerte en la poblacion infantil
(Escamilla-Santiago et al., 2012) (Figura 3). Reportes de estudios multicéntricos de
diferentes instituciones de salud y recopilados por la Secretaria de Salud de México
indican que los LNH ocupan el tercer lugar entre las neoplasias malignas atendidas
en nifos menores de 14 afios, con una frecuencia de aproximadamente 8%
(Fajardo-Gutiérrez et al., 1996).

Si bien en la actualidad no se conoce la etiologia exacta de los linfomas, hay

numerosos factores de riesgo reportados que predisponen a su desarrollo (Matasar



& Zelenetz, 2008). Entre los factores de riesgo no modificables se encuentran la
edad (mas del 57% de los casos en pacientes mayores de 65 afios), el género (los
hombres presentan el doble de riesgo acumulado), la etnia (mas comun en personas
caucésicas), antecedentes familiares de neoplasias hematoldgicas, enfermedades
autoinmunes e inmunosupresion (Thandra et al., 2021). Dentro de los factores de
riesgo modificables se incluyen la exposicidon quimica, la exposicion a la radiacion,
la obesidad, el tabaquismo, el consumo de alcohol, los implantes mamarios y la
deficiencia de vitamina D (Lenz & Staudt, 2010). Asimismo, se ha asociado el
desarrollo de tipos especificos de linfomas con procesos infecciosos causados por
Helicobacter pylori, Borrelia borgdorferi, Chlamydia psittaci, Campylobacter jejuni,
el virus linfotrépico de células T humanas, la hepatitis C, el hepesvirus humano 8, el

virus Epstein-Barr y el citomegalovirus (Mugnaini & Ghosh, 2016).
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Figura 3. Incidencia y mortalidad de los tipos de cancer mas frecuentes en la poblacién
mexicana menor de 14 afios. La leucemia, los tumores del sistema nervioso central y los LNH
representan las principales causas de muerte por cancer en la poblacion pediatrica mexicana. Tasa
estandarizada por edad (ASR). Globocan 2020.

1.2.2. Patofisiologia y genética
Los mecanismos por los que se pueden desarrollar los linfomas estan
correlacionados con eventos genéticos que ocurren durante la maduracion o la
activacion de los linfocitos, como las recombinacién V(D)J, la conmutacién de clase
y la hipermutacion somatica (Jung et al., 2006). Normalmente, las rupturas del DNA

generadas durante la recombinacion son reparadas; no obstante, en algunos casos,



la reparacion puede fallar. Estos defectos en la reparacion pueden ser la causa de
translocaciones cromosOmicas que promueven la transformacion maligna y el
desarrollo de los linfomas a través la activacion de protooncogenes (Shankland et
al., 2012). Por ejemplo, la translocacion t(14;18)(g32;9g21) asociada al FL promueve
la sobreexpresion de la proteina antiapoptética BCL2, y la translocacién
t(8;14)(q24;932), caracteristica del BL, resulta en la sobreexpresion del oncogén

MYC, causando una proliferacion celular descontrolada (Ma, 2017).

En los ultimos afos, el conocimiento adquirido del perfil transcripcional y la
secuenciacion del genoma de los linffomas ha permitido desarrollar una
subclasificacibn molecular (Armitage, et al., 2017). Por ejemplo, el DLBCL se ha
dividido en dos grupos moleculares conocidos como subtipo de células B del centro
germinal y subtipo de células B activadas. Esto ha dado a conocer que las
caracteristicas moleculares de los linfomas estan intimamente correlacionadas con
la supervivencia, la progresion y la eleccién de un tratamiento mas eficiente. Por lo
tanto, en la actualidad se estan realizando esfuerzos para llevar a cabo una

diseccion molecular en todo el espectro de los LNH (Weber & Schmitz, 2022).

Asimismo, algunas de las alteraciones mas comunmente encontradas en los LNH
se encuentran en genes que promueven la supervivencia celular (CDKN2A y JAK-
STAT), en genes que inhiben la muerte celular (BCL2 y MCL1), vias de sefializacién
gue promueven la tumorogenicidad, el escape del sistema inmune y en genes

responsables de la remodelacion de la cromatina (Armitage, et al., 2017).

1.2.3. Caracteristicas clinicas y diagnostico
Al ser un grupo de neoplasias tan variadas, los LNH presentan una gran diversidad
de caracteristicas clinicas. La mayoria de los pacientes con LNH presentan
linfadenopatia indolora junto a sintomas sistémicos como fiebre, sudores nocturnos,

fatiga, prurito y pérdida de peso (Shankland et al., 2012).

El diagndstico oportuno es importante debido a que en la actualidad existen terapias
eficaces que, a menudo, favorecen la curacion (Sandlund & Martin, 2016). El
diagnéstico debe sustentarse en los resultados obtenidos del andlisis

histopatolégico de una biopsia proveniente de un ganglio linfatico afectado.
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Asimismo, la obtencion de una cantidad suficiente de tejido tumoral también
permitira estudios inmunohistoquimicos y genéticos que aumentaran la posibilidad
de un diagnadstico correcto, un prondostico mas preciso y, por ende, un tratamiento
méas adecuado. También se puede optar por la biopsia de médula 6sea para
detectar si esta se encuentra afectada (Reiter, 2007).

Posterior al diagnéstico, la imagenologia, mediante tomografia computarizada
combinada con tomografia por emision de positrones (PET-TC), es la modalidad
mas adecuada para identificar el estadio de la enfermedad en un paciente, asi como
para predecir la sobrevida libre de enfermedad posterior al tratamiento (Junco et al.,
2011).

1.2.4. Tratamiento convencional
En las Ultimas décadas, el tratamiento LNH ha mejorado considerablemente debido
a la incorporacion de nuevas estrategias terapéuticas basadas en un mejor
entendimiento de su biologia y patofisiologia. Los diversos tipos y subtipos de LNH,
con diferentes caracteristicas moleculares y clinicas, requieren un abordaje

terapéutico personalizado para optimizar los resultados.

El esquema estdndar de quimioterapia para el tratamiento del LNH es CHOP
(ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona). Este esquema se emplea
principalmente en el tratamiento de LNH de células B agresivos, especialmente el
DLBCL, ya que, debido a sus caracteristicas, se considera que, al momento del
diagnéstico, se encuentran ampliamente diseminados, incluso cuando el tumor esté
aparentemente localizado (Shankland et al., 2012; Sandlund et al., 1996). La
combinacion de estos agentes permite un ataque mas robusto contra las células
tumorales, logrando tasas de respuesta bastante significativas. En algunos casos
este esquema se combina con el anticuerpo monoclonal Rituximab dirigido a CD20,
inmunoquimioterapia denominada R-CHOP. Esta combinacibn ha mejorado
significativamente la sobrevida libre de enfermedad y la sobrevida global en
pacientes con DLBCL. Adicionalmente, se puede implementar la radioterapia como

tratamiento adyuvante en casos localizados, cuando no hay una respuesta completa



a la quimioterapia, o como tratamiento paliativo para reducir el volumen de la masas

tumoral, aliviando los sintomas (Bluhm et al., 2008).

La combinacién de los quimioterapéuticos empleados, asi como la dosis y la
duracion del tratamiento dependen del subtipo histologico y del estadio de la
enfermedad. Por ejemplo, se ha reportado que terapias mas prolongadas son mas
efectivas en el linfoma linfoblastico agudo, mientras que en pacientes con linfoma
de Burkitt los resultados son mejores con una terapia corta, intensiva y pulsada
(Anderson et al., 1993; NCI, 2016).

1.2.5. Recaida, resistencia y alternativas terapéuticas
Si bien los tratamientos estandar como la inmunoquimioterapia con R-CHOP han
mejorado en gran medida la sobrevida de los pacientes con LNH, alcanzando una
tasa de respuesta de entre el 70 al 80%, aun hay una poblacién entre el 30 y el 40%
de los pacientes que muestran una mala respuesta al tratamiento o desarrollan
resistencia. Este grupo de pacientes presenta un mal prondstico y una sobrevida a
2 afios del 20% al 40% (Batgi et al., 2020; Klener & Klanova, 2020).

El desarrollo de resistencia se ha relacionado con todos los tipos de tratamiento en
los LNH, incluidas las combinaciones de estos. Esta se puede presentar como
resistencia inherente o resistencia adquirida (Klener & Klanova, 2020). La
resistencia inherente se debe a factores preexistentes que impiden la accién del
agente antitumoral; por lo tanto, en estos casos se observa una falta de respuesta
desde el inicio del tratamiento. Mientras que la resistencia adquirida se desarrolla
durante el tratamiento, y estos casos se asocian con una respuesta significativa al
inicio del tratamiento, lo cual implica la eliminacion de las células sensibles, con una
consiguiente recaida y progresion del LNH resistente (Wang et al., 2019). En estas
circunstancias, las opciones terapéuticas se vuelven bastante limitadas y no se
encuentran Optimamente definidas. En muchos casos, el foco central de las
opciones terapéuticas son cuidados paliativos que aseguran una adecuada calidad
de vida y la reduccion de los sintomas y el estrés de la enfermedad terminal (NCI,
2016).
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Dentro de las opciones terapéuticas en caso de enfermedad recidivante en
pacientes con LNH se encuentra la megaquimioterapia, quimioterapia de rescate
por reinduccion de vinblastina, el alotrasplante de células troncales
hematopoyéticas, entre otras. No obstante, estas opciones terapéuticas presentan

tasas de éxito y sobrevida muy reducidas (Derebas et al., 2022).

En los dltimos afios, se han implementado nuevas opciones terapéuticas como el
uso de anticuerpos monoclonales (obituzumab, inotuzumab, pembrolizumab,
nivolumab, rituximab, entre otros), terapias dirigidas (bortezomib, ibrutinib, crizotinib,
alectinib, ceritinib, buparlisib, ibrutinib, ruxolitinib, navitoclax, venetoclax, entre otros)
y la inmunoterapia con células T con receptores de antigeno quimérico (CAR-T)
(Derebas et al.,, 2022) (Figura 4). Sin embargo, estos tratamientos presentan
importantes limitaciones tales como una farmacocinética inadecuada, una

accesibilidad pobre a tejido tumoral y costos muy elevados (Chames et al., 2009).
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Figura 4. Alternativas terapéuticas en los casos de recaida de LNH. Diversos farmacos estan
siendo empleados para el tratamiento de LNH resistente a los tratamientos estandar, entre ellos, los
anticuerpos monoclonales, farmacos conjugados a anticuerpos, la radio-inmunoterapia, las
moléculas pequefias inhibitorias y las nuevas quimioterapias. Bcl-2: linfoma de células B2, BTK:
tirosina quinasa de Bruton, HDAC: histona desacetilasa, mTOR: diana de rapamicina en mamiferos,
Syk: tirosina quinasa del bazo, PI3K: fosfatidilinositol 3 quinasa. Modificado de Chao, 2013.
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Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar nuevas e innovadoras estrategias
terapéuticas que sean mas especificas, efectivas, accesibles y mejor toleradas para
el tratamiento de los LNH. En este contexto, la terapia bacteriana contra el cancer
ha surgido como una alternativa terapéutica prometedora que podria ofrecer un
enfoque novedoso y potencialmente mas efectivo para el tratamiento de los LNH
(Mateos-Chéavez et al., 2019).

1.3.Terapia bacteriana contra el cancer

Ha pasado mas de un siglo desde que William B. Coley (1862-1936) comenzo el
primer estudio sistematico que reporta el uso de la terapia bacteriana para el
tratamiento de tumores sélidos. En tal estudio, Coley inyectdé la bacteria
Streptococcus pyogenes a un paciente con sarcoma, causando la desaparicion del
tumor, presumiblemente por accién del sistema inmune (Coley, 1891). Afios mas
tarde, debido a la preocupacion de inocular a pacientes con cancer con bacterias
vivas, Coley opt6 por utilizar una combinacion de bacterias muertas compuesta por
las especies Streptococcus pyogenes y Serratia marcescen, a la cual denominé
“Toxinas de Coley”. Esta combinacion fue utilizada para tratar sarcomas, linfomas,
melanomas y mielomas, obteniendo buenos resultados. Sin embargo, Coley fue
objeto de muchas criticas debido a que sus ensayos no siempre podian ser
replicados. Esto en conjunto con la aparicion de la radioterapia, condujo a que las
toxinas de Coley fueran olvidadas durante décadas (McCarthy, 2006).

En la actualidad, la terapia bacteriana contra el cancer esta ganando importancia a
causa de los avances acelerados en los campos de la inmunologia y la
biotecnologia. Organismos bacterianos atenuados anaerobios facultativos vy
anaerobios estrictos son ampliamente utilizados por su capacidad intrinseca para
dirigirse, colonizar y proliferar preferentemente en tejido tumoral (Sedighi et al.,
2019, Duong et al., 2019). Estas propiedades se deben a la presencia de un sistema
flagelar de locomocion que permite la penetracion de tejidos; este sistema se
encuentra guiado con sensores quimiotacticos que pueden ser estimulados por

compuestos liberados en el microambiente tumoral (MAT) (Figura 5). Asimismo, las
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bacterias presentan un crecimiento preferencial en los tumores debido a que estos

presentan hipoxia, necrosis e inmunosupresion (Forbes, 2010).

Una vez establecidas en el tumor, las bacterias pueden efectuar una potente
reaccion antitumoral mediante la activacion de vias promotoras de la muerte celular,
la competencia por recursos, y la estimulacion de la inmunidad innata y adaptativa
(Hernandez-Luna & Luria-Pérez, 2018). Asimismo, las cepas atenuadas utilizadas
en el terapia bacteriana contra el cancer presentan una patogenicidad reducida,
pero conservan sus propiedades antitumorales. Esta alterativa terapéutica presenta
un bajo costo y efectos secundarios reducidos en comparacion con otros
tratamientos, lo que la convierte en una de las terapias en desarrollo mas

prometedoras para el tratamiento del cancer (Hernandez-Luna et al., 2018).

En los dltimos afios se ha avanzado mucho en la optimizacion de la terapia
bacteriana contra el cancer gracias al desarrollo de la ingenieria genética y la
biologia sintética (Liang et al., 2021). Actualmente, se cuenta con bacterias
atenuadas que se pueden modificar genéticamente para que sean capaces de
sintetizar, acarrear y liberar moléculas heterdlogas antitumorales en el MAT (Liang
et al., 2019; Becerra-Baez et al., 2022). Esto permite utilizar a las bacterias como
una pequena fabrica de moléculas antitumorales con la capacidad de liberarlas de
forma controlada en el MAT mediante el uso de maquinarias de secrecion,
reduciendo los efectos secundarios y aumentando la capacidad antitumoral de las

drogas acarreadas (Forbes, 2010) (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismos biolégicos bacterianos intrinsecos y modificaciones genéticas que
favorecen la terapia bacteriana contra el cncer. Las cepas bacterianas atenuadas empleadas
en la terapia bacteriana contra el cancer presentan la capacidad de dirigirse y establecerse en
tumores soélidos debido a la captacion de moléculas atractoras liberadas desde el MAT. Ademas,
estas bacterias pueden ser modificadas genéticamente para producir y liberar de manera controlada
proteinas heterélogas reporteras y/o antitumorales. Modificado de Forbes, 2010.

1.3.1. Salmonella enterica en el tratamiento del cancer
Salmonella enterica es la especie mas estudiada en la terapia bacteriana contra el
cancer. En la actualidad se cuenta con una gran variedad de cepas atenuadas con
efectos patogénicos reducidos, que conservan sus propiedades antitumorales. Gran
parte de estas cepas atenuadas presentan mutaciones que alteran las vias
metabdlicas responsables de la biosintesis de aminoacidos, purinas, toxinas, entre
otros (Liang et al., 2021). Asimismo, estas cepas han demostrado ser seguras y
eficientes en el tratamiento del cancer en multiples modelos preclinicos (Liang et al.,
2019). Por ejemplo, la cepa atenuada VNP20009 proviene de Salmonella enterica
Typhimurium y fue generada por la delecion de los genes mshB and purl, lo cual
reduce el riesgo de choque séptico, haciéndola mas segura para su uso en el
tratamiento del cancer. VNP20009 muestra direccionamiento especifico hacia el
tumor, capacidad antitumoral y ha sido probada en ensayos clinicos de fase I,
demostrando seguridad. El balance entre la atenuacion y la inmunogenicidad es
importante para el éxito de la terapia. Las cepas que son sobreatenuadas pierden
sus capacidades antitumorales debido a que pierden la capacidad para estimular

optimamente al sistema inmune (Nemunaitis et al., 2003).
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La principal ventaja de la terapia bacteriana contra el cancer recae en la capacidad
de las bacterias para dirigirse y colonizar estrictamente tejido tumoral con un dafo
minimo en tejidos sanos (Forbes, 2010). La selectividad de Salmonella hacia los
tumores sélidos fue descrita por primera vez por Pawelek et al. (1997), que
reportaron la colonizacién de tumores por cepas atenuadas de Salmonella enterica
luego de una inoculacién distante en un modelo murino de melanoma (Pawelek et
al., 1997). El mecanismo por el cual Salmonella coloniza selectivamente tumores no
esta completamente dilucidado. Se sabe que en parte esto se debe a caracteristicas
del MAT como hipoxia, necrosis e inmunosupresion, las cuales resultan en un
ambiente que contribuye al establecimiento y proliferacion de Salmonella (Forbes,
2010). Ademas, Salmonella responde a la presencia de moléculas del MAT como
aminoacidos (acido aspartico y serina) y carbohidratos (ribosa y galactosa) que
actlan como agentes quimioatrayentes, estimulando su direccionamiento vy
penetracion profunda (Kasinskas & Forbes, 2006, Kasinskas & Forbes, 2007).
Ademas, luego de llegar al MAT, Salmonella puede distribuirse desde el nicho
perivascular hasta las zonas mas profundas del tumor, promoviendo la muerte de
las células malignas y la activacion del sistema inmune (Becerra-Baez et al., 2022)
(Figura 6).
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Figura 6. Salmonella enterica atenuada presenta selectividad tumoral y actividad antitumoral
intrinseca. Posterior a su inoculacién por via intravenosa, Salmonella es capaz de dirigirse y
colonizar preferentemente tejido tumoral, en donde, promueve una potente reacciéon antitumoral
mediante su actividad oncolitica y la activacion de la respuesta inmune. VEGF: factor de crecimiento
endotelial-vascular y NO: 6xido nitrico. Modificado de Becerra-Baez et al., 2022.

Salmonella puede matar directamente células tumorales induciendo la apoptosis y
la autofagia mediante la desregulacion de diferentes vias metabdlicas, la produccién
de toxinas bacterianas y la privacion de nutrientes. La capacidad de Salmonella para
promover la apoptosis se debe a que esta puede activar la caspasa 3 y generar
oxido nitrico (NO) en tejido tumoral (Spector et al.,, 1999; Lee et al., 2014).
Salmonella también estimula el aumento de la expresion de calreticulina en células
tumorales, incentivando una muerte celular inmunogénica al facilitar la captacién de
los cuerpos apoptoticos por las células presentadoras de antigeno y, por ende, la
presentacion de neoantigenos (Chirullo et al., 2015). Ademas, aumenta los niveles
de autofagia por la desregulacion de la via AKT/mTOR y disminuye la angiogénesis
al inhibir la expresion del factor de transcripcion HIF-1a (Lee et al., 2014; Tu et al.,
2016). Asimismo, Salmonella promueve la quimiosensibilizacion de las células
tumorales mediante el aumento en la expresion de la conexina 43 (Cx43),

mejorando la distribucion de los farmacos en el tumor, y la inhibicion de la expresion
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de la glicoproteina-P, la cual es responsable de la resistencia a quimioterapia
(Chang et al., 2013; Yang et al., 2018) (Figura 7).
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Figura 7. Salmonella enterica atenuada promueve la muerte de las células tumorales.
Salmonella promueve la activacion de la apoptosis y la autofagia de las células tumorales, asi como
la inhibicion de la angiogénesis. Ademas, quimiosensibiliza a las células tumorales por medio de
cambios en la expresién de la glicoproteina P y Cx43. AKT: proteina quinasa B, mTOR: diana de
rapamicina en mamiferos, LC3: proteina 1A/1B-cadena ligera 3 asociada a microtibulos, HIF-1a:
factor inducible a la hipoxia subunidad 1a, VEGF: factor de crecimiento endotelial-vascular, NirB:
nitrato reductasa B, NO: 6xido nitrico y Cx43: conexina 43.

La presencia de Salmonella en el MAT estimula la activacion de la inmunidad innata
y adaptativa antitumoral. Esto se debe a que Salmonella presenta componentes
inmunogénicos como el lipopolisacarido (LPS) y la flagelina que son reconocidos
por los receptores tipo Toll 4y 5 (TLR 4 y 5), respectivamente (Lee et al., 2008; De
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Melo et al., 2015). La estimulacién de los macréfagos infiltrados en el tumor favorece
el fenotipo M1 antitumoral, la activacion del inflamosoma NLRC4 y la secrecion del
factor de necrosis tumoral a (TNF-a) e interleucina 1B (IL-1), desencadenando un
proceso inflamatorio que promueve el reclutamiento de células inmunes como
neutrofilos, linfocitos T, linfocitos B, células NK y células dendriticas (CD) que
contribuyen a la erradicacion del tumor (Hernandez-Luna et al., 2018; Kupz et al.,
2014; Chang et al., 2013; Saccheri et al., 2010; Lin et al., 2017). Ademas, se ha
reportado que la interaccion de la flagelina con el TLR 5 de las células tumorales
suprime su proliferacion, reduce la expresion de la enzima inmunosupresora
indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) y aumenta la expresion de la Cx43. Esta ultima
promueve la presentacion cruzada de antigenos, llevando a la activacion de
linfocitos TCD8+ antitumorales (Cai et al., 2011) (Figura 8).

No obstante, a pesar de mostrar reacciones antitumorales robustas en ensayos
realizados en ratones, el uso de Salmonella en ensayos clinicos no ha mostrado los
resultados esperados. Se ha reportado que Salmonella presenta una colonizacién
inconsistente al tejido tumoral y una reaccion oncolitica débil en ensayos clinicos
fase | (Toso et al., 2002). Por lo tanto, en los ultimos afios, se han realizado
esfuerzos para optimizar la terapia bacteriana contra el cancer basada en
Salmonella, haciendo uso principalmente de herramientas como la ingenieria

genética y la biologia sintética (Duong et al., 2019).
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Figura 8. Salmonella enterica atenuada estimula la inmunidad antitumoral innata y adaptativa
en el microambiente tumoral. Componentes de Salmonella como el LPS vy la flagelina pueden
estimular células de la inmunidad innata como macréfagos, células dendriticas y células NK, asi
como promover la activacion de linfocitos T CD8+ y la inhibicién de linfocitos T reguladores. TAM:
Macrofagos asociados a tumores, LPS: lipopolisacarido, IDO: indolamina 2,3-dioxigenasa. TLR:
receptor tipo Toll, Cx43: conexina 43, IL: interleucina, IFN: interferén y TNF-a: factor de necrosis

tumoral a.
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1.3.2. Optimizacion de la terapia bacteriana basada en Salmonella
Con el objetivo de maximizar la actividad antitumoral de la terapia bacteriana contra
el cancer basada en Salmonella se han realizado mudltiples investigaciones
modificando a Salmonella para aumentar sus propiedades citotoxicas, presentar
antigenos asociados a tumores, acarrear nanoparticulas, entre otros (Liang et al.,
2020; Chen et al., 2020).

La aplicacion intravenosa de farmacos no asegura su correcta biodistribucion en el
tejido tumoral debido a presencia de barreras fisicas del mismo como la alta presion
intersticial, la desmoplasia, la vasculatura anormal y la heterogeneidad estructural
dentro del tumor (Huo et al., 2020). Gracias a su capacidad para colonizar
preferentemente regiones tumorales, Salmonella nos brinda una manera Unica de
acarrear farmacos y distribuirlos hasta las zonas mas profundas del MAT,
disminuyendo la toxicidad y aumentando la efectividad del tratamiento (Becerra-
Baez et al., 2022).

La expresion de moléculas heterdlogas en Salmonella se puede programar
mediante su transformacién con plasmidos que alberguen la informacidén genética
requerida (Fensterle et al., 2008). Mediante esta estrategia se ha reportado la
expresion y liberacion controlada de antigenos, inmunomoduladores, agentes
citotoxicos, enzimas convertidoras de prodrogas, RNA y DNA (bactofeccion) (Duong
et al., 2019).

Con el objetivo de asegurar una liberacién controlada de los farmacos acarreados
estrictamente en el MAT, se ha reportado el uso de promotores sensibles al MAT o
promotores inducibles por sefiales remotas. Los promotores sensibles al MAT
detectan las condiciones Unicas del tejido tumoral como la hipoxia y la acidez,
activando la expresion de moléculas heterdlogas solo en dichas condiciones,
mientras que los promotores inducibles por sefiales remotas pueden activarse
mediante un inductor administrado de manera remota, permitiendo un control
preciso sobre la expresion de las proteinas heterélogas antitumorales, luego de

asegurar la focalizacion de Salmonella en el tumor, ofreciendo un tratamiento
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dirigido, eficiente y con minimos efectos secundarios (Mateos-Chavez et al., 2019;
Zheng et al., 2017).

1.3.3. Combinacion de Salmonella con tratamientos estandar
La terapia bacteriana contra el cancer basada en Salmonella tiene la capacidad de
efectuar reacciones antitumorales sinérgicas cuando se la emplea en combinacion
con los tratamientos convencionales como la quimioterapia y la radioterapia,

reforzando significativamente sus efectos antitumorales.

Salmonella y quimioterapia: Recientemente, se ha reportado que la
administracion de Salmonella en combinacion con cisplatino, 5-fluorouracilo y
gemcitabina, en un modelo de xenotransplante murino de cancer pancreético
resistente a quimioterapia, revirtio la resistencia promoviendo una potente
reaccion antitumoral (Hiroshima et al., 2013). Asimismo, en un ensayo clinico
piloto se evalud la inoculacion intratumoral de la cepa VNP20009 de Salmonella
que expresa la enzima convertidora de prodrogas, citosina desaminasa de
Escherichia coli (TAPET-CD), en conjunto con la inoculacién via intravenosa de
la prodroga, 5-fluorocitocina (5-FC), con el objetivo de que Salmonella convierta
la 5-FC en 5-FU preferentemente en el MAT. A pesar de que se observé una
mayor acumulacion de 5-FU intratumoral en los pacientes tratados, no se

observ6 una respuesta objetiva (Nemunaitis et al., 2003).

Salmonellay radioterapia: Se ha reportado que la incorporacién de dosis bajas
de radioterapia, luego de la inoculacion de Salmonella, aumenté su capacidad
antitumoral y desencadend una respuesta inmune de tipo citotéxica contra
tumores secundarios que no recibieron radioterapia. Asimismo, se reporté que
esta combinacion amortigua los mecanismos de escape inmunoldgico del tumor
(Avogadri et al., 2008). De manera similar, Liu y colaboradores reportaron que la
radioterapia facilité la colonizacion de Salmonella en tejido tumoral debido a su
capacidad para aumentar la permeabilidad del area irradiada, creando un
entorno mas accesible para la infiltracion bacteriana, lo que desencadené una
reduccion en el crecimiento tumoral en un modelo de carcinoma de colon murino
(Liu et al., 2016).
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1.3.4. Ensayos clinicos empleando Salmonella enterica

A partir del afio 1999 comenzaron los ensayos clinicos con Salmonella enterica
empleando a la cepa atenuada VNP20009 y a otras cepas modificadas mediante
ingenieria genética. La cepa VNP20009 de Salmonella, disefiada por Vion
Pharmaceutics, Inc., fue la primera cepa probada en ensayos clinicos de fase I. En
este ensayo participaron 24 pacientes con melanoma metastasico y uno con
carcinoma renal metastasico que fueron tratados con dosis de 10° a 10° UFC/m? de
VNP20009 via intravenosa. Se estim6 que la méxima dosis tolerada (MTD) fue de
108 UFC/m?, y se observé colonizacién tumoral en dos pacientes que recibieron 1 x
10° UFC/m2 y en un paciente que recibié 3 x 108 UFC/mz2; se observé toxicidad
limitante de dosis en los pacientes que recibieron 1 x 10° UFC/m2. La inoculacion
indujo un aumento de citocinas proinflamatorias. Sin embargo, ninguno de los
pacientes experimentd una regresion tumoral objetiva (Toso et al., 2002). En los
siguientes afos se realizaron mas ensayos clinicos probando a la cepa VNP20009,
empleando diferentes concentraciones de bacterias y variando el tiempo de
inoculacién, con el objetivo de mejorar la colonizacién tumoral y reducir los efectos
adversos; no obstante, no se observaron respuestas significativas (Heimann &
Rosenberg, 2003; NCT00004216; NCT00006254 & NCT00004988).

Posteriormente, con el objetivo de mejorar la eficacia del tratamiento con Salmonella
en ensayos clinicos, se emplearon otras cepas modificadas por ingenieria genética.
En un ensayo piloto con solo 3 participantes se evalud la eficacia de TAPET-CD,
una cepa de Salmonella que expresa la enzima citosina desaminasa de Escherichia
coli (E. coli), inoculada via intratumoral. Se observé que esta cepa fue capaz de
colonizar el tumor y realizar la conversion de 5-FC a 5-FU en tejido tumoral. Sin
embargo, no se observaron remisiones significativas, presumiblemente por el pobre
establecimiento de Salmonella en el tumor (Nemunaitis et al., 2003). Asimismo, se
ha realizado un ensayo clinico en pacientes con cancer pancreatico localmente
avanzado o metastasico con Salmonella typhi Ty21la VXMO01, la cual es portadora
de un plasmido de expresion que codifica al receptor 2 del factor de crecimiento
endotelial-vascular (VEGFR2). En este caso, Salmonella es empleada como un

vector vacunal para la entrega del plasmido en las placas de Peyer a través de su
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inoculacién via oral, con la finalidad de desencadenar una respuesta sistémica de
células T dirigida al VEGFR2 y, por ende, inhibir la angiogénesis. Los resultados
indican que el tratamiento es seguro y aumentd las respuestas de células T
especificas; solo un paciente desarroll6 una respuesta antitumoral objetiva
(Schmitz-Winnenthal et al., 2018).

Se presume que la actividad antitumoral limitada de este tratamiento en los ensayos
clinicos, en comparaciéon con lo observado en modelos murinos, se debe
principalmente a las diferencias en la estructura tumoral; las barreras fisicas de los
tumores humanos impiden el correcto establecimiento de Salmonella, lo que

repercute en su actividad antitumoral.

Por otro lado, si bien la optimizacion de la capacidad antitumoral de Salmonella ha
permitido observar una mayor citotoxicidad en modelo murinos, no se ha abordado
la problematica relacionada con el pobre establecimiento y la inconsistente

colonizacion en tejido tumoral observado en ensayos clinicos.

Por ende, se requieren nuevos enfoques que permitan la optimizacién de la
selectividad tumoral, la adhesiéon y la focalizacibn de Salmonella hacia tejido
tumoral. Esto se puede abordar mediante la expresion en la superficie de
Salmonella de proteinas o péptidos que se unan especificamente a proteinas
sobreexpresadas en tumores, lo que permitiria aumentar la eficacia y la seguridad
de la terapia bacteriana contra el cAncer basada en Salmonella. Para ello, es posible
emplear proteinas autotransportadoras que han demostrado utilidad en la expresién

y translocacion de péptidos y proteinas en la superficie bacteriana.

1.4.Autotransportadores bacterianos
Los autotransportadores bacterianos o sistemas de secrecion tipo V, son los Unicos
sistemas de secrecion en bacterias Gram-negativas formados por una sola proteina
autosuficiente que se transloca a la superficie bacteriana. Estos estan conformados
por una region péptido sefial, un dominio pasajero, un dominio conector o enlazador,
un dominio de translocacion o dominio B-barril y, en algunos casos, un subdominio

proteasa y/o una region de corte (Leyton et al., 2012) (Figura 9).
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Figura 9. Principales dominios estructurales que conforman a los autotransportadores. Los
autotransportadores estan conformados por una péptido sefial, un dominio pasajero, un dominio
conector y el dominio B-barril. La region péptido sefial escindible permite la translocacién del
autotransportador hacia el periplasma. Usualmente, dentro del dominio pasajero encontramos
subdominios serina proteasa y autochaperonas. En algunos casos, el pasajero es liberado por
escision proteolitica; en estos casos, encontramos una region de corte (*). Modificado de Van Ulsen
et al., 2018.

Ademas, los autotransportadores pueden separarse en 5 grupos, Va - Ve, de
acuerdo a su estructura y mecanismo de secreciéon. Comunmente, este sistema esta
involucrado en la secrecion de factores de virulencia como toxinas y proteinas de
unién a receptores, y la expresion superficial de moléculas de adhesion (Meuskens
et al., 2019).

Los autotransportadores Va son denominados también autotransportadores
clasicos y, en la actualidad, son los mas estudiados funcional y estructuralmente.
Su translocacion a la superficie bacteriana requiere de dos pasos; primero la
proteina recién sintetizada es transportada al periplasma a través del translocén
SecYEG mediante el reconocimiento de la péptido sefal Sec escindible en su
extremo N terminal y, luego, se incorpora a la membrana externa con ayuda del
complejo de maquinaria de ensamblaje del B-barril (BAM), el cual promueve su

insercion a la membrana externa formando una estructura p-barril (Leo et al., 2012).

1.4.1. Aplicaciones de los autotransportadores
Los autotransportadores han sido optimizados como herramientas para la expresion
de proteinas heterologas en la superficie bacteriana, principalmente para el
desarrollo de vacunas y biosensores. Esto se logra reemplazando o agregando al

dominio pasajero extracelular proteinas o péptidos de interés (Figura 10). Las
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moléculas que se expresan en la superficie por medio de estos sistemas tienen libre
acceso para su union con moléculas blanco, pueden conservar su actividad y
aumentar su estabilidad. Esta estrategia se ha utilizado ampliamente con éxito para
la expresién de enzimas, fragmentos de anticuerpos de cadena Unica (ScFv),
péptidos sintéticos, entre otros, en la superficie bacteriana (Van Ulsen et al., 2018).
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Figura 10. Estrategia para la expresién de proteinas heterélogas en la superficie bacteriana
utilizando autotransportadores. Brevemente, los autotransportadores pueden ser modificados
para permitir la translocacion o secrecion de péptidos y proteinas heterélogas. El dominio pasajero
puede ser fusionado o reemplazarse con proteinas heterélogas mediante ingenieria genética, lo que
permite su expresion en la superficie bacteriana. Asimismo, la adicién de una secuencia de
reconocimiento de proteasas permite la secrecién al medio de proteinas heterélogas. Modificado de
Van Ulsen et al., 2018.

1.4.2. El papel de los autotransportadores en la terapia bacteriana contra el
cancer

En el contexto de la terapia bacteriana contra el cancer basada en Salmonella, los

autotransportadores han sido empleados para la expresion superficial de antigenos

con el fin de desarrollar vacunas antitumorales y para la secrecion de péptidos

promotores de la apoptosis. Recientemente, Mei y colaboradores emplearon el

autotranspotador AIDA-1 para la expresion del antigeno del melanoma, Melan-A, en

la superficie de la cepa atenuada SL7207 de Salmonella enterica. La inoculacién de
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la vacuna activo la respuesta de linfocitos T CD4+ y T CD8+ especificas del tumor.
Asimismo, facilito la infiltracién tumoral de las células T, promovié la produccién de
citocinas del perfil Th1y previno la metastasis pulmonar en un modelo de melanoma
murino (Mei et al., 2017). Por otro lado, Mateos-Chévez y colaboradores emplearon
el autotransportador MisL para la secrecion del péptido permeable Bax BH3 en la
cepa SL3261 de Salmonella enterica Typhimurium, observando una reaccion
antitumoral potente promovida por un incremento de la via intrinseca de la apoptosis
en un modelo in vivo de linfoma no Hodgkin (Mateos-Chavez et al., 2019). De tal
manera, es factible emplear el sistema de autransportadores para expresar
moléculas heterdlogas como ligandos que reconozcan moléculas blanco
sobreexpresadas en la superficie de células tumorales, como es el caso de un scFv

dirigido al receptor de transferrina 1 (TfR1).

1.5.Receptor de transferrina 1 (TfR1 o CD71)

El TfR1 es una glicoproteina transmembrana homodimérica conformada por un
dominio citoplasmético, una region transmembrana y un dominio extracelular
complejo. El dominio extracelular esta compuesto por un dominio helicoidal, un
dominio tipo proteasa y un dominio apical (Luria-Pérez et al., 2016) (Figura 11a). El
TfR1 tiene como funcion la captaciéon celular de hierro por medio de su unién a la
holotransferrina (transferrina cargada con hierro) en su porcién basal (Montemiglio
et al., 2019) (Figura 11b).

La unién de la holotransferrina al TfR1 facilita la endocitosis de este complejo;
posteriormente, la acidificacion endosomal (pH: 5.5) induce un cambio
conformacional en la holotransferrina que permite la liberacion del hierro, seguida
de su bombeo desde el endosoma hacia el citosol por medio del transportador de
metales divalente 1 (DMT1). Seguido de esto, la transferrina se libera y el TfR1

regresa a la superficie de la célula (Guo et al., 2021; Luria-Pérez et al., 2016).

Por lo general, el TfR1 se expresa a niveles bajos en la mayoria de las células
sanas, con la excepcion de células con una alta tasa proliferativa (epidermis basal,

epitelio intestinal y linfocitos activados) y con una alta necesidad de hierro
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(trofoblastos de la placenta, endotelio vascular y progenitores eritroides) (Candelaria
et al., 2021).

a) b)

Helicoidal
(606-760)

Apical
(184-383)

Complejo TfR1 - Tf

Figura 11. Estructura del receptor de TfR1 humano y su unién a la holotransferrina. a) El TfR1
esta conformado por los dominios intracelular, transmembrana y extracelular. Este Ultimo se divide
en los subdominios tipo proteasa, apical y helicoidal. Este homodimero se encuentra estabilizado
mediante uniones covalentes tipo puentes de disulfuro. Modificado de Testi et al., 2019. b) La
holotransferrina se une a la porcién basal del TfR1; la cual esta conformada por los subdominios tipo
proteasa y helicoidal. Modificado de Montemiglio et al., 2019.

1.5.1. El papel del TfR1 en el cancer
La sobreexpresion del TfR1 en neoplasias malignas se reporté por primera vez a
principios de la década de 1980 en pacientes con cancer de mama y, desde
entonces, se ha observado en varios tipos de cancer, incluyendo gliomas, leucemia,
linfomas y cancer de ovario (Guo et al., 2021). En la actualidad, se considera al TfR1
como un marcador universal del cancer correlacionado con un estadio avanzado y

con un peor pronéstico (Essaghir & Demoulin, 2012).

Las células cancerosas presentan una demanda intrinsecamente alta de hierro
debido a que este participa en procesos clave como la generaciéon de energia, la
progresion del ciclo celular y, la sintesis y reparacion del DNA. El TfR1 representa
la principal via de captacion celular de hierro; por ende, el aumento de su expresion

proporciona un medio para suplir esta demanda (Guo et al., 2021). En comparacién
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a las células sanas, las células cancerosas presentan una fuerte dependencia al
hierro, fendmeno conocido como “adiccion al hierro”, siendo muy sensibles a su

deprivacion (Basuli et al., 2017).

Se ha descrito que la sobreexpresion de TfR1 es particularmente alta y esencial
para la supervivencia de neoplasias hematoldgicas, debido al importante papel que

tiene el hierro en el desarrollo de las células del sistema inmune (Guo et al., 2021).

La sobreexpresion del TfR1 en el cancer se encuentra favorecida por el factor de
transcripcion oncogénico c-MYC, la tirosina SRC celular (c-SRC) y el factor 1
inducible por hipoxia (HIF-1) (Jeong et al., 2015). Una elevada expresion de TfR1
esta correlacionada con el desarrollo de la resistencia a farmacos por medio de la
activacion de la via de sefalizacion de quinasas reguladas por sefales
extracelulares (ERK) y con el mantenimiento de las células troncales cancerosas.
Ademas, se ha reportado que el hierro protege a las células tumorales de las células
NK e inhibe la apoptosis promovida por el TNF-a (Campisi et al., 2020).

1.5.2. EI' TfR1: un blanco terapéutico ideal en el tratamiento del cancer
Su elevada expresién en células cancerosas, accesibilidad en la superficie celular,
habilidad para internalizarse y su papel central en la progresién tumoral hacen del
TfR1 un blanco terapéutico ideal en el desarrollo de farmacos para el tratamiento

del cancer (Candelaria et al., 2021).

En los ultimos afios, se han empleado diferentes estrategias terapéuticas dirigidas
al TfR1 como el uso de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos. Estos presentan
la capacidad de obstaculizar su unién con la holotransferrina y promover la muerte
de las células tumorales por deprivacion de hierro (Daniels-Wells et al., 2016).
Dependiendo de la localizacion del epitopo blanco, los anticuerpos anti-TfR1

pueden clasificarse en:
Neutralizantes: Al unirse al TfR1, impiden la union de la holotransferrina.

No neutralizantes: No interfieren con la unién a la holotransferrina, pero

promueven la internalizacion del TfR1 y su degradacion.
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Ademas, los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos contra TfR1 se han empleado
con el fin de administrar y focalizar farmacos como quimioterapias, toxinas,
radioisotopos, nanoparticulas, oligonucleotidos y vectores para terapia génica,

hacia el tejido tumoral (Luria-Pérez et al., 2016) (Figura 12).
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Figura 12. Estrategias empleadas para focalizar farmacos a células tumorales empleando
anticuerpos y scFv anti-TfR1. En los dltimos afios, se ha reportado el uso de anticuerpos y scFv
dirigidos al TfR1 con la finalidad de focalizar farmacos como péptidos citotdxicos, vectores para
terapia génica, nanoparticulas, radioisétopos y moléculas pequefias. EI TfR1 es un blanco
terapéutico ideal, ya que, se encuentra accesible en la superficie celular, presenta la capacidad de
internalizarse y se sobreexpresa en las células tumorales. TfR1: receptor de transferrina 1, scFv:
fragmento variable de cadena Unica. Modificado de Rosendo-Luria et al., 2016

Si bien en la actualidad adn no se ha obtenido la aprobacion de la FDA para algun
agente terapéutico dirigido a TfR1 en el tratamiento del cancer, el farmaco SGT-53,
basado en un complejo scFv/liposoma cargado con un plasmido que codifica p53,
se encuentra en ensayos clinicos fase | y Il en pacientes con glioblastoma, cancer

de pancreas metastasico, entre otros (Pirollo et al., 2016). Asimismo, los resultados
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mas recientes de un ensayo clinico fase Il, en el que se evalla a este agente
antitumoral, muestran un beneficio clinico significativo, particularmente en pacientes
con adenocarcinoma ductal pancreatico metastasico que no responden a la

quimioterapia (Leung et al., 2021).

En este contexto, en el presente trabajo se reporta la construccion de un sistema
basado en la expresion de un scFv dirigido contra el TfR1 que, al ser expresado en
la superficie de un vector bacteriano atenuado antitumoral, favorecera su adhesion

a las células tumorales humanas de LNH.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los LNH representan uno de los tipos de cancer mas comunes, principalmente en
la poblacién pediatrica, siendo una de las principales causas de muerte en nifios.
La terapia bacteriana contra el cancer es una alternativa terapéutica prometedora
que brinda una forma novedosa de eliminar el cancer, demostrando una alta
eficiencia oncolitica en modelos murinos. Sin embargo, se ha reportado en ensayos
clinicos que este tratamiento cuenta con limitaciones, como inconsistencias en la
colonizacion y establecimiento en tejido tumoral, probablemente como
consecuencia de las extensas barreras fisicas de los tumores humanos y a la débil
adhesion natural de las bacterias a células tumorales. Considerando que los efectos
antitumorales de este tratamiento dependen del establecimiento bacteriano en el
MAT, en el presente trabajo se reporta el disefio, construccion y evaluacién de un
sistema basado en la expresion de un scFv anti-TfR1 en la superficie bacteriana

gue mejora la adhesion a células tumorales humanas de LNH.
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3. JUSTIFICACION

Los tratamientos convencionales del LNH han mejorado la sobrevida de los
pacientes, alcanzando una tasa de respuesta de entre el 70 y el 80%. Sin embargo,
aproximadamente el 30% de los pacientes no responden de manera adecuada al
tratamiento o desarrollan resistencia. En estos casos, las opciones terapéuticas se
reducen drasticamente, brindando una eficiencia limitada o, en algunos casos,
ofreciendo solo efectos paliativos. Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar
nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de LNH. Si bien la terapia
bacteriana contra el cancer es una alternativa atractiva, ain presenta limitaciones,
tales como un establecimiento bacteriano inconsistente en tejido tumoral observado
en ensayos clinicos. El objetivo de este trabajo estd dirigido al desarrollo y
evaluacion de un sistema que favorece la adhesion bacteriana a células tumorales
humanas de LNH a través de la expresion y translocacion de un scFv anti-TfR1 a la
superficie bacteriana mediante el autotransportador ShdA. Esto permitirh aumentar
la eficiencia de la terapia bacteriana contra el cancer al aprovechar la alta
especificidad y afinidad del scFv anti-TfR1 por el TfR1, que esta sobreexpresado en
el LNH, convirtiendo esta estrategia en una opcion mas atractiva para el tratamiento
del LNH.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1.Hipotesis
* La expresion de un scFv anti-TfR1 en la superficie de Escherichia coli

favorece su adhesion a células tumorales humanas de LNH (Ramos).

4.2.0bjetivo general
+ Desarrollar, caracterizar y evaluar in vitro en Escherichia coli un sistema
recombinante basado en la expresion superficial de un scFv-antiTfR1 que

favorece la adhesion bacteriana a células tumorales de LNH (Ramos).

4.3.0bjetivos especificos

» Realizar un andlisis bioinformatico estructural que abarque el modelado,
optimizacién y el analisis de acoplamiento molecular del scFv anti-TfR1 y la
proteina recombinante scFv/FLAG/ShdA100.

» Disefiar y construir los plasmidos que permitan la expresion del scFv anti-
TfR1 en la superficie bacteriana.

« Evaluar la expresién y translocacion del scFv anti-TfR1 a la superficie
bacteriana.

» Evaluar la adhesién de Escherichia coli recombinante que expresa en su

superficie un scFv anti-TfR1 en un modelo in vitro de LNH humano.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1.Métodos bioinforméticos

5.1.1. Modelaje molecular
El modelaje de las estructuras tridimensionales de las proteinas recombinantes
propuestas en el presente trabajo se realizd empleando el servidor de inteligencia
artificial AlphaFold v1.5.2 Colab (DeepMind) y las secuencias aminoacidicas de las
proteinas recombinantes (Jumper et al., 2020) (Tabla 1). Las estructuras obtenidas

fueron visualizadas utilizando el programa PyMOL (Delano & Bromberg, 2004).

Tabla 1. Secuencias aminoacidicas de los componentes de las proteinas quiméricas recombinantes
ScFV/IFLAG/ShdA30 y scFv/FLAG/ShdA100.

Secuencias

DYKDDDDK
EVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFTGYTMNWVKQSHGENLEWIG
RINPHNGGTDYNQKFKDKAPLTVDKSSNTAYMELLSLTSGDSAVYYCAR
GYYYYSLDYWGQGTSVTVSGSGSGGSGSGGSGSQIVLTQSPAIMSVSPG
EKVTMTCSASSSIRYIHWYQQRPGTSPKRWIYDTSNLASGVPARFSGSG
SGTSYSLTISSMEAEDAATYYCHQRNSYPWTFGGGTRLEIR
POYRADIGAYMGNQWMARNLQOMQOTLYDREGSQYRNADGSVWARFKAGKA
ESEAVSGNIDMDSNYSQFQLGGDILAWGNGQQSVTVGVMASYINADTDS
TGNRGADGSQFTSSGNVDGYNLGVYATWFADAQTHSGAYVDSWYQYGEY
NNSVESGDAGSESYDSTANAVSLETGYRYDIALSNGNTVSLTPQAQVVW
ONYSADSVKDNYGTRIDGQDGDSWTTRLGLRVDGKLYKGSRTVIQPFAE
ANWLHTSDDVSVSFDDATVKQDLPANRAELKVGLQADIDKQWSVRAQVA
GQTGSNDFGDLNGSLNLRYNW

Nombre
FLAG

ScFv dirigido al TfR1 (VH-
(Linker GS)- VL).

ShdA-A (Autotransportador
ShdA con 38 aminoacidos
en su dominio alfa),

ShdA100
(Autotransportador ShdA
con 112 aminoacidos en su
dominio alfa),

RLYWNESDNDWYLASKAQSDDDDSGGDDTPSDGGDDGGNVTPPDDGGDG
GNVTPPDDGGDGGDVTPPDHGGDVAPQYRADIGAYMGNQWMARNLOMQT
LYDREGSQYRNADGSVWARFKAGKAESEAVSGNIDMDSNYSQFQLGGDI
LAWGNGQQOSVTVGVMASYINADTDSTGNRGADGSQFTSSGNVDGYNLGV

YATWFADAQTHSGAYVDSWYQYGEFYNNSVESGDAGSESYDSTANAVSLE
TGYRYDIALSNGNTVSLTPQAQVVWQONYSADSVKDNYGTRIDGQDGDSW
TTRLGLRVDGKLYKGSRTVIQPFAEANWLHTSDDVSVSEFDDATVKQDLP
ANRAELKVGLQADIDKQWSVRAQVAGQTGSNDFGDLNGSLNLRYNW

5.1.2. Optimizacion geométrica y evaluacion de la calidad estereoquimica
La optimizacion de la geometria molecular se realizé en el programa GROMACS
empleando el campo de fuerza CHARMM27, un maximo de 50,000 pasos, tamafio
de pasos de minimizacion (emstep) de 0.01 y la detencién de la minimizacion a los
1000 KJ/mol/nm (Van Del Spoel et al., 2005; Rabet & Raabe, 2022). Los resultados

de la minimizacién fueron sometidos a una evaluacién de calidad estereoquimica
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mediante el uso de los servidores PDBsum y PROCHECK (McGuffin et al., 2021;
Laskowski et al., 2018).

5.1.3. Acoplamiento molecular

Los ensayos de acoplamiento molecular y la determinacion de los residuos
importantes involucrados en la interaccion anticuerpo-antigeno se realizaron
utilizando el servidor ClusPro 2.0. Se emple6 el modo anticuerpo provisto por el
servidor y las regiones no determinantes de la complementariedad (CDR) no se
enmascararon automaticamente. Se seleccion6 el modelo con el nivel de energia
mas bajo como el mejor modelo. Posteriormente, la identificacion de los residuos
gue participan en la interaccion se realiz6 en el servidor PDBsum y en el programa
PyMOL (Delano & Bromberg, 2004).

5.2.Construccion de las bacterias recombinantes
5.2.1. Cepas bacterianas y oligonucleoétidos
Se utilizaron las cepas bacterianas de E. coli DH5-a (Sup E44 Alac169 ¢lacZAM15
hsdR17 recAl gyrA96 thi-1 relAl, Invitrogen) y BL21-DE3 (FompT hsdSB (rBmB)
gal dcm DES3, Invitrogen) para la construccion de los plasmidos y la evaluacion de
la expresién y translocacion, respectivamente. Se emplearon diferentes
oligonucledtidos que permitieron la amplificacion de ShdA y el scFv anti-TfR1, asi
como el acoplamiento de secuencias de corte de enzimas de restriccion a sus

extremos (Tabla 2).

Tabla 2. Oligonucleétidos empleados para la amplificacién por PCR de los insertos de clonacién.

Nombre Secuencia Descripcién

ShdA100 5 cctttggt CGTCTGTACTGGAA Sentido. Sitio de restriccion
TGAAAGTGAC 3° (subrayado)

AntShdA  57gcgtcattGGATCCTTACCAGTTATAGC Antisentido. Sitios de restriccion BamHI
GCAGATTGAG 3° (subrayados).

scFvP-F 5°agctagTCTAGAGAGGTTCAGTTGCAAC Sentido. Sitio de restriccion Xbal
AATCAGGC 3° (subrayado)

scFvP-R 5’ cgcecgeGGATCCTTAACGGATTTCCAGG  Antisentido. Sitio de restriccion BamHI
CGAGTGCC 3~ (subrayado).

scFvS-F 5" ccccccAAGCTTGAGGTTCAGTTGCAAC Sentido. Sitio de restriccion  Hindlll
AATCAGGC 3° (subrayado)

scFvS-R 5’ ccgeccgCTCGAGACGGATTTCCAGGCGA  Antisentido. Sitios de restriccion Xhol

GTGC 3°

(Subrayados).
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5.2.2. Caracteristicas de los plasmidos empleados
En total, se construyeron 4 plasmidos a partir del vector parental pnirBShdA30,
estos fueron pnirBShdA100, pnirBscFvShdA30, pnirBscFvShdA100 y pnirBscFv,
que codifican las proteinas FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100, scFv/FLAG/ShdA30,
scFV/FLAG/ShdA100 y FLAG/scFv, respectivamente (Figura 13).

La secuencia que codifica al autotransportador ShdA100 se obtuvo por
amplificacion por PCR, empleando como molde el DNA gendémico de Salmonella
enterica Typhimurium SL3261. La secuencia que codifica al scFv anti-TfR1 se
obtuvo de manera similar, utilizando el plasmido pMAL-c5X-scFv como molde. Este
plasmido codifica al scFv anti-TfR1 fusionado a la proteina de unién a manosa

(MBP), construido y evaluado previamente (Aguilar-Gonzélez, 2018).

Flag ScFv PLASMIDO  TAMARO (pb) : PROTEINA  PESO MOLECULAR (kDa)

pnirBscFvShdA30 4143 E ScFv/FLAG/ShdA30 64.3
ShdA ) '
ADominio-a pnirBShdA30 3450 | FLAG/ShdA30 39.1
(38a.a.)

]
............................................................ fremmemmmsmssemsmssemsEEmesseEsEE .-

/D_/_%) pnirBscFvShdA100 4365 E ScFv/FLAG/ShdA100 71.6

G pnirBShdA100 3672 E FLAG/ShdA100 46.4

ShdA
ADominio-a
(112 a.a)

Figura 13. Proteinas recombinantes expresadas por los plasmidos propuestos. Las proteinas
recombinantes ShdA30, ShdA100, scFv-ShdA30, scFv-ShdA100 se expresan y se translocan a la
superficie bacteriana mediante el autotransportador ShdA. Mientras que la proteina recombinante
scFv se expresa a nivel del periplasma bacteriano. El dominio B de ShdA esta constituido por 277
aminoacidos, y el dominio a mutado contiene 38 (ShdA30) o 112 aminoacidos (ShdA100). Imagen
realizada en BioRender.
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Pldsmido pnirBShdA30: Plasmido parental empleado para la construccién
de los demas plasmidos. Presenta una region de resistencia a la ampicilina,
el origen de replicacion ColEl, el promotor de la nitrato reductasa (nirB) y
codifica para la proteina ShdA30 (autotransportador ShdA30 con 38
aminoacidos de dominio pasajero) fusionada a la bandera molecular FLAG y
a la sefal de la toxina termolabil de E. coli (LTB) en su extremo N-terminal
(Peso molecular: 39.1 kDa). Ademas, presenta un sitio de clonacion multiple
gue presenta las secuencias de corte de las enzimas de restriccion Xbal,
Hindlll, Spel, Sall y Xhol (Figura 14). La proteina se transloca hacia la

membrana externa.

Pldsmidos pnirBShdA100: Plasmido construido a partir de pnirBShdA30,
con la diferencia que codifica para la proteina ShdA100 (autotransportador
ShdA con 112 aminoacidos de dominio pasajero) fusionada a la bandera
molecular FLAG y LTB en su extremo N-terminal (Peso molecular: 46.4 kDa).

La proteina se transloca hacia la membrana externa.

Plasmido pnirBscFv: Plasmido construido a partir de pnirBShdA30. Este
codifica para la proteina scFv anti-TfR1 fusionada a la bandera molecular
FLAG y LTB en su extremo N-terminal (Peso molecular: 30.3 kDa). La
proteina se expresa y se transloca hacia el periplasma.

Plasmido pnirBscFvShdA30: Plasmido construido a partir de pnirBShdA30.
Este codifica para la proteina ShdA30 fusionada a la bandera molecular
FLAG, el scFv anti-TfR1 y LTB en su extremo N-terminal (Peso molecular:

64.3 kDa). La proteina se transloca hacia la membrana externa.

Plasmido pnirBscFvShdA100: Plasmido construido a partir de
pnirBShdA100. Este codifica para la proteina ShdA100 fusionada a la
bandera molecular FLAG, el scFv anti-TfR1 y LTB en su extremo N-terminal
(Peso molecular: 71.6 kDa). La proteina se transloca hacia la membrana

externa.
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pnirBShdA30
3450 pb
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Figura 14. Estructura del plasmido pnirBShdA30. Este plasmido cuenta con una region de
resistencia a la ampicilina, el origen de replicacién Col El y una region codificante bajo el control del
promotor nirB (negro). Este promotor promueve la expresién de la region codificante en condiciones
microaerofilicas. La regién codificante presenta el péptido LTB (que permite la translocacion de las
proteinas al periplasma), una region de clonacion mdltiple (verde), el péptido FLAG (rojo) y el
autotransportador ShdA30 (38 aminoacidos de dominio pasajero, azul). Imagen realizada en
BioRender.

5.2.3. PCR para la amplificacién del autotransportador ShdA100 y del scFv anti-
TfR1 con sitios de corte flanqueantes

Para la amplificacion del autotransportador ShdA100 se empleé DNA gendémico de
Salmonella enterica Typhimurium SL3261 como molde. Se considerd un volumen
final de 20 pL con 1 pg de DNA molde, 200 uM de los dNTPs (New England Biolabs),
1 pM del primer sentido ShdA100, 1 pM del primer antisentido AntShdA, 1.5mM de
MgSOa (Invitrogen), 1 U de Pfx DNA polimerasa (Invitrogen) y 1X de amortiguador
Pfx DNA polimerasa (Invitrogen). Las condiciones de amplificacion fueron 1 ciclo de
desnaturacién (94°C, 3.5 minutos); 30 ciclos de desnaturacion (94°C, 15 segundos),
alineamiento (64°C, 30 segundos) y extension (72°C, 1 minuto); extension final
(72°C, 10 minutos); y enfriamiento (4°C).

Asimismo, para la amplificacion del scFv anti-TfR1 se empleé al plasmido pMALc5x-
scFv como molde (Aguilar-Gonzéalez, 2018). Se considero un volumen final de 20
pL con 1 pg de DNA molde, 200 uM de los dNTPs (New England Biolabs), 1 pM del

primer sentido scFvP-F o scFvS-F, 1 pM del primer antisentido scFvP-R o0 scFvS-R,
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1.5 mM de MgSOas (Invitrogen), 1 U de Pfx DNA polimerasa (Invitrogen) y 1X de
amortiguador Pfx DNA polimerasa (Invitrogen). Las condiciones de amplificacion
fueron 1 ciclo de desnaturacion (94°C, 3.5 minutos); 30 ciclos de desnaturacion
(94°C, 15 segundos), alineamiento (64°C, 30 segundos) y extension (72°C, 1
minuto); extension final (72°C, 10 minutos); y enfriamiento (4°C).

5.2.4. Estrategia general para la construccion de los plasmidos
Para construir los diferentes pldsmidos propuestos codificantes para las proteinas
recombinantes de interés se empled la tecnologia del DNA recombinante partiendo
del plasmido pnirBShdA30 (Figura 15).

Para la construccion de los plasmidos controles pnirBShdA100 y pnirBscFv se
realizaron dos cortes consecutivos con las enzimas de restriccion Nhel-HF y BamHI-
HF (New England Biolabs) del plasmido pnirBShdA30 durante toda la noche a 37°C,
esto permitié separar y purificar al vector pnirB de la regién que codifica para el
autotransportador ShdA30 empleando el kit QIAquick Gel Extraction (QUIAGEN).
Luego, los productos de PCR ShdA100 y scFv, flanqueados por los sitios de
restriccion Nhel/BamHI y Xbal/BamHI, fueron sometidos a tres digestiones con las
enzimas de restriccion correspondientes durante toda la noche a 37°C para exponer
sus extremos cohesivos. Estos fragmentos fueron purificados empleando el kit
QIAquick PCR Purification (QUIAGEN). Finalmente, se realizo la ligacion entre el
vector pnirB y el inserto ShdA100 o scFv, empleando DNA ligasa T4 (New England
Biolabs) durante toda la noche a 4°C. La cepa competente DH5-a de E. coli fue
transformada por choque térmico con los producto de ligacién, y las clonas
obtenidas fueron evaluadas por analisis de restriccibn para confirmar la

construccion de los plasmidos pnirBShdA100 y pnirBscFv (Figura 15a).

Posteriormente, se construyeron los plasmidos pnirBscFvShdA30 vy
pnirBscFvShdA100, que permiten la produccion de las proteinas recombinantes
scFV/FLAG/ShdA30 y scFV/FLAG/ShdA100, respectivamente, que translocan el
scFv anti-TfR1 a la superficie bacteriana. Para esto, se utilizaron los plasmidos
pnirBShdA30 y pnirBShdA100 como vectores parentales. Ambos plasmidos fueron

sometidos a tres cortes consecutivos con las enzimas de restriccion Hindlll y Xhol
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(New England Biolabs) durante toda la noche a 37°C para linealizar los plasmidos y
exponer los extremos cohesivos de los sitios de corte Hindlll y Xhol en sitio de
clonacion multiple. Luego los fragmentos fueron purificarlos empleando el kit
QIAquick Gel Extraction (QUIAGEN). EIl producto de PCR de scFv anti-TfR1,
flanqueado por los sitios de restriccion Hindlll/Xhol, fue sometido a tres digestiones
con las enzimas de restriccion correspondiente durante toda la noche a 37°C para
dejar sus extremos cohesivos expuestos. Estos fragmentos fueron purificados
empleando el kit QIAquick PCR Purification (QUIAGEN). La ligacion se realiz6 con
DNA ligasa T4 durante toda la noche a 4°C, y los productos fueron empleados para
transformar a E. coli DH5-a competente (cloruro de rubidio, RbCl) por choque
térmico. Las colonias obtenidas fueron evaluadas por analisis de restriccion para
confirmar la construccién de los plasmidos pnirBscFvShdA30 y pnirBscFvShdA100
(Figura 15b).

5.2.5. Transformacion de Escherichia coli

La transformacion de E. coli DH5-a y BL21-DE3 se realizdé por choque térmico.
Brevemente, se agregdé el producto de ligacion o 100 ng de DNA plasmidico a E.
coli DH5-a o BL21-DE3 competentes y se incubaron en hielo durante 30 minutos.
Pasado este tiempo, se realizé el choque térmico en bafio maria a 42°C por 90
segundos, seguido inmediatamente de una incubacion por 3 minutos en hielo.
Posteriormente, se adicion6 200 uL de medio super 6éptimo con represor catabolico
(SOC) (Invitrogen) y se incubd 1 hora a 37°C en agitacion constante a 200 rpm.
Finalmente, las bacterias transformadas se sembraron en placas Petri con agar
infusion de cerebro-corazon (BHI) y ampicilina (100 pg/mL) y se incubaron por 12
horas a 37°C.
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Figura 15. Estrategia general de construcciéon de los plasmidos. a) Brevemente, la construccion
de los plasmidos pnirBShdA100 y pnirBscFv se realiz6 empleando el vector pnirB y los insertos
ShdA100 y scFv, respectivamente, los cuales reemplazaron la regidon ocupada por ShdA30 en el
plasmido pnirBShdA30. b) Mientras que para la construccion de los plasmidos pnirBscFvShdA30 y
pnirBscFvShdA100 se realizé la insercion de la region que codifica para el scFv en la region de
clonacién multiple, empleando como vectores parentales a los plasmidos pnirBShd30 vy
pnirBShdA100, respectivamente. Imagen realizada en BioRender.
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5.2.6. Secuenciacién de los plasmidos
La secuenciacion de los plasmidos construidos se realizé empleando el Kit BigDye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems). Brevemente, considerando un volumen de
reaccion final de 20 puL se agregaron: 8 pL de BigDye Terminator, 4 uL del
amortiguador BigDye, 120 ng de plasmido molde y 2.5 pM de primer sentido o
antisentido. Las condiciones de la reaccion de secuenciacion fueron: 1 ciclo de
desnaturacion (95°C, 3 minutos); 60 ciclos de desnaturacion (95°C, 30 segundos),
alineamiento (59.2°C, 10 segundos) y extensién (60°C, 4 minutos); y enfriamiento
(4°C). El producto de la reaccion se purific6 empleando columnas Centri-Sep
(Invitrogen), se seco al vacio y se resuspendio en 20 pL de formamida. Finalmente,
la lectura se realizd6 en el secuenciador 2500 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems).

5.2.7. Condiciones de cultivo e induccion
La incubacion de E. coli DH5-a y BL21-DE3 transformadas se realizo en placas Petri
con agar BHI y ampicilina (100 pg/mL) a 37°C por 12 horas. Luego, se tomd una
asada y se depositd en 5 mL de caldo BHI con ampicilina (100 pg/mL) en tubos
estériles de 15 mL y se incub6 a 37°C por 10 horas en agitacion a 200 rpm.
Posteriormente, se tomaron 50 pL y se depositaron en tubos de 15 mL con 5 mL de

caldo BHI con ampicilina (100 pg/mL) y se incubaron bajo las mismas condiciones.

Las condiciones de induccién de la expresion de las proteinas recombinantes se
realizaron en condiciones microaerofilicas. Para ello, se depositaron 50 uL del
segundo cultivo en caldo BHI con ampicilina (100 pg/mL) en tubos de 15 mL
estériles rebosados de caldo tioglicolato con ampicilina (100 pg/mL) y se cerraron
herméticamente. La incubacién se realizé a 37°C por 6, 8, 10 y 12 horas en

condiciones de agitacion a 200 rpm.

5.2.8. Cinética de crecimiento
Las curvas de crecimiento de E. coli DH5-a y BL21-DE3 recombinantes se
realizaron en caldo BHI con ampicilina (100 pg/mL) durante 16 horas, tomando
muestras cada 2 horas. El calculo de la concentracion bacteriana se realizé por

espectrofotometria a una longitud de onda de 540 nm.
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5.3.Evaluacién de la expresion y translocacion de las proteinas

recombinantes a la superficie bacteriana

5.3.1. Extraccion de proteinas totales
Se emplearon aproximadamente 3 x 10° bacterias E. coli BL21-DE3 recombinantes
previamente inducidas. Estas se centrifugaron a 5000 rpm por 4 minutos a 4°C, se
descarto el sobrenadante y el pellet bacteriano se resuspendié en 1 mL de buffer
salino fosfato a pH de 7.4 1X (PBS 1X). Luego, se centrifugé a 5000 rpm por 4
minutos a 4°C, se descart6 el sobrenadante y el pellet bacteriano se resuspendio
en 300 pL de urea 8M. Finalmente, se lisaron las bacterias por sonicacion, se

centrifugaron a 13,500 rpm por 4 minutos y se recupero el sobrenadante.

5.3.2. Ensayo de dot blot
Se depositaron 10 pL de cada muestra de proteinas totales provenientes de E. coli
BL21-DE3 recombinante en una membrana de nitrocelulosa y se dej6é secar durante
1 hora. Luego se realizé el bloqueo con solucion de leche descremada al 5% en
PBS 1X durante 1 hora a 25°C y se lavo una vez con PBS 1X con Tween al 0.05%
(PBST) y 3 veces con PBS 1X, 5 minutos por lavado. La membrana se incubd
durante 4 horas a 25°C con el anticuerpo monoclonal de raton anti-FLAG (1 mg/ml,
Sigma-Aldrich) diluido 1:1000 en PBS 1X con albumina de suero bovino al 1% (PBA)
y se lavé una vez con PBST al 0.05% y 3 veces con PBS 1X, 5 minutos por lavado.
Luego la membrana se incub6 durante 1 hora a 25°C con el anticuerpo policlonal
de cabra anti-IgG de ratbn HRP (1mg/ml, Abcam) diluido 1:1000 en PBA y se lavo
1 vez con PBST al 0.05% y 3 veces con PBS 1X, 5 minutos por lavado. Finalmente,
las membranas se revelaron con luminol (Santa Cruz Biotechnology) y las imagenes

fueron tomadas en el equipo ChemiDoc (Bio-Rad).

5.3.3. Citometria de flujo e inmunofluorescencia
Luego de ser inducidas, se tomaron a 2 x 108 bacterias E. coli recombinantes y se
centrifugaron por 4 minutos a 13,500 rpm y 4°C. Posteriormente se lavaron con 1
mL de PBS 1X y nuevamente se centrifugaron durante 4 minutos a 13,500 rpm y
4°C. Se elimino el sobrenadante y los pellets bacterianos se resuspendieron con 20
pL de anticuerpo anti-FLAG FITC inducido en raton (Sigma-Aldrich) diluido 1:100 y
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se incubaron durante 3 horas a 4°C en oscuridad. Luego, se lavaron con 1 mL de
PBS 1X y se centrifugaron durante 4 minutos a 13,500 rpm y 4°C; se descarto el
sobrenadante y los pellets bacterianos fueron resuspendidos en 150 pL de Sheath
Fluid (Beckman Coulter) y 50 pL de solucion FixFACS (p-formaldehido al 4% en
PBS 1X) para analizarse por citometria de flujo empleando el equipo CytoFLEX
(Beckman Coulter), o en 10 pL de PBS 1X para su analisis por microscopia de

fluorescencia en el equipo 1X-73 (Olympus).

5.3.4. Cinética de expresion
Para determinar el tiempo Optimo de induccion para una mayor expresion de las
proteinas recombinantes en E. coli BL21-DE3, se realizé una cinética de expresion
con tiempos de induccion de 6, 8, 10 y 12 horas en caldo tioglicolato con ampicilina
(100 pg/mL). El nivel de expresion se evaluod por citometria de flujo empleando el
anticuerpo anti-FLAG FITC diluido 1:100 en PBS 1X.

5.4.Evaluacion de la adhesiéon en células humanas de LNH

5.4.1. Evaluacion del nivel de expresion de TfR1 en la linea celular Ramos por
citometria de flujo

Brevemente, 300,000 células Ramos (LNH humano) fueron tratadas con el
anticuerpo monoclonal de ratén anti-TfR1 OKT9 (1:200 en PBA) durante 2 horas a
4°C. Al finalizar la incubacion, se realizaron 2 lavados con PBS 1X. Luego, se incubd
las células con el anticuerpo policlonal de cabra anti-IgG de raton FITC (1:200 en
PBA) durante 2 horas a 4°C en oscuridad. Se realizaron 2 lavados con PBS 1Xy
las células se resuspendieron en 150 pyL de Sheath Fluid (Beckman Coulter) y 50
puL de solucién FixFACS (p-formaldehido al 4% en PBS 1X) para analizarse en el

equipo CytoFLEX (Beckman Coulter).

5.4.2. Evaluacion de la unién del scFv anti-TfR1 a la linea celular Ramos por
citometria de flujo
De manera similar, se trataron 300,000 células Ramos con 25 ug de extractos
bacterianos obtenidas por sonicacion de E. coli BL21-DE3 recombinante que
expresan la proteina quimérica MBP/scFv anti-TfR1, previamente inducida con

isopropil-B-D-1-tiogalactopiran6sido (IPTG) durante 2 horas. Posterior a la
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incubacion con los extractos, se realizaron 2 lavados con PBS 1X y, en seguida, se
agrego el anticuerpo monoclonal de ratén anti-MBP (Abcam) diluido 1:200 en PBA
durante 2 horas a 4°C, seguido de 2 lavados con PBS 1X. Finalmente, las células
se incubaron con el anticuerpo policlonal de cabra anti-IgG de raton FITC (1:200 en
PBA) durante 2 horas a 4°C y, posterior a los 2 lavados con PBS 1X, las células se
resuspendieron en 150 pL de Sheath Fluid (Beckman Coulter) y 50 uL de solucién
FiXFACS (p-formaldehido al 4% en PBS 1X) y se analizaron en el equipo CytoFLEX
(Beckman Coulter).

5.4.3. Ensayos de adhesidon bacteriana a proteinas inmovilizadas de células
Ramos

Se lisaron 3 x 10° de células Ramos (LNH humano) por sonicacién en PBS 1X;

luego, el extracto obtenido se centrifugd a 13,500 rpm por 4 minutos y se recuperé

el sobrenadante. La concentracion de proteina en el sobrenadante fue evaluada por

medio del kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific) en placas de 96 pozos

y leida a 562 nm en el lector de placas EPOCH (BioTek).

Se sensibilizaron placas de 96 pozos (Corning) con 5 ug/mL de extractos proteicos
de células Ramos (que expresan el TfR1) durante toda la noche a 4°C; seguido de
esto, se realizaron 4 lavados de 5 minutos con 100 pL de PBS 1X. Se bloqued la
placa con 200 pL por pozo de leche descremada al 3% en PBS 1X y se realizaron
los lavados como se indicé anteriormente. Posteriormente, se agregaron 100 uL de
E. coli BL21-DE3 recombinante (que expresa y transloca el scFv anti-TfR1 y
controles) previamente inducida durante 8 horas y resuspendida en PBS 1X (ODs40
= 3). La incubacion se realizé a temperatura ambiente durante 2 horas, y al finalizar,
se realizaron 5 lavados de 5 minutos con 100 puL de PBS 1X. La cantidad de
bacterias adheridas al fondo de los pozos se observo en el microscopio invertido I1X-
73 (Olympus); la cantidad de bacterias por campo se analiz6 en el programa
ImageJ, para un total de 3 réplicas (Figura 16).
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Figura 16. Ensayo de adhesion bacteriana a proteinas inmovilizadas de células Ramos. Se
lisaron 3 x 106 células Ramos por sonicacion y se cuantifico la cantidad de proteina en los extractos.
Empleando una concentracion de 5 pg/mL, se sensibilizé6 una placa de 96 pozos durante toda la
noche. La placa se lavd con PBS 1x y se blogued con leche descremada al 3%. Luego, se incub6
con las bacterias recombinantes previamente inducidas a temperatura ambiente durante 2 horas.
Finalmente, la placa se lav6 con PBS 1X y se observé por microscopia Optica. Imagen realizada en
BioRender.
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6. RESULTADOS

6.1.La simulacién de acoplamiento molecular entre el scFv anti-TfR1 y el
TfR1 predice una adecuada interaccion

A partir de la secuencia aminoacidica del scFv anti-TfR1, se realiz6 el modelaje y la
optimizaciéon de su estructura tridimensional en el servidor AlphaFold 2 y el
programa GROMACS. La estructura obtenida muestra un correcto plegamiento de
los dominios variables de la cadena pesada (VH) y ligera (VL) unidos por un
conector flexible de GS que permite que ambos interaccionen correctamente (Figura
17a). La calidad estereoquimica evaluada por el analisis de Ramachandran,
muestra que la mayoria de los residuos aminoacidicos presentan una correcta
orientacion encontrandose en regiones muy favorables (Figura 17b). Esta proteina
esta compuesta por 20 estructuras B-plegadas y 4 a-hélices cortas, asi como por

dos puentes disulfuro (Figura 17c).
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Figura 17. Modelaje y andlisis de la estructura tridimensional del scFv anti-TfR1. a) Modelo
tridimensional de la estructura del scFv anti-TfR1. b) Grafico de Ramachandran para la evaluacion
de la calidad estereoquimica del modelo. c) Andlisis de las estructuras secundarias de la proteina
scFv anti-TfR1.
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La estructura del scFv anti-TfR1 modelada fue empleada para realizar el andlisis de

acoplamiento molecular contra la estructura del TfR1 humano extraida de la base

de datos PDB (3KAS). El resultado muestra que la interaccion se da a nivel de las

regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) del scFv y del dominio

apical del TfR1 humano; asimismo, se obtuvo un Weighted Score de -463.8, lo que

indica la robustez de la simulacién (Figura 18a). En esta interaccion participan 23

residuos del dominio apical de TfR1 y 18 residuos de los CDRs del scFv anti-TfR1,

formando 23 puentes de hidrégeno y 2 puentes salinos (Figura 18b).
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Figura 18. Simulacion de acoplamiento molecular entre la estructura del TfR1 humano vy el
scFv anti-TfR1. a) Visualizacién en PyMOL de la interaccion predicha entre el dominio apical del
TfR1 humano y el scFv anti-TfR1. b) Interaccién de los residuos aminoacidicos del TfR1 humano y

el scFv anti-TfR1.

48



6.2.El modelo  tridimensional de la proteina recombinante
scFV/FLAG/ShdA100 predice una conformacion adecuada y la
translocacion del scFv-TfR1 a la superficie bacteriana a través del
autotransportador ShdA
Se empled el mismo protocolo para el modelaje y optimizacion de la estructura de
la proteina recombinante scFv/FLAG/ShdA100. Adicionalmente, se realizd la
prediccidon y simulacion de la insercion de esta proteina a la membrana externa de
E. coli en el servidor CHARMM-GUI utilizando la herramienta membrane builder. La
visualizacion de los resultados se realizo en el programa PyMOL.

La estructura muestra un correcto plegamiento de la proteina recombinante
conformada por el autotransportador ShdA100 (dominio B-barril y el dominio
pasajero de 112 aminoacidos), la bandera molecular FLAG y el scFv anti-TfR1. Se
observa que el dominio pasajero esta conformado por una region intrinsecamente
desordenada, lo que otorga una mayor libertad de movimiento al scFv anti-TfR1
situado en la superficie bacteriana (Figura 19a). El andlisis estereoquimico indica
un resultado moderado, con menos del 3% de aminoacidos en regiones poco
favorables, debido a la presencia de un dominio intrinsecamente desordenado
(Figura 19b).

La prediccion y simulacion de la insercion a la membrana externa de E. coli muestra
un correcto posicionamiento de la proteina recombinante. Como se ha reportado
previamente, el dominio B-barril de este autotransportador se inserta en la
membrana externa, proceso favorecido por la presencia de residuos hidrofébicos
que forman una estructura con un espesor hidrofébico de 25.9+1.2 A que se embebe
en la membrana (Figura 19c). La insercion en la membrana de esta proteina permite
gue el dominio pasajero junto con el scFv anti-TfR1 sean translocados hacia la
superficie de la bacteria. Asimismo, se observa que el largo y flexible dominio
pasajero estaria permitiendo exponer el scFv anti-TfR1 mas alla del LPS,

permitiendo una mejor interaccion con su ligando (Figura 19a).
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Figura 19. Modelaje, analisis y simulacién de la insercion ala membrana externa de E. coli de
la proteina scFv/FLAG/ShdA100. a) Modelo tridimensional de la estructura de la proteina
scFv/FLAG/ShdA100 embebida en una simulacion de la membrana externa de E. coli. Imagen
visualizada en PyMOL. b) Gréafico de Ramachandran para la evaluacién de la calidad estereoquimica
del modelo tridimensional. ¢) Analisis de los residuos aminoacidicos y las estructuras secundarias

embebidas en la membrana externa de E. coli.
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6.3.Construccion del plasmido pnirBShdA100
El plasmido pnirBShdA30 sirvio como punto de partida para la construccion de los
demas plasmidos. Este plasmido codifica la proteina quimérica FLAG/ShdA30 bajo
el promotor nirB, que es sensible a condiciones hipdxicas (Figura 20a). Se realizé
un analisis de restriccion para evaluar los sitios de restriccion de interés. Los cortes
con Hindlll, Xhol, Nhel y BamHI permitieron linealizar el plasmido, mientras que el
corte con Nhel/BamHI permitié la separacion del vector pnirB, con un tamafo de
2502 pares de bases (pb), de la secuencia codificante para el autotransportador
ShdA30 (948 pb) (Figura 20b). La secuenciacion del plasmido confirmé que todos

sus elementos se encuentran en marco de lectura (Figura 20c).
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Figura 20. Caracterizacion del plasmido pnirBShdA30. a) Mapa del plasmido pnirBShdA30 y
representacion de la proteina que codifica. b) Andlisis de restricciébn en un gel de agarosa al 1%,
marcador de tamafio molecular (carril 1, 1 kb Invitrogen), control sin digerir (carril 2) y digestiones del
plasmido con las enzimas Hindlll, Xhol, Nhel, BamHI y Nhel/BamHI (carriles 3, 4, 5, 6 y 7). ¢)
Secuencia de las principales regiones del plasmido pnirBShdA30 (gris: promotor nirB, azul:
autotransportador ShdA30). MTM: marcador de tamafio molecular, pb: pares de bases. Imagen
realizada en BioRender.

La construccion del plasmido pnirBShdA100 se inicid con la obtencion de la
secuencia codificante del autotransportador ShdA100 flanqueada por los sitios de
restriccion Nhel y BamHI mediante su amplificacion por PCR utilizando como molde
el DNA genomico de Salmonella enterica Typhimurium SL3261 y los primers
ShdA100 y antShdA (Figura 21a). Se determind que la Tm Optima de la reaccion
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fue de 59.2 °C mediante una PCR en gradiente (Figura 21b). El producto amplificado
obtenido a la temperatura 6ptima se purificO y se sometié a dos digestiones
consecutivas con las enzimas Nhel/BamHI para exponer los extremos cohesivos de

sus sitios de corte y, finalmente, se purifico.
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Figura 21. Obtencién del fragmento que codifica al autotransportador ShdA100 flanqueado
por los sitios de restriccion Nhel y BamHI. a) Representacion gréfica del fragmento que codifica
a ShdA100 flanqueado por Nhel y BamHI. b) Resultado de la amplificacion del fragmento mediante
PCR en gradiente de Tm en un gel de agarosa al 1%, marcador de tamafio molecular (carril 1, 1 kb
Invitrogen). Control: reaccion de PCR sin molde. MTM: marcador de tamafio molecular, pb: pares de
bases. Imagen realizada en BioRender.

Para la obtencién del vector pnirB, el plasmido pnirBShdA30 fue sometido a dos
cortes con las enzimas de restriccibn Nhel/BamHI. Después de correr un gel de
agarosa al 1.2% con el producto de la digestion, se purificd la banda
correspondiente al vector pnirB. Luego se realiz6 la ligacion del vector (pnirB) y el
inserto (ShdA100) con la DNA ligasa T4 (New England Biolabs), y el producto de
ligacién se emple6 para transformar a E. coli DH5-a competentes (Figura 22a). Las

colonias obtenidas fueron aisladas y cultivadas para su analisis.

Se evalud la construccion del plasmido pnirBShdA100 mediante un analisis de
restriccion, observandose que el corte con las enzimas Nhel/BamHI separa al vector
pnirB (2502 pb) de la regién codificante para el autotransportador ShdA100 (1170
pb) (Figura 22b). Este plasmido codifica para la proteina FLAG/ShdA100, la cual se
expresa en la membrana externa bacteriana permitiendo la translocacion de la
bandera molecular FLAG a la superficie bacteriana (Figura 22c). La secuenciacion
del plasmido pnirBShdA100 permitio confirmar que la region que codifica para el
autotransportador ShdA100 se encuentra en marco de lectura (Figura 22d).
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Figura 22. Construcciéon y caracterizacion del plasmido pnirBShdA100. a) Estrategia de
construccion del plasmido pnirBShdA100. b) Andlisis de restriccion en un gel de agarosa al 1%,
marcador de tamafio molecular (carril 1, 1 kb Invitrogen), control sin digerir (carril 2) y digestiones del
plasmido con las enzimas Hindlll, Xhol, Nhel, BamHI y Nhel/BamHI (carriles 3, 4, 5, 6 y 7). ¢)
Representacion de la proteina FLAG/ShdA100, que transloca la bandera molecular FLAG a la
superficie bacteriana por medio del autotransportador ShdA100, codificada por el plasmido
pnirBShdA100. d) Secuencia de las principales regiones del pladsmido pnirBShdA100. MTM:
marcador de tamafio molecular, pb: pares de bases. Imagen realizada en BioRender.
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6.4.Construccion del plasmido pnirBscFv
De manera similar, la construccion del plasmido pnirBscFv requirio la obtencion del
fragmento codificante para el scFv anti-TfR1 flanqueado por los sitios de restriccion
Xbal y BamHI (Figura 23a). Una vez mas, se realiz6 una PCR en gradiente
empleando los primers scFvP-F y scFvP-R, observando que la Tm éptima es de
58.4°C (Figura 23b). Empleando el producto de PCR purificado, se realizaron 3
cortes con las enzimas de restriccion Xbal/BamHI para dejar expuestos los

extremos cohesivos; finalmente, se purifico el producto de la digestion.
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Figura 23. Obtencion del fragmento que codifica al scFv anti-TfR1 flanqueado por los sitios
de restriccién Xbal y BamHI. a) Representacién grafica del fragmento que codifica al scFv anti-Tfrl
flanqueado por Xbal y BamHI. b) Resultado de amplificacion del fragmento mediante PCR en
gradiente de Tm en un gel de agarosa al 1%, marcador de tamafio molecular (carril 1, 1 kb
Invitrogen). Control: reaccion de PCR sin molde. MTM: marcador de tamafio molecular, pb: pares de
bases. Imagen realizada en BioRender.

La obtencion del vector (pnirB) se realiz6 de la misma manera que para la
construccion del plasmido pnirBShdA100. Luego, se realizo la ligacion del vector
(pnirB) y el inserto (scFv) con la DNA ligasa T4 (New England Biolabs), y el producto
de ligacion se utilizé para transformar a E. coli DH5a competentes (Figura 24a). Las
colonias obtenidas fueron aisladas y cultivadas para su analisis. Se confirmé la
construccion del plasmido pnirBscFv mediante de un analisis de restriccién. Se
observo que la digestion con las enzimas Xbal y Nhel no corta este plasmido debido
a la pérdida de estos sitios de restriccion durante la ligacion; el plasmido puede ser
linealizado por el corte con BamHI, y el corte con Hindlll/BamHI permite liberar el
fragmento correspondiente al scFv anti-TfR1 (714 pb) (Figura 24b). Este plasmido
codifica el scFv anti-TfR1 fusionado a la bandera molecular FLAG en el periplasma
bacteriano (Figura 24c).
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Figura 24. Construccioén y caracterizacion del plasmido pnirBscFv. a) Estrategia de construccion
del plasmido pnirBscFv. b) Analisis de restriccion en un gel de agarosa al 1%, marcador de tamafio
molecular (carril 1, 1 kb Invitrogen), control sin digerir (carril 2) y digestiones del plasmido con las
enzimas BamHI, Nhel, Xbal, Nhel/BamHI y Hindlll/BamHI (carriles 3, 4, 5, 6 y 7). c) Representacion
de la proteina FLAG/scFv que se expresa a nivel del periplasma, codificada por el plasmido
pnirBscFv. MTM: marcador de tamafio molecular, pb: pares de bases. Imagen realizada en
BioRender.
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6.5.Construccion del plasmido pnirBscFvShdA30
Para la construccion del plasmido pnirBscFvShdA30, primero se amplificé la region
codificante para el scFv anti-TfR1 afiadiendo los sitios de restriccion Hindlll y Xhol
a sus extremos para su insercion en la region de clonacion maltiple (Figura 25a). El
resultado de la PCR en gradiente, empleando los primers scFvS-F y scFvS-R, revel6
una Tm Optima de 58.4°C (Figura 25b). El producto de PCR se purifico y se llevaron
a cabo 3 digestiones consecutivas con las enzimas Hindlll/Xhol para exponer los
sitios cohesivos. El producto de la digestion fue purificado para después emplearse

en una ligacion.
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Figura 25. Obtencion del fragmento que codifica al scFv anti-TfR1 flanqueado por los sitios
de restriccion Hindlll y Xhol. a) Representacién grafica del fragmento que codifica al scFv anti-
TfR1 flanqueado por Hindlll y Xhol. b) Resultado de amplificacién del fragmento mediante PCR en
gradiente de Tm en un gel de agarosa al 1%, marcador de tamafio molecular (carril 1, 1 kb
Invitrogen). Control: reaccion de PCR sin molde. MTM: marcador de tamafio molecular, pb: pares de
bases. Imagen realizada en BioRender.

Para la obtencidn del vector se realizaron 3 cortes consecutivos con las enzimas de
restriccion Hindlll/Xhol al plasmido pnirBShdA30, purificandose el vector
linealizado. Luego, se realizé la ligacion del vector (pnirBShdA30) con el inserto
(scFv) empleando la DNA ligasa T4 (New England Biolabs), y se transformé a E.
coli DH5-a con el producto de la ligacion (Figura 26a). Se aislaron las colonias
obtenidas y se cultivaron. Posteriormente, se confirmo la construccion del plasmido
pnirBscFvShdA30 mediante un analisis de restriccion. El corte con las enzimas
Hindlll/Xhol permite la liberacién del fragmento que codifica para el scFv anti-TfR1
(711 pb), lo que confirma su correcta insercion en el sitio de clonacién multiple. Este
plasmido codifica la proteina scFv/FLAG/ShdA30, que permite la translocacion del
scFv anti-TfR1 a la superficie bacteriana por medio del autotransportador ShdA30
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(Figura 26c¢). La secuenciacion permitioé confirmar que el fragmento fue insertado en
marco de lectura (Figura 26d).
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Figura 26. Construccion y caracterizacion del plasmido pnirBscFvShdA30. a) Estrategia de
construccion del plasmido pnirBscFvShdA30. b) Analisis de restriccion en un gel de agarosa al 1%,
marcador de tamafio molecular (carril 1, 1 kb Invitrogen), control sin digerir (carril 2) y digestiones del
plasmido con las enzimas Hindlll, Xhol y Hindlll/Xhol (carriles 3, 4 y 5). c) Representacion de la
proteina scFv/FLAG/ShdA30, que transloca el scFv anti-TfR1 y la bandera molecular FLAG a la
superficie bacteriana por medio del autotransportador ShdA30 codificada por el plasmido
pnirBscFvShdA30. d) Secuencia de las principales regiones del plasmido pnirBscFvShdA30. MTM:
marcador de tamafio molecular, pb: pares de bases. Imagen realizada en BioRender.
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6.6.Construccion del plasmido pnirBscFvShdA100
Para la construccion del plasmido pnirBscFvShdA100 se empled el mismo inserto
utilizado para la construccion del plasmido pnirBscFvshdA30, y el vector se obtuvo
realizando 3 digestiones consecutivas con las enzimas de restriccion Hindlll/Xhol al
plasmido pnirBShdA100, purificando el vector linealizado. Luego, el vector
(pnirBShdA100) y el inserto (scFv) se ligaron utilizando la DNA ligasa T4 (New
England Biolabs), y el producto fue empleado para transformar a E. coli DH5-a
(Figura 27a). La construccion del plasmido pnirBscFvShdA100 se confirmé
mediante un analisis de restriccion, observandose que el corte con las enzimas
Hindlll/Xhol libera el fragmento que codifica al scFv anti-TfR1 (711 pb) (Figura 27b).
Este plasmido codifica la proteinas scFv/FLAG/ShdA100, que permite la
translocacion del scFv anti-TfR1 a la superficie bacteriana a través del
autotransportador ShdA100 (Figura 27c). Finalmente, la secuenciacién del plasmido

confirmd que el inserto se encuentra en marco de lectura (Figura 27d).
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Figura 27. Construccion y caracterizacion del plasmido pnirBscFvShdA100. a) Estrategia de
construccion del plasmido pnirBscFvShdA100. b) Andlisis de restriccién en un gel de agarosa al 1%,
marcador de tamafio molecular (carril 1, 1 kb Invitrogen), control sin digerir (carril 2) y digestiones del
plasmido con las enzimas Hindlll, Xhol y Hindlll/Xhol (carriles 3, 4 y 5). c) Representacion de la
proteina scFv/FLAG/ShdA100 que transloca el scFv anti-TfR1 y la bandera molecular FLAG a la
superficie bacteriana por medio del autotransportador ShdA100, codificada por el plasmido
pnirBscFvShdA100. d) Secuencia de las principales regiones del plasmido pnirBscFvShdA100.
MTM: marcador de tamafio molecular, pb: pares de bases. Imagen realizada en BioRender.
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6.7.Los plasmidos empleados no afectan el crecimiento de E. coli BL21-DE3
Una vez construidos los plasmidos de interés, fueron purificados con el kit de
Midiprep (QIAGEN), y las bacterias E. coli BL21-DE3 (Invitrogen) competentes
fueron transformadas para realizar la evaluacion de la expresion y translocacion de
las proteinas recombinantes a la superficie bacteriana a través del
autotransportador ShdA. En primer lugar, se evalué si alguno de los plasmidos
construidos afecta la viabilidad o el crecimiento de E. coli BL21-DE3 en condiciones
normales en caldo BHI o en condiciones de induccion microaerofilicas (en caldo de
tioglicolato). Se realizaron curvas de crecimiento de las bacterias transformadas con
los plasmidos pnirBscFv, pnirBShdA30, pnirBscFvShdA30, pnirBShdA100 y
pnirBscFvShdA100 hasta las 16 horas de incubacion, tomando muestras cada 2
horas. Se observé que con respecto a la E. coli BL21-DE3, las bacterias
transformadas no presentan un retraso en su crecimiento en caldo BHI (Figura 28a)
ni en caldo de tioglicolato (Figura 28b), sugiriendo que la incorporacién de los

plasmidos a esta bacteria no afecta su crecimiento.
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Figura 28. Cinéticade crecimiento bacteriano en medio BHIy en medio de tioglicolato. a) Curva
de crecimiento realizada en caldo BHI bajo condiciones normales de oxigeno durante 16 horas. b)
Curva de crecimiento realizada en caldo de tioglicolato bajo condiciones reductoras de oxigeno
durante 16 horas.
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6.8.E. coli BL21-DE3 recombinante expresa y transloca el scFv-TfR1 en su
superficie

Como primer abordaje de la evaluacion de la expresidon de las proteinas
recombinantes codificadas por los plasmidos descritos, se realiz6 un ensayo dot
blot. Se utilizaron extractos de E. coli BL21-DE3 transformada con los plasmidos
pnirBscFv, pnirBShdA30, pnirBscFvShdA30, pnirBShdA100 y pnirBscFvShdA100,
previamente inducida en condiciones microaerofilicas, lisada por sonicacion y
resuspendida en urea al 8M. Brevemente, se depositaron 10 pL de los extractos de
E. coli BL21-DE3 recombinante en una membrana de nitrocelulosa; luego de secar,
se bloqued con leche descremada al 5% en PBS 1X y se lavé. La membrana se
incubo con el anticuerpo primario monoclonal de ratén anti-FLAG (1:1000) y con el
anticuerpo secundario policlonal de cabra anti-IgG de raton HRP (1:1000). Después
de los respectivos lavados, se revel6 con luminol en el equipo ChemiDoc (Bio-Rad).
El resultado de este ensayo muestra una adecuada traduccion de las proteinas
quiméricas FLAG/scFv, FLAG/ShdA30, scFv/IFLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y
scFV/FLAG/ShdA100 en E. coli BL21-DE3 transformada (Figura 29).

E. coliBL21-DE3 FLAG/ShdA30 FLAG/ShdA100

scFv/FLAG/ShdA30 scFv/FLAG/ShdA100

é

e

FLAG/scFv

-,

Figura 29. Evaluacion de la expresion de las proteinas recombinantes FLAG/scFv,
FLAG/ShdA30, scFv/FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y scFv/FLAG/ShdA100 por dot blot. Dot
blot realizado con extractos de E. coli BL21-DE3 recombinantes. La inmunodeteccién se realizo
empleando el anticuerpo anti-FLAG (1:1000) y el anticuerpo anti-lgG de ratén HRP (1:1000). Se
revel6 con luminol y se capturé la imagen en el equipo ChemiDoc (Bio-Rad). Se observa una
adecuada expresion de las proteinas recombinantes FLAG/scFv, FLAG/ShdA30,
scFv/FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y scFv/FLAG/ShdA100. Control negativo: E. coli BL21-DES3.
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Posteriormente, se evalué si las proteinas recombinantes FLAG/ShdA30,
SsCFV/IFLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y scFv/FLAG/ShdA100 se translocan a la
superficie bacteriana a través del autotransportador ShdA30 o ShdA100. Para ello,
se realizdé una tincion superficial de las bacterias recombinantes previamente
inducidas durante 10 horas, y se analizé por microscopia de fluorescencia y
citometria de flujo. Brevemente, se centrifugaron 2 x 108 bacterias recombinantes
previamente inducidas a 13,500 rpm y 4°C, se lavaron con PBS 1X, y se incubaron
con anticuerpo anti-FLAG FITC (1:100) durante 3 horas a 4°C. Después de lavar y
centrifugar nuevamente, se resuspendieron en Sheath Fluid (Beckman Coulter) y
FiXFACS para su analisis por citometria de flujo, o en PBS 1X para su observacion
por microscopia de fluorescencia. Se observdo que las E. coli BL21-DE3
recombinantes que expresan las proteinas FLAG/ShdA30, scFv/FLAG/ShdA30,
FLAG/ShdA100 y scFv/FLAG/ShdA100 son positivas a las tinciones, lo que indica
gue se esta permitiendo la translocacion de FLAG y del scFv anti-TfR1 a la superficie
de la bacteria. No obstante, la expresion de las proteinas scFv/FLAG/ShdA30 y
scFV/FLAG/Shd100 muestran una disminucion de la fluorescencia con respecto a
las proteinas FLAG/ShdA30 y FLAG/ShdA100, que solo expresan FLAG en la
superficie. Esto podria deberse a que el scFv podria estar obstaculizando la

deteccién de FLAG en la tincién por un impedimento estérico (Figura 30).
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Figura 30. Evaluacién de la expresion y translocacién a la superficie bacteriana de las
proteinas recombinantes FLAG/scFv, FLAG/ShdA30, scFv/FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y
scFv/FLAG/ShdA100 por microscopia de fluorescenciay citometria de flujo. Se emplearon 2 x
108 E. coli BL21-DE3 recombinantes previamente inducidas por 10 horas. La inmunodeteccion se
realizé mediante una tincién superficial con el anticuerpo anti-FLAG FITC (1:100). Las suspensiones
de bacterias tefiidas se analizaron por citometria de flujo y por microscopia de fluorescencia. Se
observa la expresion en la superficie bacteriana de las proteinas FLAG/ShdA30,
scFv/FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y scFv/FLAG/ShdA100, lo que confirma la translocacion de
FLAG y el scFv anti-TfR1 a la superficie bacteriana, con respecto a los controles E. coli BL21-DE3 y
FLAG/scFv (periplasma). Resultado representativo de 3 réplicas. Imagen realizada en BioRender.

Para determinar si el nivel de expresién de las proteinas recombinantes varia segun
el tiempo de induccion en caldo de tioglicolato, se realizé una curva de induccion a
6, 8, 10 y 12 horas, y se evalué mediante una tincion superficial por citometria de
flujo, siguiente la metodologia descrita previamente. El resultado muestra que no

hay un cambio sustancial en el nivel de expresién de las proteinas recombinantes,

64



a excepcion de las 12 horas, en donde se observa una reduccion. Por lo tanto, para
los ensayos de funcionalidad de scFv anti-TfR1, se pueden emplear tiempos de
induccion de 6 a 10 horas sin cambios significativos en el nivel de expresion de las

proteinas recombinantes (Figura 31).
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Figura 31. Cinética de expresion y translocacion de las proteinas recombinantes FLAG/scFv,
FLAG/ShdA30, scFv/FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y scFv/FLAG/ShdA100 a 6, 8, 10 y 12
horas, evaluada por citometria de flujo. Se emplearon 2 x 108 E. coli BL21-DE3 recombinantes
previamente inducidas por 6, 8, 10 y 12 horas. La inmunodeteccion se realiz6 mediante una tincion
superficial con el anticuerpo anti-FLAG FITC (1:100). Las suspensiones de bacterias tefidas se
analizaron por citometria de flujo y por microscopia de fluorescencia. El nivel de expresién y
translocacion de las proteinas recombinantes FLAG/scFv, FLAG/ShdA30, scFv/FLAG/ShdA30,
FLAG/ShdA100 y scFv/FLAG/ShdA100 no varia desde las 6 hasta las 10 horas de induccién.
Resultado representativo de 3 réplicas.
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6.9.El scFv anti-TfR1 reconoce a la proteina TfR1 en la linea celular de LNH
humano Ramos
La evaluacion del reconocimiento y union del scFv anti-TfR1 a la linea celular
Ramos (LNH humano) se realizé por citometria de flujo. El tratamiento de células
Ramos con el anticuerpo monoclonal OKT9 dirigido a TfR1 muestra que esta linea
celular presenta una alta expresion de TfR1 en su superficie (Figura 32). Asimismo,
el tratamiento de células Ramos con extracto bacteriano proveniente de E. coli
BL21-DE3 recombinante que expresa el scFv anti-TfR1 mostré una alta afinidad,
comparable a la del anticuerpo OKT9. Estos resultados nos indican que el scFv anti-
TfR1 esté reconociendo al TfR1 sobreexpresado en la superficie de la linea celular

Ramos (Figura 32).
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Figura 32. Evaluacion del reconocimiento del TfR1 en células Ramos por el scFv anti-TfR1
empleando citometriade flujo. Se trataron 300,000 células Ramos con anticuerpo monoclonal anti-
TfR1 (OKT9) (1:200) o con extracto de E. coli BL21-DE3 que expresa el scFv anti-TfR1 fusionada a
MBP, y luego se empled anticuerpo anti-IgG de raton FITC (1:200) o anticuerpo anti-MBP FITC
(1:200), respectivamente. La evaluacion por citometria de flujo muestra una elevada expresion del
TfR1 en la linea celular Ramos y su reconocimiento especifico por el scFv anti-TfR1, con respecto
al control de isotipo. Resultado representativo de 3 réplicas.
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6.10.E. coli BL21-DE3 que expresa y transloca un scFv anti-TfR1 en su
superficie presenta una mayor adhesion a proteinas inmovilizadas de

LNH humano (Ramos)
Finalmente, se realizé un ensayo de adhesion bacteriana a proteinas inmovilizadas
provenientes de células Ramos (LNH humano). Brevemente, se lisaron células
Ramos por sonicacion en PBS 1X, se cuantifico la concentracion de proteinas en el
extracto y se inmovilizaron en una placa de 96 pozos a una concentracion de 5
pug/mL. Posteriormente, se bloqued con leche descremada al 3%, se lavé con PBS
1X, y se agregaron las bacterias recombinantes previamente inducidas por 10 horas
en condiciones microareofilicas. Finalmente, se lavaron los pozos con PBS 1X para
retirar el exceso de bacteria no adherida y se observé bajo el microscopio 6ptico en

campo claro (100X) (Figura 33a).

El andlisis del nimero de bacterias en los campos observados se realizé empleando
el programa ImageJ. Los resultados muestran que E. coli BL21-DE3 recombinante
que translocan el scFv anti-TfR1 a su superficie (ScFV/FLAG/ShdA30 vy
scFV/FLAG/ShdA100) presentan una mayor adhesién a las proteinas inmovilizadas
de células Ramos, evidenciada en un mayor niamero de bacterias observadas por
campo con respecto a los controles (E. coli BL21-DE3, FLAG/ShdA30,
FLAG/ShdA100 y FLAG/scFv). Ademas, se observa que los controles presentan
cierta capacidad de adhesion, lo que representaria la capacidad natural que tienen
las bacterias para unirse a células tumorales. Finalmente, se observé un namero
significativamente mayor de bacterias adheridas que expresan la proteina
recombinante scFv/FLAG/ShdA100 con respecto a las que expresan
scFV/IFLAG/ShdA30. Esto podria deberse a que un dominio pasajero mas largo
permite que el scFv se encuentre mas expuesto en la superficie de la membrana,

mejorando el reconocimiento de su ligando (Figura 33b).
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Figura 33. Evaluacion de la adhesién de E. coli BL21-DE3 recombinante que expresa las
proteinas recombinantes FLAG/scFv, FLAG/ShdA30, scFv/FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y
scFv/IFLAG/ShdA100 a proteinas inmovilizadas de células Ramos. Se inmovilizaron proteinas
provenientes de células Ramos en placas de 96 pozos y, posteriormente, se incubaron con E. coli
BL21-DE3 recombinante que expresa las proteinas recombinantes FLAG/scFv, FLAG/ShdA30,
scFv/FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y scFv/FLAG/ShdA100, previamente inducida (ODss0 = 3). a)
Adhesion bacteriana a una superficie plastica recubierta con proteinas de células Ramos observada
bajo el microscopio 6ptico. b) Cuantificacion y andlisis estadistico del nimero de bacterias adheridas
por campo empleando ImageJ y RStudio (ANOVA con Tukey post hoc, *p<0.05, ***p<0.0005).
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7. DISCUSION

En la actualidad, los linfomas se encuentran entre los tipos de cancer mas
frecuentes, particularmente, los LNH representan aproximadamente el 90% de los
linfomas diagnosticados y son una de las principales causas de muerte en nifios
(Escamilla-Santiago et al., 2012). En las ultimas décadas, se ha reportado un
aumento en la frecuencia de diagndstico de LNH pediatricos en México; no obstante,
se desconoce la causa de esto. Si bien el tratamiento estandar presenta una tasa
de respuesta de hasta el 80% de los pacientes, aproximadamente el 30% no
responde adecuadamente o desarrolla resistencia. En estos casos las opciones
terapéuticas son bastante limitadas y la sobrevida después de dos afios es de

aproximadamente el 20% (Batgi et al., 2020; Klener & Klanova, 2020).

Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar e implementar nuevos tratamientos
gue permitan una mejor eficiencia en la eliminacién del tumor. En este contexto, la
terapia bacteriana contra el cancer es una alternativa que permite tratar al cancer
de una forma novedosa. No obstante, las limitaciones que presenta han
obstaculizado su traslado a la clinica. Una de las principales limitaciones es la
colonizacion tumoral inconsistente observada en ensayos clinicos (Toso et al.,
2002; Nemunaitis et al., 2003). Como se ha mencionado anteriormente, se presume
que esto se debe a la pobre capacidad natural que presentan las bacterias para
adherirse a las células tumorales, asi como a las extensas barreras fisicas de los
tumores humanos que obstaculizan el establecimiento bacteriano (Beyer et al.,
2013). Para compensar esta limitacion, en el presente trabajo se disefid, construyo
y evalud un sistema de proteinas quiméricas que favorece la adhesion bacteriana a
células tumorales de LNH humano. Este sistema representard un avance
significativo en la terapia bacteriana contra el cancer, permitiendo una mayor
precision en la localizacién de las bacterias modificadas en el tejido tumoral. El
sistema propuesto se basa en la expresion y translocacion de un scFv anti-TfR1 a

la superficie bacteriana por medio del autotransportador ShdA (Figura 34).
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Figura 34. La expresiéon y translocacién de un scFv anti-TfR1 en la superficie bacteriana
mejora la adhesién de Escherichia coli a células de LNH humano (Ramos). En el presente
trabajo se reporta la construccion y evaluacién de un sistema basado en la expresion y translocacién
de un scFv anti-TfR1 en la superficie bacteriana. Este sistema tiene como finalidad mejorar la
adhesién bacteriana a células tumorales que sobreexpresan al TfR1 en su superficie, como la linea
celular Ramos de LNH humano. Imagen realizada en BioRender.

La expresion de este sistema en E. coli BL21-DE3 no ha implicado consecuencias
en la carga metabdlica de la bacteria, permitiendo un adecuado crecimiento tanto
en condiciones normales de oxigeno (caldo BHI) como en condiciones reductoras
de oxigeno (caldo tioglicolato), en comparacion con E. coli BL21-DE3 no
recombinante. Por lo tanto, ni la presencia de los plasmidos ni la produccién del

scFv anti-TfR1 impactan negativamente a las bacterias recombinantes.

Los plasmidos propuestos en el presente trabajo estan bajo el promotor nirB, el cual
se clasifica como un promotor sensible al microambiente tumoral debido a que
promueve la expresion de las proteinas recombinantes en un ambiente hipoxico,
que es favorecido en tumores solidos (Nguyen et al.,, 2023). Los promotores
sensibles al microambiente se activan en respuesta a caracteristicas Unicas del
MAT, como la hipoxia y la acidosis. Estos han sido empleados en la terapia
bacteriana contra el cancer para dirigir la expresion de moléculas heterdlogas
predominantemente en el MAT, minimizando el dafio a tejido sano y mejorando la

eficacia del tratamiento al concentrar la accién del agente antitumoral (Zhou et al.,
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2018). En este contexto, se hipotetiza que el promotor nirB promoveré la expresion
de las proteinas scFv/FLAG/ShdA30 y scFv/FLAG/ShdA100 preferentemente en el
MAT, lo que reduciria la probabilidad de que las bacterias recombinantes se

adhieran a células sanas que expresan el TfR1.

Los autotransportadores brindan una plataforma versatil para la expresion de
proteinas heterdlogas en la superficie bacteriana. Al estar conformados por una sola
proteina, los autotransportadores son relativamente sencillos de manipular por
ingenieria genética. Estas proteinas se insertan en la membrana externa bacteriana
gracias a su dominio B-barril y translocan su dominio pasajero al exterior,
exponiéndolo en la superficie de la bacteria (Leo et al., 2012; Van Ulsen et al., 2018).
En particular, el autotransportador ShdA ha sido empleado para exportar péptidos y
proteinas heterdlogas fusionadas a su dominio pasajero a la superficie bacteriana,
principalmente con fines vacunales (Pompa-Mera et al., 2011; Solis-Andrade,
2012). Los ensayos de citometria de flujo y microscopia de fluorescencia muestran
que el autotransportador ShdA permite la translocacion del scFv anti-TfR1 a la
superficie bacteriana, confirmando lo reportado anteriormente sobre la utilizacién de
ShdA para expresar péptidos y proteinas en la superficie bacteriana (Pompa-Mera
et al., 2011).

Asimismo, se ha descrito que un dominio pasajero de mayor longitud permite una
translocacion mas eficiente de proteinas heterdlogas (Mufioz-Lépez, 2018). Por
esta razén, se opto por construir dos plasmidos que permiten la translocacion del
scFv anti-TfR1 a la superficie bacteriana (pnirBscFvShdA30 y pnirBscFvShdA100).
Estos codifican dos versiones ShdA que se diferencian en la longitud de su dominio
pasajero, de acuerdo a lo descrito anteriormente. Si bien no se observo diferencia
a nivel de la cantidad de proteina translocada a la superficie bacteriana entre
pnirBscFvShdA30 y pnirBscFvShdA100 en los ensayos de citometria de flujo y
microscopia de fluorescencia, si se observo una diferencia significativa en su
capacidad para adherirse a proteinas inmovilizadas de células Ramos. Esto implica
gue una mayor longitud del dominio pasajero brinda mayor flexibilidad y libertad de

movimiento al scFv anti-TfR1, lo que favorece su interaccion con el ligando.
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Por otro lado, los scFv consisten Unicamente en las regiones variables (VH y VL) de
un anticuerpo conectadas por un enlazador flexible, lo que permite la combinacion
Unica de alta especificidad, un tamafio reducido y la capacidad de expresarse en
sistemas bacterianos (Monnier et al., 2013). En el tratamiento del cancer, se han
empleado scFv dirigidos contra moléculas sobreexpresadas en tejido tumoral con el
fin de focalizar moléculas antitumorales y nanoparticulas cargadas hacia las células

tumorales, minimizando el dafio a tejido sano (Mufioz-Lépez et al., 2022).

En el presente estudio empleamos un scFv dirigido al TfR1, el cual es considerado
un marcador universal del cancer debido a su sobreexpresion en tejido tumoral y a
su papel crucial en el desarrollo, progresion y supervivencia de las células tumorales
(Guo et al., 2021). Asimismo, este receptor presenta una expresion limitada en la
mayoria de los tejidos sanos, lo que brinda una ventaja terapéutica (Candelaria et
al., 2021).

La simulacién de acoplamiento molecular indica que el scFv anti-TfR1 reconoce el
dominio apical de TfR1 humano, sin interferir con la unién de la holotransferrina, por
lo que podria clasificarse como no neutralizante. Este dato corrobora lo reportado
por Helguera et al. (2012), quienes demostraron experimentalmente que el
anticuerpo anti-TfR1 ch128.1, del que se origind el scFv reportado en el presente
estudio, se une a la region apical del TfR1, destacando que los residuos situados
entre la Ser 324 y Ser 368 del TfR1 son esenciales para esta interaccién (Helguera
et al., 2012). Los anticuerpos y scFv dirigidos al TfR1 no neutralizantes empleados
en la clinica han demostrado menor toxicidad en comparacion con los
neutralizantes, debido a que no obstaculizan en gran medida la captacion de hierro
en células sanas (Candelaria et al., 2021). Cabe resaltar que el sistema propuesto
en el presente trabajo apunta a emplear al scFv anti-TfR1 para mejorar el
establecimiento bacteriano en tejido tumoral y no para promover la muerte de las
células tumorales por privacion de hierro. No obstante, esto podria ocurrir, lo cual

seria una ventaja adicional para el sistema propuesto.

El enfoque propuesto en este trabajo representa una alternativa innovadora frente

a otras estrategias terapéuticas como la inmunoterapia con células CAR-T, la
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terapia génica y las nanoparticulas. A pesar de que la terapia con células CAR-T
han demostrado eficacia en el tratamiento de linfomas, su aplicacién esta limitada
por desafios como la toxicidad asociada al sindrome de liberacion de citocinas, la
necesidad de una personalizacién extensiva y un costo demasiado elevado (Ramos
et al., 2016). La terapia génica ofrece la posibilidad de corregir defectos genéticos
o introducir genes terapéuticos directamente en las células tumorales, pero enfrenta
obstaculos significativos en términos de eficiencia de entrega y riesgo de efectos no
especificos (Amer, 2014). Por otro lado, las nanoparticulas dirigidas permiten la
liberacion localizada de agentes terapéuticos, pero pueden verse afectadas por
problemas de biodistribucién y acumulacion no especifica en tejidos sanos (Nie,
2010). En contraste, el sistema propuesto en el presente estudio ofrece un enfoque
anico al aprovechar la capacidad natural de las bacterias oncoliticas para proliferar
y establecerse en el MAT y la capacidad del scFv anti-TfR1 para dirigir la adhesion
bacteriana a células tumorales; promoviendo, un mejor establecimiento bacteriano

en el tejido tumoral y la reduccion del dafio a tejidos sanos.

Este sistema puede ser implementado para mejorar la focalizacion y acumulacion
de farmacos antitumorales sintetizados y liberados por bacterias oncoliticas en el
MAT. Este enfoque permitiria minimizar la exposicién de los tejidos sanos a los
farmacos, reduciendo los efectos secundarios y mejorando la seguridad del
tratamiento. Ademas, la capacidad de las bacterias oncoliticas para proliferar y
sobrevivir preferentemente en tejido tumoral asegura una entrega sostenida y

localizada de los agentes terapéuticos (Becerra-Béez et al., 2022).

La adaptabilidad y versatilidad del sistema propuesto permite la modificacion o
reemplazo del scFv, expresado en la superficie bacteriana, con la finalidad de dirigir
la adhesion bacteriana a diversos objetivos, facilitando su uso en diferentes tipos de
tumores. No obstante, la eficacia del sistema en distintos contextos tumorales puede

depender de la densidad y distribucion de la molécula blanco en el MAT especifico.

Se considera la futura implementacion del sistema propuesto en la cepa atenuada
SL3261 de Salmonella enterica Typhimurium debido a las caracteristicas oncoliticas

intrinsecas que presenta esta especie. Esta implementacion permitiria una accion
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sinérgica entre la afinidad del scFv anti-TfR1 por el TfR1 sobreexpresado en las
células tumorales con la capacidad oncolitica de Salmonella, mejorando su
infiltracion, establecimiento y persistencia en tejido tumoral. Asimismo, se propone
evaluar este sistema en un modelo in vivo de LNH en ratones que abarque el uso
de lineas celulares y cultivos primarios de pacientes; esto permitird determinar la
capacidad del sistema para mejorar el establecimiento, focalizacion y acumulacion
bacteriana en el MAT. Ademas, también se tiene como perspectiva emplear este

sistema para mejorar la entrega y liberacion controlada de farmacos antitumorales.

El desarrollo de este sistema en E. coli es una “prueba de principio” y representa un
paso inicial con resultados prometedores, siendo un avance importante en la terapia
bacteriana contra el cancer al abordar una de las principales limitaciones que ha

dificultado su implementacién en la clinica.
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8. CONCLUSION
La expresion y translocacion de un scFv anti-TfR1 en la superficie de Escherichia
coli por medio del autotransportador ShdA mejora su adhesion a células tumorales

humanas de linfoma no Hodgkin (Ramos).

9. PERSPECTIVAS

» Trasladar este sistema a la bacteria atenuada Salmonella enterica serovar
Typhimurium cepa SL3261 y evaluar la expresion y translocacion del scFv
anti-TfR1 en su superficie.

= Evaluar in vitro la capacidad de adhesion a células de LNH humanas de la
Salmonella enterica serovar Typhimurium cepa SL3261 recombinante que
expresara y translocara el scFv anti-TfR1 en su superficie a través del
autotransportador ShdA

» Evaluar in vivo la focalizacién y establecimiento en tejido tumoral de
Salmonella enterica serovar Typhimurium cepa SL3261 recombinante que
expresa y transloca un scFv anti-TfR1 en su superficie a través del
autotransportador ShdA en un modelo de xenotrasplante murino de LNH

humano inoculada por via intravenosa e intratumoral.
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