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RESUMEN

La tuberculosis es la segunda causa de muerte debido a enfermedades
infecciosas a nivel mundial. Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), en promedio cada afo se reportan 10 millones de nuevos casos y 1.3
millones de decesos. La creciente carga sanitaria mundial de la tuberculosis se ve
agravada por el alarmante incremento del numero de personas infectadas con VIH
y de cepas multirresistentes a antibioticos. EI mejor prondstico de la tuberculosis se
obtiene con el diagnéstico temprano de la infeccién, no obstante, los métodos
diagndsticos habitualmente empleados (microscépicos, microbiolégicos vy
moleculares) presentan importantes limitaciones: sensibilidad y especificidad

variables, diagnostico suboptimo y, un gran consumo de tiempo y recursos.

En el presente trabajo se mejoré la afinidad de un anticuerpo dirigido contra
el antigeno HspX derivado de MTB mediante mutagénesis parsimoniosa. Para ello,
se seleccionaron posiciones candidatas a mutagénesis de las regiones CDR
basandose en el modelado estructural del anticuerpo. Se introdujeron mutaciones
en dieciocho posiciones dentro de cada CDR objetivo utilizando la estrategia de
mutagénesis parsimoniosa. Posteriormente, se generaron bibliotecas de variantes
scFv mediante el método de Kunkel. Tras varias rondas de seleccién, se analizaron
las potenciales variantes con afinidad mejorada, evaluando sus secuencias de CDR
y sustituciones de aminoacidos. Este enfoque permitié identificar ocho variantes
que aumentaron la afinidad del anticuerpo. La variante mas prometedora exhibio
un valor IC50 de 38 nM y tenia dos sustituciones: Lys®® y Glu®°, dentro del CDR-H2,
que reflejaron un aumento de 28,14 veces en la afinidad de union con respecto al

anticuerpo original.

Estos hallazgos brindan informacion valiosa sobre la ingenieria de anticuerpos
y podrian contribuir al desarrollo de ensayos diagnosticos mas sensibles y

confiables para la tuberculosis.

10



ABSTRACT

Tuberculosis is the second leading cause of death due to infectious diseases
worldwide. According to the World Health Organization (WHO), an average of 10
million new cases and 1.3 million deaths are reported each year. The global health
burden of TB is further exacerbated by the rising number of HIV-infected individuals
and the increasing prevalence of multidrug-resistant (M. tuberculosis) strains. Early
diagnosis is crucial for improving TB prognosis; however, conventional diagnostic
methods—including microscopic, microbiological, and molecular techniques—have
significant limitations, such as variable sensitivity and specificity, suboptimal

diagnostic accuracy, and high time and resource demands.

In the present work, the affinity of an antibody targeting Mycobacterium
tuberculosis-derived HspX antigen was improved by parsimonious mutagenesis.
Candidate positions for mutagenesis within the complementarity-determining
regions (CDRs) were identified based on structural modeling of the antibody.
Mutations were introduced at eighteen positions within each target CDR using the
parsimonious mutagenesis approach, followed by the generation of scFv variant
libraries via the Kunkel method. After multiple rounds of selection, potential variants
with improved affinity were analyzed by evaluating their CDR sequences and amino
acid substitutions. This approach allowed the identification of eight variants with
increased binding affinity. The most promising variant exhibited an IC50 value of 38
nM and contained two key substitutions: Lys® and Glu®°, within CDR-H2, resulting

in a 28.14-fold increase in binding affinity compared to the original antibody.

These findings provide valuable insights into antibody engineering and may
contribute to the development of more sensitive and reliable diagnostic assays for

tuberculosis.
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.  INTRODUCCION

1. Fisiopatologia de la Tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por el patégeno
Mycobacterium tuberculosis (MTB) que afecta comunmente a los pulmones
(tuberculosis pulmonar); no obstante, en ciertas ocasiones, la micobacteria puede
diseminarse a través del torrente sanguineo y afectar distintos érganos como los
rinones, el higado, el corazén, el cerebro, entre otros (tuberculosis extrapulmonar)
(Hasnain et al., 2019). MTB es una bacteria grampositiva de crecimiento lento con
un tiempo de duplicacién de 12-24 horas en condiciones 6ptimas. A diferencia de la
mayoria de las bacterias grampositivas, MTB posee una membrana externa (similar
a las bacterias gramnegativas) que consiste en una bicapa lipidica asimétrica
formada por acidos micolicos, glicolipidos y componentes cerosos. La membrana
externa e interna forman un espacio periplasmico que contiene una fina capa de
peptidoglicanos unidos mediante enlace covalente al arabinogalactano vy
lipoarabinomanano (Hasnain et al., 2019; Sakamoto, 2012). Esta particular
estructura proporciona una barrera impermeable a los compuestos nocivos vy
farmacos, resistencia a la desecacién y desempena un papel fundamental en la
virulencia. MTB es particularmente eficaz para evadir la respuesta inmune del
hospedero, siendo una de las razones de su prevalencia a lo largo de los afos y su

dificil erradicacion (Delogu et al., 2013).

La principal ruta de entrada del patégeno son las vias aéreas superiores.
Cuando MTB es inhalado por la nariz o boca, se desplaza a través de la traquea,
bronquios y bronquiolos, hasta alcanzar los alvéolos pulmonares (Figura 1). A lo
largo del trayecto, la mucosa respiratoria es la primera linea de defensa contra el
patéogeno. La mucosa esta conformada por una capa de células epiteliales que
forman una barrera que previene la entrada de la micobacteria, una capa de tejido

conectivo que contiene células inmunes (linfocitos, neutréfilos, macréfagos)

12



denominada lamina propia y, una capa de una sustancia compleja constituida por
moco, inmunoglobulinas Ay una variedad de moléculas asociadas a la inmunidad
innata conocida como liquido aéreo superficial (ALS por sus siglas en inglés)
(Nicod, 2005). Las células epiteliales reconocen los distintos patrones moleculares
asociados a patdogenos (PAMPs) presentes en MTB a través de receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs). Esta interaccion promueve la secrecion de
citoquinas y moléculas efectoras que reclutan y activan a las células fagociticas (Li
et al., 2012). Adicionalmente, las células epiteliales regulan la composicion del ALS
mediante la secrecion de péptidos antimicrobianos, tales como la p-defensina 2 y
catelicidina (LL-37) (Harriff et al., 2014; Rivas-Santiago et al., 2008; Rivas-Santiago
et al., 2005). Si la mucosa respiratoria falla en la contencion y eliminacion de MTB,
esta se alberga en los alvéolos pulmonares. Los alvéolos estan constituidos por un
fino revestimiento de células epiteliales de tipo | y Il, asi como por otras células
inmunes como macrofagos alveolares, células dendriticas y neutrofilos (Nicod,
2005). Las células tipo Il secretan el liquido surfactante pulmonar que contiene
péptidos antimicrobianos, enzimas hidrolasas, colectinas, entre otros, que regulan
el trafico intracelular de MTB, promueven la fagocitosis e inducen una respuesta
inflamatoria frente a la infeccion (Arcos et al., 2011; Ferguson et al., 2002; Gaynor
et al., 1995; Rivas-Santiago et al., 2005).

Los macréfagos alveolares poseen una extensa maquinaria para eliminar
patdégenos microbianos. Estas células fagociticas estan equipadas con una gama
completa de receptores tipo Toll (TLR) y otros PRRs que inducen una respuesta
inflamatoria contra la micobacteria (Nicod, 2005). La estimulacion de estos
receptores promueve la activacion del macrofago que deriva en el aumento de la
actividad microbicida a través de la expresién de la enzima 6xido nitrico sintasa
inducible (INOS) y de los componentes del complejo nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa) (Forman & Torres, 2002).

Adicionalmente, el macrofago activado potencia su maquinaria de presentacion,

13



convirtiendose en una potente célula presentadora de antigenos. Las principales

funciones del macréfago dependen de la actividad del fagosoma (Nicod, 2005).

Mucosa del tracto respiratorio es la primera linea de defensa

Alveolos pulmonares -~
y -
% 2 e

2% NV -y

— Liquido aéreo superficial
— Células epiteliales

/ — Lamina propia
* . 2

‘ , 3y

r 4 o
Las células de epitelio alveolar promueven una A ' Macréfagos
respuesta inflamatoria para eliminar la I \ B o
micobacteria -
£

Linfocitos

Neutréfilos

~, M. tuberculosis

*ss + Moléculas efectoras

Figura 1. Patogénesis de la tuberculosis.

La principal ruta de entrada del patégeno son las vias aéreas superiores. Cuando la
micobacteria es inhalada por la nariz o boca, se desplaza a través de la traquea, bronquios y
bronquiolos, hasta alcanzar los alvéolos pulmonares. La mucosa respiratoria es la primera
linea de defensa contra el patégeno y esta conformada por una capa de células epiteliales
que forman una barrera que previene la entrada de la micobacteria, una capa de tejido
conectivo que contiene células inmunes (lamina propia) y, una capa de una sustancia
compleja constituida por moco, inmunoglobulinas Ay una variedad de moléculas asociadas
a la inmunidad innata conocida (liquido aéreo superficial). Si la mucosa respiratoria falla en
la contencidn y eliminacion del patégeno, esta se alberga en los alvéolos pulmonares. Los
macroéfagos alveolares son los principales responsables de la eliminacion del patégeno.
Estas células fagociticas estan equipadas con una gama completa de receptores que
inducen una respuesta inflamatoria contra la micobacteria. Figura creada en Biorender.

El fagosoma es un compartimento que encierra las particulas fagocitadas y
actua como sitio para la degradacion de material particulado (principalmente
cuerpos apoptéticos), eliminacién de bacterias y generacion de péptidos para el

proceso de presentacion de antigenos. Para la gran mayoria de microorganismos
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patdgenos, la internalizacion y exposicion al entorno del fagosoma es suficiente
para provocar su eliminacion, no obstante, MTB ha desarrollado mecanismos que
le permiten residir en el fagosoma, evitando su maduracion y acidificacion, y
restringiendo el suministro de enzimas hidrolasas y péptidos antimicrobianos hacia

el compartimiento (Abramovitch et al., 2011; Sullivan et al., 2012).

Cuando la micobacteria comienza a replicarse activamente en los
macréfagos alveolares se difunde a las células cercanas alcanzando en pocas
semanas de crecimiento una alta carga bacteriana. A partir de entonces, las células
dendriticas maduran y presentan antigenos a través del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC-I y MCH-II) a los linfocitos T localizados en los ganglios
linfaticos circundantes, estimulando asi la respuesta inmune adaptativa. Los
linfocitos T CD4+ reconocen antigenos peptidicos derivados del fagosoma de
células infectadas y son claves para el control inicial de la infeccion. La respuesta
TCD4+ involucra la diferenciacion de los linfocitos hacia el subtipo TH1, y por
consecuente, la produccion de citocinas proinflamatorias, IFN-y y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) que reclutan una variedad de células inflamatorias y
estimulan la actividad antimicrobiana de los macrofagos. El rol de los linfocitos T
CD4+ ha sido ampliamente evidenciado en pacientes con VIH infectados con MTB,
quienes presentan altas tasas de mortalidad y reincidencia de la enfermedad (Bell
& Noursadeghi, 2018; Jasenosky et al., 2015).

A diferencia de los linfocitos T CD4+, la contribucion de los linfocitos T CD8+
al control de la infeccion parece ser minima. Estudios en modelos murinos han
evidenciado una deficiente proteccién asociada a los linfocitos CD8+. Tras la
inmunizacion con el péptido TB10.3, un antigeno inmunodominante frecuentemente
identificado en paciente infectados con MTB, se obtuvo una respuesta robusta de
linfocitos CD8+, sin embargo, al ser desafiados contra la infeccion, los ratones no
estaban protegidos (Lindenstregm et al., 2014). De manera similar, la inmunizacién

con el péptido TB10.4 estimul6 el desarrollo de linfocitos T CD8+ de memoria
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especificos, no obstante, los linfocitos exhibian un reconocimiento deficiente de los
macréfagos infectados, en consecuencia, los ratones no estaban protegidos frente
al desafio contra MTB. Sorpresivamente, los macrofagos infectados con MTB
inactivada por radiacion fueron reconocidos por los linfocitos T CD8+ especificos
para TB10.4, sugiriendo la posibilidad de que la micobacteria activa inhibe la

presentacion de antigenos por la via MHC-| (Yang et al., 2018).

Con respecto a la inmunidad humoral, las células B pueden actuar como
células presentadoras de antigenos, modular las respuestas de las células T y
generar anticuerpos capaces de neutralizar MTB. Agregados de células B en
pulmones infectados con MTB se han correlacionado con la reduccién de la carga
bacteriana y una mejoria en el progreso de la enfermedad (Dutt et al., 2022; Phuah
etal., 2012). Estudios han demostrados que los anticuerpos aumentan la captacién
por parte de los macrofagos y la eliminacion intracelular de la micobacteria a través
de vias mediadas por receptores Fc (Lu et al., 2016; Zimmermann et al., 2016).
Ademas, los anticuerpos IgA e IgG especificos contra MTB contribuye a la
inmunidad de las mucosas y a la eliminacién de la micobacteria en modelos

experimentales (Ishida et al., 2024).

Tras el desarrollo de la inmunidad adaptativa, se establece un mecanismo
complejo y bien coordinado entre la inmunidad innata y adaptativa que confina a
MTB dentro un granuloma. Los granulomas se definen como agregados de células
inmunitarias que producen diversas citoquinas para limitar la propagacion de la
micobacteria (de Martino et al., 2014; Reece & Kaufmann, 2012). La formacion del
granuloma comienza cuando los macréfagos infectados producen citocinas que
conducen a la activacion de linfocitos T CD4+, que a su vez producen citocinas
proinflamatorias, como INF-vy TNF-a (Loxton, 2019). Este mecanismo se desarrolla
en al menos el 90% de los sujetos infectados y conduce hacia la fase latente de la
enfermedad. Durante la TB latente, que se describiria mejor como fase de no

replicacion-persistencia, el sujeto suele ser positivo a la prueba cutanea de la
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tuberculinay al IGRA. La TB latente se vuelve activa cuando se desarrolla un estado
de inmunodepresion. En esta fase, el sujeto puede llegar a ser capaz de transmitir
la infeccidn porque el granuloma se abre en la luz bronquial y la micobacteria es

expulsada al toser (Jasmer et al., 2002; Russell, 2007).
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Figura 2. Representaciéon esquematica del granuloma.

Un granuloma es una estructura organizada del sistema inmunolégico que se forma en los tejidos
infectados para contener y controlar la propagacion de M. tuberculosis. Se desarrolla como una
respuesta del sistema inmune a la bacteria, encapsulandola para evitar que se disemine por el
organismo. Entre las células que conforman el granuloma estan: macrofagos activados, células
gigantes multinucleadas, linfocitos, células espumosas, entre otras células inmunes. Figura creada
en Biorender.

2. Situacion epidemiolégica global, regional y local

La tuberculosis es la segunda causa muerte por enfermedades infecciosas
a nivel mundial. En promedio, cada afno se reportan 10.8 millones de nuevos casos
y 1.25 millones de decesos. La creciente carga sanitaria mundial de la tuberculosis

se ve agravada por el alarmante aumento del numero de personas infectadas con
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VIH y la aparicién de cepas multirresistentes a antibioticos ((OMS), 2024). El mejor
prondstico para la tuberculosis se obtiene con el diagndstico temprano de la
infecciéon y el tratamiento inmediato adecuado, sin embargo, los métodos de
diagndstico comunmente empleados presentan varias limitaciones: sensibilidad y
especificidad variables, un diagndstico subdptimo y, un gran consumo de recursos
y tiempo. De igual manera, los pacientes que han superado el tratamiento tienen
un alto riesgo de contraer nuevamente la infeccion, lo que acentua la necesidad de
desarrollar tratamientos mas eficaces ((OMS), 2024; Rabahi et al., 2017). Por otra
parte, la vacuna BCG, la Unica vacuna contra la tuberculosis autorizada para su uso
a nivel mundial falla en prevenir la forma mas comun de la enfermedad: la
tuberculosis pulmonar. Este hecho resalta la urgencia de la invencion de nuevas

herramientas para la produccion de candidatos vacunales (Schrager et al., 2020).

Frente a esta problematica, en el afio 2015, la Organizacion Mundial de la
Salud presentd el programa End TB Strategy que buscaba cumplir con tres
objetivos para el afio 2025: reducir el numero de muertes por tuberculosis en un
75%, reducir la tasa de incidencia de tuberculosis en un 50% y alcanzar un
porcentaje del 0% de familias afectadas por tuberculosis que enfrentan costos
catastroficos debidos a la enfermedad ((OMS), 2016). La estrategia se sustentaba
en tres pilares estratégicos: i) atencion y prevencion, ii) politicas audaces y sistemas
de apoyo v, iii) la intensificacion de la investigacion y la innovacion; no obstante,
con base a los ultimos reportes de la enfermedad, la situaciéon es desalentadora.
En 2023, la region de las Américas mostro la cifra de casos mas alta desde que la
OMS tiene registros de la region. En promedio, se reportaron 342,000 casos, lo que
significd un incremento de 6.6% en comparacion con el afo previo y al comparar
con la tasa del 2015 (linea de base estrategia Fin a la TB), el incremento fue del
20%. El 80% de los casos se concentran en ocho paises, con tasas que van entre
los 58 y 173 casos por 100,000 habitantes. Los decesos disminuyeron un 5.4%
comparado al afio previo; no obstante, al comparar con la linea de base del 2015,

se produjo un incremento del 44%. Los datos indican que a este ritmo no se lograra
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dar cumplimiento a los objetivos para 2025 ((OPS), 2024). Del mismo modo, la
pandemia ocasionada por el coronavirus causante del sindrome respiratorio agudo
severo (SARS-CoV2) tuvo un impacto negativo en el control de la tuberculosis.
Durante la infeccion por MTB, las citocinas limitan la propagacion y crecimiento de
la bacteria, derivando hacia un estado latente, en consecuencia, una posterior
infeccién por SARS-CoV2 podria provocar la reactivacion de MTB. Por otra parte,
la coinfeccion entre SARS-CoV2 y MTB podria aumentar la severidad y mortalidad
de la enfermedad. No menos importante, las similitudes de la sintomatologia clinica,
tales como: tos, fiebre, dificulta respiratoria, lesiones pulmonares, entorpecen el
diagndstico de la tuberculosis, favoreciendo su propagacién (Ahmad, 2011; Gao et
al., 2021; Guan et al., 2020; Visca et al., 2021).

Dentro de este panorama, Chile se presenta como un pais de baja
prevalencia de la tuberculosis, en gran parte, gracias a la planificacion
implementada en la Estrategia Nacional de Salud y a las labores realizadas por el
Programa de Control y Eliminacion de la tuberculosis del Ministerio de Salud
(PROCET) (Herrera & Farga, 2015). EI PROCET tenia como meta disminuir la tasa
de incidencia a 5 por cada 100000 habitantes y, de esta manera, eliminar la
tuberculosis como problema de salud publica para el afio 2020; sin embargo, a
pesar de los avances logrados, estos resultaron ser insuficientes para dar
cumplimiento a las metas planteadas. Segun el ultimo informe del ministerio de
Salud, en el ano 2021, la tasa de incidencia de tuberculosis fue de 13,3 casos por
100000 habitantes, lo cual representé un aumento de 7,3% respecto al afio anterior.
Es importante destacar que en el contexto de la pandemia COVID-19 se produjo
una marcada disminucion de las actividades de pesquisa de tuberculosis, lo cual
ha repercutio directamente en el nUmero de casos diagnosticados (Escobar & Pefia,
2022).

Entre los distintos casos de tuberculosis, la tuberculosis pulmonar con

bacteriologia positiva tiene especial relevancia dado que se trata de personas
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infectadas con alta probabilidad de transmitir la enfermedad. Durante la ultima
década, la evolucion de la tasa de incidencia de tuberculosis pulmonar con
bacteriologia positiva ha mostrado una tendencia al aumento, llegando a un maximo
de 11.6 casos por 100000 habitantes en el afio 2019. Inesperadamente, para el
2020, la tasa de incidencia disminuyd drasticamente a 9 por 100000 habitantes
motivo de la pandemia mundial. No obstante, este hecho solo es un indicador de la
disminucion severa de las actividades de localizacion de casos, reflejada en una
caida del 70% en el numero de muestras procesadas para el diagnostico de
tuberculosis pulmonar. En el ano 2021, el 79,4% de los casos de tuberculosis
corresponden a formas pulmonares y 20,6% a extrapulmonares. Esto representa
un aumento de 0,9 puntos en la tasa de incidencia de casos pulmonares con

respecto al afio anterior (Escobar & Pefa, 2022; Kim et al., 2024).

El aumento en la incidencia de tuberculosis pulmonar evidencia la
persistencia de las fuentes de infeccion en las distintas comunas del pais. En enero
de 2022 entrd en vigor la nueva norma técnica del PROCET, la cual refuerza
estrategias dirigidas a mejorar focalizacion de la pesquisa de tuberculosis pulmonar
mediante el uso de pruebas diagndsticas de mayor rendimiento (Escobar & Pefia,
2023).

3. Diagnéstico de la tuberculosis

La situacion epidemiolégica evidencia la necesidad de fomentar estrategias
dirigidas a detectar oportunamente los casos de tuberculosis en las distintas
regiones del pais. El principal reto consiste en innovar los métodos diagnosticos y
que estos se encuentren disponibles en los centros de atencion de nivel primario
(Escobar & Pena, 2023). En la practica clinica, el diagnéstico de la tuberculosis
representa un desafio, y en ocasiones, esta suele confundirse con otras infecciones
del tracto respiratorio como la neumonia, retrasando asi la deteccion de la bacteria
y por ende el tratamiento oportuno. Al presente, se han desarrollado diversos

meétodos de diagnostico basados en técnicas microbiologicas, bioquimicas,
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quimicas y moleculares que han facilitado la deteccion de MTB y el reconocimiento
de pacientes infectados, no obstante, estos presentan ciertas limitaciones durante

su utilizacién en la practica rutinaria (Lange & Mori, 2010; Small & Pai, 2010).

El método primario para la deteccion de MTB es la microscopia directa de
frotis de esputo. La tincion mediante el método de Ziehl-Neelsen permite la
identificacion de MTB como bacilos largos, curvados y en cadena, y su
diferenciacion de micobacterias no tuberculosas. La técnica es rapida, simple, de
bajo costo y proporciona resultados en pocas horas; no obstante, la sensibilidad es
baja, en extremo variable (20-60%) y su rendimiento depende de la carga
bacteriana y las condiciones de operacion, Adicionalmente, la sensibilidad de la
técnica es aun menor en pacientes menores a 12 afios e inmunocomprometidos
(Caulfield & Wengenack, 2016; Singhal & Myneedu, 2015). Por estos motivos, el
cultivo de la micobacteria es necesario para la confirmacion del diagnostico inicial.
El cultivo bacteriano es el método gold standard para la identificacion de MTB.
Generalmente, el cultivo se realiza en medio sélido de Lowenstein-Jensen (L-J)
constituido por proteina de huevo, harina de patata, sales y glicerol. El cultivo en
medio L-J permite el crecimiento selectivo de MTB y provee resultados entre 4 a 8
semanas; no obstante, en el 10 a 20% de los casos identificados como positivos
mediante microscopia, la micobacteria no puede ser cultivada (Andersen et al.,
2000; Caulfield & Wengenack, 2016). De igual modo, el tiempo de espera requerido
para la confirmacion del diagndéstico retrasa la aplicacion del tratamiento adecuado.
Con la finalidad de mejorar el rendimiento del método y disminuir el tiempo de
cultivo se han desarrollado sistemas automatizados utilizando medios liquidos. Al
presente, existen tres sistemas comerciales aprobados por la FDA: BACTEC MGIT
960, VersaTREK y MB/BacT Alert 3D (Adler et al., 2005; Cruciani et al., 2004;
Falconi et al., 2008). La utilizacion de un medio liquido disminuye significativamente
el tiempo de cultivo (2-4 semanas) e incrementa el rendimiento debido al gran
numero de muestras que pueden ser procesadas simultdneamente. A pesar de

esto, la probabilidad de contaminacion es mayor cuando se emplea medio liquido,
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por ende, se requiere de personal capacitado y laboratorios con la infraestructura
adecuada, ademas, el elevado coste de los equipos requeridos limita su aplicacion
(Martinez et al., 2014; Rodrigues et al., 2009; Yuksel et al., 2011).

La implementacion de técnicas moleculares para la deteccion de MTB
representa un gran avance en el diagnéstico. En la actualidad, existen varias
tecnologias aplicadas en laboratorios de diagndstico clinico, tales como:
amplificacion de acidos nucleicos (Barrett et al., 2002; Chen et al., 2015; Lee et al.,
2013), hibridacion de sondas (Morgan et al., 2005; Tortoli et al., 2010), genotipado
(Raveendran et al., 2012) y espectroscopia de masas (Buckwalter et al., 2016;
Khéchine et al., 2011). Las técnicas moleculares presentan varios beneficios frente
a los métodos convencionales: menor tiempo de deteccion, alta sensibilidad y
especificidad (los valores oscilan entre 85-100% y 95-100%, respectivamente) y
rapida identificacion de mutaciones de MTB asociadas a la resistencia a farmacos
de primera linea (rifampicina, isoniazida, etambutol, pirazinamida) (Drobniewski et
al., 2003; Morgan et al., 2005; Raveendran et al., 2012). A pesar de las evidentes
ventajas, las técnicas moleculares presentan ciertas limitaciones. Algunas
tecnologias no han sido aprobadas por la FDA; hoy en dia, solamente 8 ensayos
basados en la amplificacion e hibridacion de acidos nucleicos son reconocidos por
este organismo. Por otra parte, estas tecnologias resultan ser de gran utilidad para
los casos positivos identificados mediante microscopia donde se requiere la
confirmacion del diagndéstico; mientras que, en los casos negativos, la sensibilidad
del ensayo disminuye y solo se sugiere su utilizacién cuando la sospecha de
infeccion por tuberculosis es alta basada en la historia clinica del paciente (FDA,
2021; Ginocchio, 2011). No menos importante, la mayoria de estas tecnologias han
sido desarrolladas para su empleo en clinicas y laboratorios especializados, lo que
implica un costo elevado y, por ende, dificulta su empleo para el diagnéstico
temprano de la tuberculosis en establecimientos de atencion primaria (Singh et al.,
2019).

22



La prueba cutanea de tuberculina (TST por sus siglas en inglés),
desarrollada por Mantoux en 1930, es una de las pruebas mas antiguas empleada
en el diagndstico clinico, en particular, para la identificacion de pacientes con LTBI
(Robin et al., 1993). La TST se basa en la respuesta inmunitaria mediada por
células frente a la inoculacion intradérmica de tuberculina PPD, una mezcla cruda
de mas de 200 proteinas de MTB. A pesar de su amplia utilizacion, la TST posee
una baja especificidad (falsos positivos debido a la vacunacion previa con BCG o a
la exposicion previa a micobacterias ambientales) y una baja sensibilidad (falsos
negativos sobre todo en nifios e individuos inmunodeprimidos) (Brock et al., 2004).
Ademas, la TST no diferencia entre la fase activa y latente de la enfermedad, por lo
que se precisa de estudios microbiologicos, radiolégicos y moleculares adicionales
para establecer el diagnodstico (Shingadia & Novelli, 2008; Tissot et al., 2005).
Posteriormente, se desarroll6 el ensayo de liberacion de interferon gamma (IGRA
por sus siglas en inglés) que consiste en la deteccion de la respuesta inmune
celular, especificamente de células T frente a antigenos de MTB: ESAT-6, CFP-10
y TB-7.7, que estan ausentes en gran parte de micobacterias no tuberculosas y el
bacilo de Calmette-Guérin (Diel et al., 2009). El ensayo ha sido utilizado como una
alternativa factible a la tradicional prueba de tuberculina, principalmente en paises
desarrollados, siendo especialmente util para el diagnéstico de la infeccidn latente,
pero con limitada precision en la identificacién de la infeccion activa (tuberculosis
pulmonar) (Lee, 2015; Pinto et al., 2011). La especificad del ensayo es muy baja en
pacientes con sospecha de tuberculosis pulmonar debido a la variabilidad en la
cobertura poblacional de los antigenos de MTB, por este motivo, no resulta
apropiado su empleo en paises pobres y en vias de desarrollo, donde la prevalencia
de la enfermedad es elevada (Pai et al., 2006). Con respecto a los aspectos
operacionales, los costes de reactivos son altos, y en general, para su ejecucion se
requiere de laboratorios con infraestructura adecuada y personal capacitado,
restringiendo su implementacion en centros de atencién con recursos limitados
(Chen et al., 2011; Sester et al., 2010).
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Dentro de este contexto, los principales métodos utilizados en Chile para la
deteccion de MTB son la microscopia de frotis de esputo y el cultivo bacteriano.
Para el cultivo se utiliza la técnica de Petroff modificada en conjunto con la siembra
en medio a base de proteina de huevo. La resistencia a farmacos de primera linea
se evalua mediante la tecnologia de hibridacién en tiras con sondas LPAs (Escobar
Salinas, 2021). Otros métodos complementarios, como la amplificacién de acidos
nucleicos, secuenciacidon gendmica y genotipificacién son utilizados para casos
clinicos individuales especiales, por lo tanto, si bien la adquisicion de estas
tecnologias es promovida por el PROCET, deben ser financiadas por el servicio de
salud correspondiente. De momento, la incidencia de la tuberculosis pulmonar en
Chile esta en aumento como consecuencia del deterioro de las actividades
enfocadas al diagndstico temprano de casos en los centros de atencién de nivel
primario (Kim et al., 2024). Este hecho evidencia las limitaciones de los métodos
utilizados y expone la imperante necesidad del desarrollo de nuevas tecnologias de

diagnostico.
3.1. Métodos seroldgicos para el diagnéstico de la tuberculosis

Durante los ultimos anos, el interés por el desarrollo de una prueba
diagndstica basada en técnicas seroldgicas se ha intensificado (Burbelo et al.,
2015; Shete et al., 2017; Sun et al., 2021). Las pruebas serologicas se presentan
como una alternativa atractiva puesto que son rapidas, de bajos costos de
produccion en comparacion con las técnicas moleculares y, no requieren de
personal capacitado o infraestructura especializada para su ejecucion (Vainionpaa
et al., 2015). Estas caracteristicas son deseables para su uso en establecimientos
de salud de nivel primario, donde en ocasiones, los recursos para el diagnéstico
son limitados. Al presente, existen varias pruebas serologicas comerciales, sin
embargo, ninguna directriz internacional recomienda su empleo para la deteccion
de MTB, incluso la Organizacion Mundial de la Salud desestima su utilizacion

(Grenier et al., 2012). Distintas revisiones sistematicas focalizadas en la precision
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diagnostica de las pruebas seroldégicas comerciales sefialan que los datos
publicados generan estimaciones inconsistentes e imprecisas de la sensibilidad y
la especificidad. Los estudios mostraron una considerable heterogeneidad con
valores de sensibilidad que oscilaban del 0% al 100% y valores de especificidad
entre 31% y 100%. Asimismo, cuando el analisis se restringid a los estudios
realizados en paises de ingresos bajos y medios, la sensibilidad (del 16% al 91%)
y la especificidad (del 31% al 100%) fueron en extremo variables (Dinnes et al.,
2007; Steingart et al., 2009; Steingart et al., 2011; Karen R. Steingart et al., 2007;
Karen R Steingart et al., 2007; Steingart et al., 2012).

Basandose en estos estudios, la OMS declard que la evidencia existente es
insuficiente para asegura que las pruebas serologicas disponibles actualmente
optimicen el diagndstico de tuberculosis. Asimismo, el organismo advirtié que las
altas proporciones de resultados falsos positivos y falsos negativos atentan contra
la seguridad del paciente, por ende, los riesgos superan en gran medida cualquier
posible beneficio ((OMS), 2011). Pese a esto, en muchas partes del mundo estas
pruebas son ampliamente comercializadas. De acuerdo con un estudio reciente, las
pruebas seroldgicas son utilizadas en paises con alta incidencia de tuberculosis
como Afganistan, Bangladesh, Brasil, Cambodia, China, Etiopia, India, Indonesia,
Kenia, Pakistan, Rusia, Filipinas, Sudafrica, entre otros (Grenier et al., 2012). En
ninguno de estos paises existen politicas que regulen su comercializacién y son
utilizadas principalmente en el sector privado como fundamento para iniciar el
tratamiento de la tuberculosis. En particular, India es el pais que mayor cantidad de
pruebas serologicas realiza con un promedio de 1.5 millones anuales. El
inmunoensayo enzimatico Pathozyme® Myco IgG, IgA e IgM desarrollado por
Omega Diagnostics es empleado comunmente en la India, no obstante, se ha
demostrado que su rendimiento para el diagndstico de la tuberculosis es deficiente.
Los valores de sensibilidad del ensayo para IgM, IgA e IgG estan por debajo del
50% (IgM 48.7%, IgA 25.7%, IgG 24.4%) mientras que el valor maximo de
especificidad apenas alcanza el 80% (IgM 71.5%, IgA 80.5%, IgG 76.6%) (Singh et
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al., 2012). Otras pruebas empleadas son MycoDot (Mossman Associates, Millford,
MA, EE.UU.), ICT TB (ICT Diagnostics, Sydney, NSW, Australia), SD Rapid TB (SD
Bio Standard Diagnostics, Gurgaon, India), TB 1gG, IgM, IgA (J. Mitra & Co., Delhi,
India), y Anda TB (Anda Biologicals, Estrasburgo, Francia) (Dowdy et al., 2011;
Grenier et al., 2012; Singh & Katoch, 2011; Steingart et al., 2012). A pesar de estas
limitaciones, las pruebas seroldgicas seguiran siendo una alternativa atractiva para

el diagnostico de la tuberculosis.
3.1.1. Un nuevo enfoque: detecciéon de antigenos

En los ultimos anos, numerosas investigaciones se han enfocado en
identificar nuevos antigenos que permitan disefiar ensayos con la sensibilidad y
especificidad adecuadas para el diagnéstico. Brus et al identifico cuatro antigenos
derivados de enzimas lipoliticas: LipY, Rv0183, Rv1984c y Rv3452, que mostraron
altos niveles de especificidad (rango: 93,9-97.5%) y de sensibilidad (rango: 73.4-
90.5%) al ser empleados en un ensayo ELISA (Brust et al., 2011). De manera
similar, Jones et al utilizé una combinacion de antigenos sintéticos derivados de
lipidos naturales provenientes de MTB que contenian cadenas de acidos micdlicos
(principalmente mono y dimicolatos). Utilizando un solo antigeno, la sensibilidad y
especificidad del ensayo fueron del 85% y 88% respectivamente; esto aumenté al
96% y 95% mediante una combinacion estadistica de los resultados con siete
antigenos. Paralelamente, en un estudio ciego para evaluar su valor diagnéstico, la
sensibilidad y especificidad fueron del 87% y 83% empleando un solo antigeno
(Jones et al., 2017). En un estudio reciente, Ireton et al identificé que el 90% de
pacientes con tuberculosis pulmonar generaba anticuerpos contra 6 proteinas de
MTB: Rv0831, Rv2031, Rv2032, Rv2875, Rv0934, and Rv3874 (Ireton et al., 2010).
En especial, RV2031 (o conocida también como HspX) pertenece a la familia de

proteinas DosR que regulan el estado de latencia de MTB durante la infeccion.

HspX es una chaperona independiente de ATP que forma un complejo

oligbmero y desempefa una funcion protectora al impedir la agregacion de

26



proteinas desnaturalizadas, ademas, HspX también contribuye en el plegamiento
de proteinas junto con otras chaperonas. Estas funciones son importantes para la
supervivencia de MTB dentro de los macrofagos durante el proceso infectivo. La
expresion de HspX aumenta significativamente durante la transicion hacia la fase
estacionaria de crecimiento y representa uno de los principales antigenos
sintetizados al final de la fase logaritmica (Kumari et al., 2017; Sherman et al., 2001;
Siddiqui et al., 2011; Stewart et al., 2005). HspX ha mostrado un alto potencial
inmunogénico y augura ser un candidato propicio para la deteccion de MTB,
ademas de un prometedor candidato vacunal (Lew et al., 2020; Sergeeva et al.,
2021; Yousefi-Avarvand et al., 2018; Yuan et al., 2015). La presencia del antigeno
HspX durante el proceso infectivo de MTB es un marcador clave de la enfermedad.
Varios epitopos de la proteina HspX provocan una potente activacion de las células
Ty B especificas en modelos animales (Garton et al., 2008; Lew et al., 2020). Trilling
et al identificaron un repertorio de anticuerpos monoclonales mediante la
inmunizacion de llamas con lisados bacterianos de MTB inactivada. Los anticuerpos
obtenidos fueron especificos para MTB y reconocian exclusivamente la proteina
HspX, constatando su inmunodominancia frente a otros antigenos de MTB (Trilling
et al., 2011). Posteriormente, Srivastava et al determiné la afinidad del repertorio
por HspX mediante resonancia de plasmones superficiales. Dentro del repertorio,
dos anticuerpos exhibieron una mayor constante de asociacion: BF-10, Kd = 4x10°
8 My A-23, Kd = 2,4x10° M (Srivastava et al., 2013). Por otra parte, Pelaez et al
disefAaron un inmunoensayo basado en un biosensor para la deteccion directa y
cuantificacion de HspX. El método se fundamentaba en el uso de anticuerpos
monoclonales altamente especificos. El dispositivo mostré un limite de deteccion
de 0.63 ng/mL y un limite de cuantificacién de 2,12 ng/mL. El analisis de muestras
de esputo reveld diferencias significativas en la concentracion de HspX en
pacientes con tuberculosis en su fase activa (con niveles de concentracion entre
116-175 ng/mL) en comparacién con los pacientes no infectados (valores por

debajo del limite de deteccidn del ensayo) (Pelaez et al., 2020). Recientemente, se
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ha propuesto la deteccidon de HspX a partir de exosomas sanguineos como

potencial biomarcador para el diagnostico (Huang et al., 2021).

Dentro de las pruebas seroldgicas, el inmunoensayo de flujo lateral (IFL) es
ampliamente utilizado en distintos campos debido a su simplicidad, rapidez y
practicidad. Al presente, se han desarrollado un gran numero de IFL aplicados a la
deteccion de bacterias patdégenas y virus, tales como: E. coli O157:H7, Hepatitis B,
VIH, Brucella, Vibrio anguillarum, entre otros; incluso de moléculas de naturaleza
biolégica o quimica (Corstjens et al., 2011; Liu et al., 2015; Parpia et al., 2010; Shen
et al., 2015; Xia et al.,, 2013; Zhang et al., 2014; Zhao et al., 2014). Para el
diagnodstico de la tuberculosis, el IFL se presenta como una prometedora
herramienta para la deteccién in-situ, rapida, de bajo costo, que no requiere de
instrumentacion sofisticada, de manera que su implementacion resultaria rentable
en establecimientos de salud con recursos limitados. Distintos grupos de
investigacion han desarrollado pruebas serolégicas para la identificacion de MTB
basados en antigenos distintos a HspX. El kit SD Bioline TB Ag MPT64 permite la
identificacion de la proteina MPT64 en cultivos liquidos de la micobacteria. El
ensayo ha demostrado tener una alta sensibilidad y especificidad, no obstante, se
han reportado casos de falsos positivos frente a Mycobacterium marinum y
Staphylococcus aureus, ademas de falsos negativos en mutantes de la proteina
MPT64. Del mismo modo, el cultivo liquido de la micobacteria como paso previo a
la deteccion presenta una limitacion para su aplicacion (Chikamatsu et al., 2014;
Orikiriza et al., 2017). Otros antigenos: MTB38, CFP10, ESAT6, han mostrado
resultados promisorios para la deteccion de MTB, sin embargo, requieren de
investigaciones posteriores para comprobar su sensibilidad y especificidad con
muestras de pacientes que reflejen adecuadamente la infeccion por tuberculosis
(Ariffin et al., 2020; Mdluli et al., 2014). Actualmente, solo una prueba IFL basa en
la deteccion del antigeno lipoarabinomanano (LAM) en orina ha sido aprobada por
la OMS para el diagnostico de la tuberculosis en su fase activa. La prueba tiene

una sensibilidad suboptima para el diagndstico en pacientes no
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inmunocomprometidos, no obstante, ha mostrado una mayor sensibilidad en
pacientes coinfectados con VIH, siendo mas alta en pacientes con recuentos bajos
de linfocitos CD4+.

4. Anticuerpos: un componente clave para el desarrollo de pruebas
seroldgicas

El desarrollo de una prueba seroldgica requiere de anticuerpos altamente
especificos y con una alta afinidad por el antigeno de interés. Un anticuerpo
especifico garantiza la ausencia de reacciones cruzadas con antigenos diferentes
al objetivo, productos metabdlicos estrechamente relacionados o proteinas
homologas. Por otra parte, la afinidad de un anticuerpo determina la concentracion
mas baja del antigeno que puede ser detectada (limite de deteccién), por ende,
afecta directamente a la sensibilidad del ensayo. Habitualmente, la utilizacion de
anticuerpos monoclonales permite desarrollar pruebas diagndsticas con un rango
de deteccion entre 0.01 ng — 0.1 ng. Esta fluctuacién depende principalmente de

las caracteristicas particulares de la interaccion anticuerpo-antigeno (Brown, 2009).

Amiruddin et al diseiid un prototipo de inmunoensayo de flujo lateral (IFL)
para la deteccidon de HspX. El prototipo utilizaba un anticuerpo monoclonal murino
para la captura del antigeno y un conjugado del mismo anticuerpo con
nanoparticulas de oro (AuNP) para la deteccidon. La sensibilidad analitica mostré
que el prototipo era capaz de detectar hasta 125 ng/mL de antigeno purificado, no
obstante, se requieren evaluaciones adicionales con cultivos microbiolégicos y
muestras clinicas de diferentes fluidos corporales como orina, esputo y suero para
determinar su viabilidad para la aplicacion clinica (Mohd Amiruddin et al., 2020). Por
otro lado, el analisis de muestras de esputo utilizando un ensayo inmunoabsorbente
ligado a aptameros (ALISA) para la identificacién de pacientes con tuberculosis en
su fase activa revel6 que la concentracion de HspX esta en un rango de 13 pM
(~0,01 ng/mL) a 648 nM (~500 ng/mL) (Lavania et al., 2018). De manera similar, el

analisis de muestra seroldgicas utilizando un sistema Luminex xMAP® bead-
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capture ELISA indicé que la concentracion promedio de HspX es de 860 pg/mL en
pacientes con LTBI y 40 pg/mL en pacientes con tuberculosis en su fase activa
(Castro-Garza et al., 2017). La evidencia cientifica respalda su valor diagnéstico y
potencial uso en la practica clinica. Ademas, los bajos niveles de concentracion de
HspX (pg/mL) en muestras biolégicas hace necesario el uso de anticuerpos de alta

afinidad para el diagnéstico.
4.1. Estructura de un anticuerpo

Los anticuerpos son glicoproteinas que pertenecen a la superfamilia de las
inmunoglobulinas. La estructura de un anticuerpo consiste en dos cadenas
polipeptidicas pesadas y dos cadenas ligeras que poseen un dominio amino
terminal variable (NH2) y un dominio carboxilo constante (COOH). Los dominios
variables son los responsables del reconocimiento del antigeno mientras que los
dominios constantes determinan sus funciones efectoras. EI dominio variable
puede ser fraccionado en tres regiones de secuencias aminoacidicas hipervariables
denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) y cuatro
regiones con secuencias aminoacidicas relativamente constantes nombradas

regiones framework (Abbas, 2012).

El sitio de unidn al antigeno (paratopo) esta conformado por los aminoacidos
procedentes de los tres CDR de la cadena pesada y los tres CDR de la cadena
ligera que debido a su alta variabilidad permiten que los anticuerpos puedan
reconocer una gran variedad de antigenos. Estructuralmente, el plegado de los
dominios variables conecta las regiones hipervariables, formando asi el paratopo,
que se apoya en una estructura formado por laminas beta que son los elementos
basicos de los dominios caracteristicos de las inmunoglobulinas (Stave &
Lindpaintner, 2013). El analisis tridimensional del paratopo ha reflejado que
solamente el 20-33% de los residuos aminoacidicos que conforman los CDRs
intervienen activamente en el reconocimiento de antigeno, especialmente los

residuos de las regiones CDR3 (Padlan et al., 1995; Peng et al., 2014). Ademas, se
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ha demostrado que cinco de las seis regiones hipervariables adoptan un numero
limitado de conformaciones y, solamente, la region CDR3 de la cadena pesada
muestra una marcada variabilidad conformacional (Mitchell & Colwell, 2018; Stave
& Lindpaintner, 2013). Por otra parte, se ha observado que el paratopo esta
enriquecido en residuos aromaticos como: fenilalanina, triptéfano y tirosina, siendo

este ultimo el mas importante (Robin et al., 2014; Weitzner et al., 2015).
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Figura 3. Estructura de un anticuerpo.

La estructura de un anticuerpo consiste en dos cadenas polipeptidicas pesadas (VH) y dos cadenas
ligeras (VL) que poseen un dominio amino terminal variable y un dominio carboxilo constante. Dentro
del dominio variable se encuentre tres regiones de secuencias aminoacidicas hipervariables
denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) que son los responsables
del reconocimiento del antigeno. Figura creada en Biorender.

4.2. Maduracion in-vitro de anticuerpos

Durante la respuesta inmune adaptativa, los anticuerpos son sometidos a un
proceso conocido como maduracion de la afinidad, en el cual sus regiones variables

experimentan un mecanismo conocido como hipermutacion somatica (HSM) y se
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seleccionan en funcion de su interaccidn con un antigeno especifico. Este proceso
permite distinguir entre anticuerpos de alta y baja afinidad mediante seleccion
clonal, favoreciendo aquellas inmunoglobulinas que exhiben una menor tasa de
disociacion (Gitlin et al.,, 2014; Jacobs & Bross, 2001). Sucesivas rondas
inmunizacién dan lugar a anticuerpos con afinidades que oscilan entre niveles
micromolar y nanomolar (Batista & Neuberger, 1998; Poulsen et al., 2011). Sin
embargo, ciertas aplicaciones requieren anticuerpos con afinidades aun mayores.
La maduracion in-vitro busca replicar este proceso mediante la generacién de
bibliotecas de anticuerpos con diversidad en sus secuencias y la posterior seleccion
de clones con mejores caracteristicas, como mayor afinidad o estabilidad
estructural (Li et al., 2023; Tabasinezhad et al., 2019). La combinaciéon de
metodologias para la expresion heterdloga de proteinas, que permiten la
produccion de fragmentos funcionales de anticuerpos, con técnicas de
mutagénesis, posibilita el desarrollo de anticuerpos personalizados. No obstante.
dada la naturaleza aleatoria de este enfoque, la mutagénesis in-vitro puede
introducir cambios que pueden afectar la estabilidad del anticuerpo, lo que

representa un desafio que debe abordado (Teixeira et al., 2022).
4.2.1. Mutaciones puntuales

Este enfoque busca introducir mutaciones aleatorias en numero reducido
aminoacidos de manera progresiva en cada nueva variante generada durante el
proceso de mutagénesis del anticuerpo. La tasa de mutacion debe ser
suficientemente alta para generar distintas alternativas estructurales, pero sin
excederse, para evitar analisis complejos de clones en los que mutaciones con
efectos positivos y negativos puedan compensarse entre si (Julian etal., 2017). Las
mutaciones suelen limitarse a las regiones CDR, ya que estas secuencias
contribuyen a la conformacion de la mayoria de paratopos, en lugar de distribuirse
a lo largo de toda la secuencia del anticuerpo con el riesgo de afectar su estabilidad
(Mondon et al.,, 2007; Peng et al.,, 2022). No obstante, se ha demostrado
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experimentalmente que ciertas mutaciones en regiones estructurales pueden
resultar beneficiosas. Por ejemplo, la incorporacidon progresivamente de
mutaciones puntuales aleatorias en las cadenas VH y VL aument6 250 veces la
afinidad de un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) por el estradiol-173 con
respecto al anticuerpo parental (Ka: 1.3 x 10" M-") (Oyama et al., 2013). De manera
similar, la afinidad del anticuerpo AFB1 se increment6é mas de 20 veces combinando
mutaciones puntuales en las regiones framework FR2, FR4 y en el CDR3 de la
cadena VH (Pang et al., 2022).

Dado que la region CDR3 suele ser el principal objetivo de mutagénesis
durante el proceso de maduracion de la afinidad, esta estrategia sigue reduciendo
drasticamente el numero de variantes potenciales y la carga de trabajo posterior, a
pesar de que su secuencia es normalmente larga (Douthwaite et al., 2015; Yan et
al., 2014). Ademas, existe una tendencia a focalizar las mutaciones en los “puntos
calientes de unidén” del anticuerpo, donde los métodos computacionales han

resultado utiles en su identificacion (Kiguchi et al., 2021; Myung et al., 2020).
4.2.2. Chain shuffling

Este método es utilizado para diversificar ligandos recombinantes derivados
de anticuerpos convencionales. Una de las dos cadenas del anticuerpo se sustituye
por una biblioteca de variantes, mientras que la otra se mantiene constante. Esta
estrategia ha sido empleada para generar anticuerpo de alta afinidad a partir de
material genético obtenido de animales inmunizados con un antigeno especifico y
ha demostrado su eficacia en la optimizacion de fragmentos scFv como de
fragmentos Fab. La aplicacién de esta técnica ha permitido aislar mutantes de
fragmentos scFv contra las Arginasa 2 que exhibian un aumento de 58 veces en su
afinidad. De manera similar, un fragmento Fab mostr6é una afinidad 8 veces mayor

por la cobratoxina en comparacioén con el fragmento parental.

Otra técnica relacionada es el DNA shuffling, que implica la generacién de

bibliotecas de fragmentos de ADN aleatorios a partir de fragmentos de secuencias
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de anticuerpos previamente seleccionadas que luego se reensamblan en
secuencias completas (Liu et al., 2012; Stemmer, 1994). Aunque esta técnica no se
utiliza habitualmente para la maduracién de la afinidad de anticuerpos, su
combinaciéon con el chain shuffling ha resultado efectiva, ya que introduce
mutaciones distribuidas uniformemente a lo largo de toda la secuencia del
anticuerpo (Bowers et al., 2014; Thom et al.,, 2006). Harmsen et al utilizé6 esta
estrategia para mejorar las caracteristicas de un fragmento de anticuerpo de
dominio unico (VHH) de llama, obteniendo un mutante con una estabilidad 3 veces
mayor y una afinidad 10 veces superior (Harmsen et al., 2006). Este mismo enfoque
permitid la generacién de un mutante scFv contra el SARS-COV con una constante
de disociacion 270 veces inferior al parental y, mejorar significativamente la afinidad
de un anticuerpo IgM contra el péptido liberado de pro-grastina (Fermér et al., 2004;
Rani et al., 2012).

4.2.3. CDR walking

Es un método iterativo para introducir mutaciones de manera exclusiva en
las regiones CDR del anticuerpo. Generalmente, se generan y combinan diferentes
sub-bibliotecas antes de someterlas a un proceso de seleccion. A continuacion, el
mejor anticuerpo obtenido tras la maduracién de una regién CDR se utiliza como
referencia para la optimizacion de las demas regiones (Barderas et al., 2008; Wark
& Hudson, 2006). La modificacion del CDR-H1 y CDR-H2 tras un paso preliminar
de mutagénesis del CDR-H3 permitié mejorar 167 veces la afinidad del anticuerpo
neutralizante BAK1 (Thom et al., 2006). Este método resulta mas rapido y eficiente
cuando la optimizacién se realiza en paralelo en ambos dominios del fragmento
scFv. Steid et al aplicaron esta estrategia diversificando simultdneamente el CDR-
L3 y CDR-H2 para obtener un mutante con una afinidad 5000 veces superior en
comparacién con el fragmento Fab parental (Steidl et al., 2008). De manera similar,
esta aproximacién consiguié aumentar 420 veces la afinidad de un fragmento Fab

por la proteina de la envoltura del VIH-1 gp120 (Yang et al., 1995).
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4.2.4. Mutagénesis por saturacion

La mutagénesis por saturacién es un enfoque semirracional que implica la
mutacion sistematica de todos los aminoacidos de una region corta de un gen. La
técnica consiste en sustituir un coddén o conjuntos de codones por todos los
aminoacidos posibles, con el fin de explorar exhaustivamente todas las posibles
variantes. Entre las metodologias mas utilizadas para ejecutar esta técnica se
encuentran la mutagénesis en casete (Forloni et al., 2019), la amplificacion por PCR
(Dong et al., 2020), gene splicing por extension solapada (Doucet et al., 2004) y la
amplificacion mutagénica de plasmidos (Geddie & Matsumura, 2004). Puede
considerarse una extension del enfoque de mutaciones puntuales utilizado cuando
se dispone informacion previa de los aminoacidos con potencial mutagénico. Sin
embargo, dado que esta informacién puede ser imprecisa, la mutagénesis por
saturacién puede proporcionar resultados enganosos (Bhasin & Varadarajan,
2021).

Este método es mas adecuado para una secuencia target corta, ya que
cuando se aplica a mas regiones simultaneamente genera un numero exponencial
de variantes, lo que dificulta la realizacion de los analisis experimentales
posteriores. Este inconveniente puede reducirse utilizando herramientas
bioinformaticas para eliminar clones claramente defectuosos de las bibliotecas de
mutantes (Bhasin & Varadarajan, 2021; Gray et al.,, 2017). La mutagénesis por
saturacion ha demostrado su eficacia en la optimizacion de anticuerpos. Por
ejemplo, se logré reducir la susceptibilidad a la degradacion proteolitica en un
anticuerpo inhibidor de MMP-14, y se incrementd 10 veces la afinidad de un
nanoanticuerpo dirigido contra la toxina A de Clostridium difficile (Lee et al., 2019;
Lowden et al., 2022).

4.2.5. Mutagénesis sitio dirigida empleando TPFF

La mutagénesis sitio dirigida una de las estrategias mas utilizadas para el

analisis funcional y estructural de modificaciones especificas en proteinas (Dubey
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et al., 2019). Entre las diversas técnicas disponibles para su ejecucion destaca Los
métodos basados en la utilizacion de fagos filamentosos. La TPFF es una técnica
de seleccion in vitro que permite aislar rapidamente proteinas con las propiedades
deseadas, como una mayor afinidad, especificidad, estabilidad o una nueva
actividad enzimatica. La TPFF consiste en manipular genéticamente los
bacteriéfagos para que puedan expresar péptidos o anticuerpos en su superficie
(Smith & Petrenko, 1997). Su principal ventaja se basa en la vinculacién fenotipo a
genotipo de la proteina de interés que se expresa en la superficie del bacteriéfago
con el ADN codificador empaquetado dentro de la particula de fago, lo que permite
el enriquecimiento selectivo de la proteina de interés. Al tratarse de un método in
vitro, las condiciones de seleccion de union pueden controlarse estrictamente.
Ademas, debido a su rapidez y facilidad de uso, la TPFF es una excelente
plataforma para la ingenieria de anticuerpos o proteinas con propiedades
mejoradas (Frei & Lai, 2016; Marintcheva, 2018).

En un protocolo estandar, una gran variedad de moléculas de anticuerpos
mutadas artificialmente es expresada como fragmentos scFv o como fragmentos
Fab fusionados a la proteina de cubierta del fago filamentoso. El elevado niumero
de fagos producidos por la infeccion de E. coli es analizado sobre el antigeno de
interés inmovilizado en fase sélida para seleccionar los fagos que despliegan los
anticuerpos de mayor afinidad (Chowdhury & Pastan, 1999; Li et al., 2014). Dado
que los genes que codifican los anticuerpos de mayor afinidad estan empaquetados
en los fagos seleccionados, estos pueden clonarse facilmente y el fragmento de
anticuerpo puede expresarse en mayor cantidad (Hentrich et al., 2018). La
diversificacién de los genes del anticuerpo puede lograrse mediante mutagénesis
aleatoria en las cadenas VH y VL utilizando PCR propensa a errores o cepas
bacterianas con alta de tasa de mutacion (Irving et al., 1996; Low et al., 1996;
Martineau, 2002). No obstante, ciertas mutaciones disruptivas en las regiones
framework pueden afectar significativamente la afinidad y estabilidad del

anticuerpo. Para mitigar este problema, es mas eficaz dirigir las modificaciones
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hacia las regiones CDR, donde se concentra la mayor parte de la interaccion con
el antigeno. A pesar de esto, la mutagénesis de saturacion, capaz de generar todas
las combinaciones posibles de los veinte aminoacidos naturales en mas de ocho
posiciones, suele requerir bibliotecas que superan 1 x 10'? variantes, lo que resulta
inviable debido a las limitaciones en la eficiencia de transformacién (Chen et al.,
1999; Nur et al., 2024).

Los datos de cristalografia de rayos X, junto con calculos energéticos,
sugieren que solo una pequena fracciéon de la superficie de contacto entre el
anticuerpo y el antigeno contribuye significativamente a la afinidad (Webster et al.,
1994). En muchos casos, la superficie de interaccion incluye contactos repulsivos
que pueden incurrir en costes energéticos de varias kcal. Por lo tanto, la afinidad
de los anticuerpos podria mejorarse sustituyendo los contactos de baja afinidad o
repulsivos por interacciones de alta afinidad, preservado al mismo tiempo los
contactos esenciales responsables de la mayor parte de la energia de union (Chiu
et al., 2019; Padlan et al., 1989; Sheriff et al., 1987).

La mutagénesis parsimoniosa (PM) es un método asistido por computador
disefiado para explorar exhaustivamente las tres regiones CDR de una cadena
variable y generar variantes con caracteristicas mejoradas dentro de un tamafio de
biblioteca manejable. Para su construccion, estas bibliotecas utilizan codones
dopados de baja redundancia en combinacion con mezclas de nucleotidos
sesgadas. Estas mezclas son cuidadosamente disefiadas para potenciar la
presencia de sitios combinatorios con proporciones determinadas de aminoacidos
alternativos seleccionados. Este enfoque permite sondear sistematicamente la
superficie del antigeno, introduciendo variaciones en uno o pocos aminoacidos a la
vez y utilizando una amplia gama de cadenas laterales para descubrir e identificar

nuevos sitios de unién de alta afinidad (Balint & Larrick, 1993; Schier et al., 1996).
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Figura 4. Proceso de seleccién utilizando TPFF.

La figura muestra las diferentes etapas del proceso de seleccion. La biblioteca de fagos se genera
a partir de la transformacion bacteriana con una genoteca. Posteriormente, la biblioteca se incuba
con el antigeno o target de interés y se realizan multiples lavados en condiciones astringentes para
eliminar los fagos no unidos y descartar uniones débiles. Los fagos retenidos se eluyen para su

posterior analisis mediante secuenciacion de ADN. Figura creada en Biorender.

Distintos protocolos basados en la reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR) han sido desarrollados y optimizados para conseguir una mutagénesis eficaz
de la secuencia de ADN objetivo. La técnica desarrollada por Thomas Kunkel

permite generar mutaciones mediante la hibridacion de un oligonucleétido
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mutagénico en la region deseada de una plantila de ADN monocatenario que
contiene uracilo. La técnica de Kunkel se emplea de forma rutinaria para la
construccién de péptidos sintéticos, proteinas y bibliotecas de anticuerpos (Handa
& Varshney, 1998; Kunkel et al., 1991). Con respecto a este ultimo, la técnica
permite generar simultaneamente multiples mutaciones en las regiones CDR de un
anticuerpo. Durante la construccion de una biblioteca de anticuerpos, se sintetizan
oligonucledtidos degenerados para introducir un gran numero de variantes en

regiones especificas de los CDR (Liu et al., 2020).
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
1. Hipétesis

Las mutaciones en las regiones determinantes de la complementariedad
(CDR) incrementan la afinidad de un fragmento variable de cadena sencilla (scFv)
derivado del anticuerpo murino Tb HspX por el antigeno HspX de Mycobacterium

tuberculosis.
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2. Objetivos
Objetivo general:

Incrementar la afinidad del fragmento scFv derivado del anticuerpo Tb HspX

contra el antigeno HspX mediante técnicas de evolucion dirigida.
Objetivos especificos:

1. Obtener y caracterizar un fragmento scFv a partir del anticuerpo Tb HspX.

2. Generar una biblioteca de mutantes de fragmentos scFv mediante la técnica
de presentacion de proteinas sobre fagos filamentosos.

3. Obtener un fragmento scFv de afinidad mejorada por el antigeno HspX de

Mpycobacterium tuberculosis.
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1.

1.1.

1.2.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Cepas bacterianas

Escherichia coli, cepa Top10 (Life Technologies, EE.UU.): F— mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recA1 araD139 A(ara-leu)7697
galu galK A rpsL(StrR) endA1 nupG. Cepa bacteriana utilizada para la
amplificacion de plasmidos.

Escherichia coli, cepa TG1 (Lucigen, EE.UU.): [F' traD36 proAB laclqZ
AM15] supE thi-1 A(lac-proAB) A(mcrB-hsdSM)5(rK-mK-). Cepa bacteriana
utilizada para la amplificacién vy titulacién de fagos y, la generacion de
bibliotecas de anticuerpos expuestos en la superficie de fagos.

Escherichia coli, cepa CJ236 (Lucigen, EE.UU.): [F’ Tra+ Pil+ (CamR)] ung-
1 relA1 dut-1 thi-1 spoT1 mcrA. Cepa bacteriana utilizada para obtener ADN
uridinado.

Escherichia coli, cepa BL21 (DE3) F- ompT gal dcm lon hsdSB(rB—mB-)
A(DES3 [lacl lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]k-12 (AS) pLysS[T7p20
orip1sa J(CmR). Cepa bacteriana utilizada para la produccion de proteinas

recombinantes.
Bacteriéfago

Fago auxiliador KM13 (Source BioScience, Inglaterra): es un fago derivado
de M13 el cual lleva la mutacion Met40lle en gll, con el origen de replicacion
de P15A y el gen de resistencia a kanamicina de Tn903 insertados dentro
del origen de replicacién de M13. El fago auxiliador proporciona todas las
funciones del bacteriéfago necesarias para la sintesis del ADN circular de
simple cadena y para el ensamblaje de nuevas particulas de fagos que

presentan proteinas hibridas.
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1.3. Oligonucleétidos

La sintesis de oligonucledtidos disenados fue subcontratada a la empresa

GenScript (Korea).

= Biblioteca Vk-Lib1: oligonucledtidos mutagénicos para la construccion de la
biblioteca de variantes del fragmento de anticuerpo scFv HspX para las

regiones CDR1 y CDR3 de la cadena ligera.

L1: 5-TTT TTG TTG ATA CCAATG CAT 314 321 CAC 321 GCT GTT GGC GCT
GCAGGTC -3

L3: 5- CC GCC GAAGGT GTATTT 321 321 CCATTG CTG GCA GTAGTA GG -
3’
= Biblioteca VH-Lib2: oligonucledtidos mutagénicos para la construccién de la

biblioteca de variantes del fragmento de anticuerpo scFv HspX para las

regiones CDR1 y CDR3 de la cadena pesada.

H1: 5'- CGC TGC TTAACC CAA TG AAT 314 CGT 312 611GAT GTT GAA GCC
CGACGC GG -3

H3: 5- CTG ACC CCA GTA GAC AAAACC 615 625 644 341 ACC GCT ACG GGT
GCA GTAAT -3’

= Biblioteca VH-Lib3: oligonucleétido mutagénico para la Construccién de
biblioteca de variantes del fragmento de anticuerpo scFv HspX para la region

CDR2 de la cadena pesada.

H2: 5°- ATC CTG GAT ATT CGG GTC GTA 611 GGT 311 GCC 311 652 TGG 312
AAT 621 ACC AAT CCACTC CAGACCTT -3

Las mezclas de nucleétidos se codificaron mediante nimeros. 1 = T:0,91,
C:0,03, A:0,03, G:0,03; 2 =T:0,03, C:0,91, A:0,03, G:0,03; 3 =A:0,91, C:0,09; 4 =
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A:0,91, C:0,03, T:0,03, G :0,03; 5§ = T:0,03, G:0,91, A:0,03, C:0,03; 6 = A:0,09,

C:0,91. Los oligonucledtidos fueron sintetizados por GenScript (Piscataway, NJ).

1.4.

1.5.

Plasmidos

pHEN-1-Tryp: es un fagémido disefiado para TPFF vy, permite la expresion
de péptidos o proteinas foraneas fusionadas al extremo amino-terminal de
la proteina PIII del bacteriéfago M13. Ademas, entre los genes del péptido y
la proteina PIIl se encuentra una secuencia que codifica para un sitio de
corte reconocido por la enzima tripsina. El vector contiene la secuencia del
gen PIIl precedido por la sefial de secrecion pelB bajo el control
transcripcional del promotor lacZ. El fagémido contiene el origen de
replicacion f1 que permite su empaquetamiento en las particulas de fago que
expresan péptidos foraneos.

pET-15b: es un vector desarrollado para la expresion de proteinas
heterdlogas en E. coli (Novagen, EE. UU.). El vector permite la expresion de
la proteina de interés bajo el control del promotor de T7 ARN polimerasa.
Ademas, contiene la secuencia codificante para una cola 6xHis® al extremo
N-terminal de la proteina de interés.

pET-22b: es un vector desarrollado para la expresion de proteinas
heterdlogas en E. coli. El vector lleva una secuencia sefial pelB N-terminal
para una posible localizacién periplasmica, ademas de una secuencia His-

Tag® C-terminal opcional.
Medios de cultivo

Los componentes microbiolégicos como triptona, extracto de levadura y agar

fueron comprados a ThermoFisher Scientific (EE. UU.). Las sales y suplementos

fueron adquiridos en la companiia Merck Millipore (EE. UU.).

Medio LB: 10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 10 g/L NaCl.

44



Medio LB Agar: 10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 10 g/L NaCl, 15
g/L agar.

Medio 2YT: 16 g/L triptona, 10 g/L extracto de levadura, 5 g/L NaCl.

Medio TYE Agar: 10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 8 g/L NaCl, 15
g/L agar

Medio Minimo M9 Agar: 12,8 g/L Na2HPO4, 3 g/L KH2PO4, 1 g/L NH4Cl, 0,5
g/L NaCl, 15 g/L agar, 4% glucosa, 100 mM MgSO4, 10 mM CaClz, 1 ml de
Vitamina B1 (1 mg/mL).

1.6. Antibioéticos

Ampicilina (US Biological, EE. UU.).
Kanamicina (Merck Millipore, EE. UU.).
Cloranfenicol (Merck Millipore, EE. UU.).
Estreptomicina (Merck Millipore, EE. UU.).

1.7. Lineas celulares

Tb HspX (hibridoma de ratdn). Fusién entre mieloma murino SP2 y linfocitos de

ratbn desarrollado en el Laboratorio de Biofarmacos Recombinantes de la

Universidad de Concepcion.

1.8. Reactivos y soluciones de cultivo celular

Medio RPMI-1640 (Biological Industries, Israel).

Suero Fetal Bovino (Biological Industries, Israel).

Medio de crecimiento: RPMI-1640 suplementado con 10% (v/v) suero fetal
bovino.

Medio de congelacion: RPMI-1640 suplementado con 20% (v/v) suero fetal
bovino.

Azul de Tripan: 5 g/L Azul de Tripan (Merck Millipore, EE. UU.), 8,5 g/L NaCl
(Merck Millipore, EE. UU.).
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1.9. Proteinas

Endonucleasas de restriccion y modificacion: Las endonucleasas de
restriccidn y las enzimas de modificacion (T4 Ligasa, Fosfatasa Antartica y
ADN Polimerasas) utilizadas en este trabajo fueron compradas a New
England Biolabs (Inglaterra) y fueron utilizadas segun las recomendaciones
del fabricante.

Anticuerpo monoclonal anti-6X HisTag producido en ratén (BioLegend, EE.
uu.).

Anticuerpo contra IgG de ratén conjugado a Alexa-Fluor 680 (Jackson
ImmunoResearch, EE. UU.).

Anticuerpo contra bacteriéfago M13 conjugado con peroxidasa de rabano
picante (HRP, de su nombre en inglés, Horseradish peroxidase)

(SinoBiological, China).

1.10.Reactivos y soluciones generales.

1.10.1. Soluciones para extraccion y purificacion de ADN plasmidial.

Solucioén I: 50 mM Glucosa (Merck Millipore, EE. UU.), 25 mM Tris-Cl pH 8.0
(PanReac AppliChem, Alemania), 10 mM EDTA pH 8.0 (PanReac
AppliChem, Alemania), 0.1 mg/ml RNasa A (Macherey - Nagel, Alemania).
Solucion 1l: 0.2 M NaOH (Merck Millipore, EE. UU.), 1% (p/v) SDS (Merck
Millipore, EE. UU.).

Solucion lll: 5 M Acetato de potasio (Merck Millipore, EE. UU.), acido acético
glacial (Merck Millipore, EE. UU.).

Isopropanol (Merck Millipore, EE. UU.)

Etanol absoluto (PanReac AppliChem, Alemania).
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1.10.2. Electroforesis de ADN.

Tampon TAE: 40 mM Tris (PanReac AppliChem, Alemania), 1 mM EDTA
(PanReac AppliChem, Alemania), 20 mM acido acético (Merck Millipore, EE.
uu.).

Tampon de carga ADN 6x: 30% (v/v) Glicerol (PanReac AppliChem,
Alemania) y 0.25% (p/v) Azul de bromofenol (Merck Millipore, EE. UU.).

1% Bromuro de etidio en agua (Merck Millipore, EE. UU.).

Agarosa (Lonza Bioscience, EE. UU.).

Marcador de peso molecular de ADN 1kb (New England BioLabs, Inglaterra).

1.10.3. Electroforesis de proteinas.

30% (p/v) Acrilamida (PanReac AppliChem, Alemania), 0.8% (p/v)
Bisacrilamida (Merck Millipore, EE. UU.)

1.5 M Tris-HCI pH 8.8.

0.5 M Tris-HCI pH 6.8.

10% (p/v) SDS (Merck Millipore, EE. UU.).

10% (p/v) Persulfato de amonio (PanReac AppliChem, Alemania).

TEMED (PanReac AppliChem, Alemania).

Tampon de corrida: 25 mM Tris, 192 mM Glicina (PanReac AppliChem,
Alemania), 0.1% (p/v) SDS (Merck Millipore, EE. UU.).

Tampon de carga 6X con B-Mercaptoetanol (Condicion denaturante y
reductora): 10% (p/v) SDS, 0.6% (v/v) B-Mercaptoetanol (PanReac
AppliChem, Alemania), 0.012% (p/v) azul de bromofenol, 0.35 M Tris, 30%
(v/v) glicerol.

Tampédn de carga 6X (Condicién denaturante y no reductora): 10% (p/v) SDS,
0.012% (p/v) azul de bromofenol, 0.35 M Tris-Cl, 30% (v/v) Glicerol.

Patrén de peso molecular AccuRuler RGB Plus (MaestroGen, EE. UU.)
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Solucion de tincion Azul de Coomassie: 0.25% (p/v) Azul de Coomassie
brillante R250 (Merck Millipore, EE. UU.), 10% (v/v) acido acético (Merck
Millipore, EE. UU.), 45% (v/v) Metanol (Merck Millipore, EE. UU.).

Solucion de destincién: 5% (v/v) metanol, 7% (v/v) acido acético.

1.10.4. Western blot.

Tampédn de transferencia: 48 mM Tris, 39 mM Gilicina (PanReac AppliChem,
Alemania), 0.037% (p/v) SDS, 20% (v/v) Metanol.

TBS: 3,0 g/L Tris, 8,0 g/L NaCl (PanReac AppliChem, Alemania), pH 7,6.
Solucién de bloqueo para membrana: 5% (p/v) leche descremada en TBS.
Rojo Ponceau: 0.1% (p/v) Rojo Ponceau (Merck Millipore, EE. UU.) en 5%
(v/v) acido acético.

TBS-T: TBS con 0.1% (v/v) Tween-20 (Merck Millipore, EE. UU.).
Membrana Nitrocelulosa, Amersham Protran 0.2 ym, 300 mm x 4 m (Cytiva,
EE. UU.).

1.10.5. Cromatografia

NiSO4 (Merck Millipore, EE. UU.).

Imidazol (Merck Millipore, EE. UU.).

Chelating Sepharose Fast Flow (Cytiva, EE. UU.).
rProtein A Sepharose Fast Flow (Cytiva, EE. UU.).

1.10.6. Seleccién por TPFF.

Tampédn de recubrimiento: 2,93 g/L NaHCOs (Merck Millipore, EE. UU.), 1,52
g/L Na2COs (Merck Millipore, EE. UU.).

Tampon Fosfato Salino (PBS): 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI (Merck Millipore,
EE. UU.), 10 mM Na2HPO4 (PanReac AppliChem, Alemania), 1,8 mM
KH2PO4 (PanReac AppliChem, Alemania).

Solucion de bloqueo: BSA (PanReac AppliChem, Alemania) al 3% (p/v)
diluida en PBS.
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Tampén PBT: PBS, 1% (p/v) BSA, 0.1% (v/v) Tween 20.

TEA: 0,1 M Trietilamina.

Biblioteca de péptidos lineales: biblioteca de péptidos de 9 aminoacidos
aleatorios fusionados al extremo amino-terminal de la proteina plll utilizando

como fagémido el vector pHEN-1-Tryp.

1.10.7. Inmunoensayos.

Tampon de recubrimiento: 2,93 g/L NaHCOs3, 1,52 g/L Na2COs.

PBS-T: PBS con 0.1% (v/v) Tween-20.

Tampon sustrato (peroxidasa): 29.4 g/L Citrato trisédico dihidratado (Merck
Millipore, EE. UU.) pH 4,5 ajustado con HCI.

Solucion de revelado: mezcla de 5 mg de OPD (o-Fenilendiamina) (Santa
Cruz Biotechnology Inc.), 12.5 ml de tampédn sustrato, 5 pl de 30% peréxido
de hidrégeno (Merck Millipore, EE. UU.).

Solucién de parada: 2.5 M Acido sulfarico (Merck Millipore, EE. UU.).

1.10.8. Kits comerciales.

E.Z.N.A.® Plasmid Mini Kit Il (Omega Bio-Tek, EE. UU.), kit utilizado para
purificar ADN plasmidial desde bacterias.

E.ZN.A.® Gel Extraction Kit (Omega-Biotek, EE. UU.), kit utilizado para
purificar ADN plasmidial desde gel de agarosa.

E.Z.N.A.® Cycle Pure Kit (Omega-Biotek, EE. UU.), kit utilizado para purificar
productos de PCR.

E.Z.N.A. ® M13 DNA Mini Kit (Omega-Biotek, EE. UU.).

Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoScientific, EE. UU.), kit utilizado para

la cuantificacion de proteinas totales.

1.10.9. Equipos.

Agitador magnético con placa calefactora MSH-20A (Daihan Scientific
Co.Ltd., Corea).
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Agitador Orbital SHO-1D (Daihan Scientific Co.Ltd., Corea).

Bloque térmico MaXtable H10-Set (Daihan Scientific Co.Ltd., Corea).
Cabina de Flujo Laminar AVC-4D1 (ESCO Technologies, Inc., Singapur).
Centrifuga Sorvall Legend Micro 21 (Thermo Fisher Scientific, Alemania).
Centrifuga Sorvall RC6 plus (Thermo Fisher Scientific, Alemania).
Electroporador Gene Pulser Xcell (Bio-Rad, EE. UU.).

Lector de microplacas multimodo Synergy HTX (BioTek, EE. UU.).

Equipo de Trasferencia semi-humeda Trans-Blot SD Cell (Bio-Rad, EE. UU.).
Equipo foto-documentador Odyssey (LI-COR Biosciences, EE. UU.).
Fuente de poder PowerPac™ Basic (Bio-Rad, Singapur).

Fuente de poder EV 202 (Consort, Bélgica).

Homogeneizador EmulsiFlex C5 (Avestin, Canada).

Incubador digital SWIG-50 (Daihan Scientific Co.Ltd., Corea).

Incubador digital WIS-20 (Daihan Scientific Co.Ltd., Corea).

Incubador de placas de pozo profundo TS-DW (BioSan, Letonia)
Mezclador Vortex VM-10 (Daihan Scientific Co.Ltd., Corea).

Sistema de Cromatografia AKTA™ Start (GE Healthcare Bio-Sciences,
Suecia).

Transiluminador UV WUV-L10 (Daihan Scientific Co.Ltd., Corea).
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2. Métodos
2.1. Técnicas generales de analisis y manipulacion de ADN

2.1.1. Electroforesis en gel de agarosa

Se prepararon geles de agarosa al 1% (p/v) en tampdn TAE con bromuro de
etidio a una concentracion final de 2x10-° (p/v). Las muestras fueron mezcladas con
tampdn de carga para ADN previo a su carga en el gel. La corrida electroforética se
realizé a voltaje constante 100V durante 30 min. Los geles fueron visualizados en

un transiluminador UV.

2.1.2. Purificacién de ADN escala mini preparativa.

Se inocularon colonias aisladas de bacterias transformadas en 5 mL de
medio LB suplementado con el antibiético correspondiente. Los indculos se
incubaron a 37 °C 250 rpm durante 16 horas. Los cultivos se centrifugaron a 8000
rom durante 5 min. Se eliminé el sobrenadante y el pellet bacteriano se resuspendié
en 100 pL de solucidn I. Luego, se adicionaron 100 pL de solucion I, se mezclo por
inversion y se incubo 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se adicionaron
100 uL de solucién lll, se mezcld por inversion y se incubd 15 min en hielo. Las
muestras fueron centrifugadas a 12000 g por 15 min. El sobrenadante se transvasoé
a un tubo nuevo. Se adicioné 240 L de isopropanol, se mezcld por inversion y se
centrifugdé a 12000 g por 15 min. El sobrenadante fue descartado y el precipitado
se dejo secar a temperatura ambiente. El precipitado se resuspendié en 20 uL de
agua Grado Biologia Molecular. La presencia de ADN se detectd mediante

electroforesis en gel de agarosa.
2.1.3. Purificacion de ADN desde gel de agarosa.

Para la extracciéon de ADN a partir de gel de agarosa se utilizé el kit comercial
E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit (Omega-Biotek). Se procedi6é segun las instrucciones

del fabricante.
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2.1.4. Digestion analitica de ADN plasmidico

Con el objetivo de corroborar la identidad de los plasmidos se procedi6 a
realizar analisis de restriccion. La reaccion se realizé en un volumen de 20 pL que
contenian entre 0.5y 1 ug de ADN, enzima de restriccién a razén de 5U de enzima
por cada ug de ADN vy la solucion tampodn correspondiente (1X). Las reacciones de
digestién se incubaron durante 2 horas a 37 °C (o temperatura indicada por el
fabricante). La digestion se analizd6 mediante electroforesis de ADN en gel de

agarosa.
2.2. Técnicas generales de analisis y manipulacion de proteinas
2.2.1. Preparacioén de geles de poliacrilamida

Se prepararon geles denaturantes de poliacrilamida al 12% o 15% de 1,0
mm de grosor para todos los analisis realizados. Los geles de poliacrilamida se

prepararon de acuerdo con la Tabla 1.

Tabla 1. Preparacion de geles de poliacrilamida en condiciones denaturantes

Gel separador (1) Gel
12% 15% concentrador (1)

Agua (mL) 2 1,4 1,3
Acrilamida 30%-Bisacrilamida 0,8% (mL) 24 3 500
Tris HCI 1,5 M pH 8,0 (mL) 1,5 1,5 -
Tris HCI 0,5 M pH 6,5 (mL) - - 650
SDS 10% (pL) 60 60 25
PSA 10% (uL) 60 60 25
TEMED (uL) 5 5 4

2.2.2. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (PAGE).

Las muestras de proteinas se mezclaron con tampdén de carga (6X)
suplementado con -mercaptoetanol y se incubaron a 95 °C durante 5 min en placa

térmica. Las muestras denaturadas (25 uL aproximadamente) junto con el patrén
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de peso molecular se cargaron en los pocillos del gel de poliacrilamida. La corrida
electroforética se realizd a voltaje constante 110 V durante 120 min.
Posteriormente, se tifio el gel con solucion de Azul de Coomassie durante 1 hora
con agitacion constante. El resultado fue digitalizado utilizando el equipo LI-COR
ODYSSEY-CIx y el software Image Studio.

2.2.3. Western Blot

Finaliza la corrida SDS-PAGE, se realiz6 la transferencia de proteinas a una
membrana de nitrocelulosa utilizando una celda de transferencia semi-seca (Trans-
Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, BioRad) a intensidad de corriente constante (0.25
A), voltaje maximo 25 V durante 30 min. Terminada la transferencia, se bloque?é la
membrana con una solucion de leche descremada 5% (p/v) en TBS durante 2 horas
a temperatura ambiente. Luego, la membrana se incubd con una solucién de
anticuerpo primario preparada con leche descremada al 2% (p/v) en TBS-T durante
3 horas a temperatura ambiente. La membrana se lavo 3 veces durante 10 min con
TBS-T y se incub6é con una solucion de anticuerpo secundario (conjugado a
fluorocromo) durante 1 hora. La membrana se lavé 3 veces con TBS-T y fue analiza
en el equipo ODYSSEY-CIx para la deteccién de fluorescencia y se digitalizd

utilizando el software Image Studio.
2.2.4. Concentracion y diafiltraciéon de muestras de proteinas

Las soluciones de proteinas purificadas fueron concentradas y diafiltradas
utilizando tubos Amicon Ultra con membranas de tamafio de poro de 3 kDa, 10 kDa
y 35 kDa en funcion del peso molecular de la proteina. La solucion fue sometida a
centrifugaciones sucesivas de 25-40 min a 3900 g a 4 °C, hasta obtener un volumen
de solucion de 1 mL. Posteriormente, se intercambio el tamp+on de la solucion por
PBS. La solucién se diluy6 en PBS (hasta alcanza run volumen total de 10 mL) y
se centrifugd durante 25-40 min a 3900 g a 4 °C, hasta obtener un volumen de
solucion de 1 mL. Este procedimiento se repitié 3-8 veces. La muestra obtenida fue

almacenada a -20°C o -80°C.
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2.2.5. Cuantificacién de proteinas totales

La cuantificacién de proteinas totales fue realizada utilizando el kit Pierce
BCA Protein Assay (ThermoFisher Scientific, EE. UU.) segun el protocolo para

microplacas descrito por el fabricante.

2.3. Cultivo celular

2.3.1. Descongelacion

El ampula que contenia las células de hibridoma Tb HspX se descongelaron
en un bafio termorregulado a 37 °C. Las células se resuspendieron en 10 mL de
medio RPMI-1640 y se centrifugaron a 500 g durante 5 min. El sobrenadante se
descarto y las células se resuspendieron en 1 mL de medio de crecimiento (RPMI,
SFB 10%). Las células se sembraron en un frasco de cultivo T-25 (Corning, EE.UU.)
y se incubaron a 37 °C, en presencia de CO2 al 5% y con humedad relativa (HR)
del 95%.

2.3.2. Propagacion

A partir de un cultivo a un 95% de confluencia celular, las células se
desprendieron mediante esfuerzo mecanico y se centrifugaron a 500g durante 5
min. El sobrenadante se descarté y las células se resuspendieron en medio de
crecimiento. Se realiz6é conteo celular para determinar la cantidad a sembrar en los
frascos de cultivo. Las células se incubaron a 37 °C, en presencia de CO2 al 5% y
con humedad relativa (HR) del 95%.

2.3.3. Congelacién

Las células se ajustaron a una concentracion de 3x10° células/mL en medio
de congelacion (RPMI, SFB 20%, DMSO 20%), previamente enfriado a 2-4 °C. 1
mL de suspension celular se dispens6 en criotubos (Nalgene, EE.UU.) que se
mantuvieron a -80 °C durante 24 horas, para su posterior almacenamiento en

nitrégeno liquido.
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2.4. Obtencion de HspX recombinante

2.4.1. Produccioén de HspX recombinante

Para la producciéon de la proteina recombinante se utilizé la cepa E. coli
BL21-DES3. La transformacion bacteriana con el plasmido pET-15b HspX se realizo
mediante golpe térmico. La bacteria transformada se sembré en placas de agar LB
suplementadas con ampicilina. A partir de una colonia aislada, se prepard un
inéculo bacteriano (10 mL) que se diluyé en 500 mL de medio LB con ampicilina
(100 pg/mL). El cultivo se incubé a 37 °C, 200 rpm hasta alcanzar un valor
ODs00=0,6-0,8. La expresion de la proteina recombinante se indujo mediante la
adicion de IPTG (concentracion final 0.5 mM) y posterior incubacion a 37 °C, 200
rom durante 5 horas. Finalizada la induccion, el cultivo se centrifugd a 12000 g
durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se descartd y el pellet bacteriano se
resuspendié en tampdn de lisis (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, imidazol 50 mM, pH
8,0) suplementado con 1 mM inhibidor de proteasas PMSF (5 mL de tampon de lisis
por cada gramo de peso humedo de pellet). La ruptura celular se realizé utilizando
un molino de bolas. Finalizado el proceso, el lisado bacteriano se incubd se
centrifugé a 9000 rpm durante 30 min a 4 °C. El pellet represent6 la fraccion

insoluble (cuerpos de inclusion) y el sobrenadante la fraccion soluble.
2.4.2. Purificaciéon de HspX recombinante

Para la purificacion de la proteina se utilizé una matriz IMAC Sepharosa High
Perfomance. La matriz se equilibré con 10 volumenes de columna (Vc = volumen
de la matriz) de tampdn de equilibrio: Tris 50 mM, NaCl 150 mM, imidazol 50 mM,
pH 8,0, a un flujo de 1,5 mL/min. La fraccion soluble se diluyé en tampoén de
equilibrio (1:3) y se pas6 a través de la matriz a un flujo de 1,5 mL/min.
Posteriormente, se utilizé un gradiente de imidazol: 150 mM y 250 mM para el
lavado de la matriz a un flujo de 1,5 mL/min. La proteina se eluy6 con 350 mM de
imidazol a un flujo de 1,5 mL/min. Seguidamente, se intercambid el tampdn de la

proteina eluida utilizando una matriz Desalting Sephadex G-25. La matriz se
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equilibré con 10 Vc de buffer de intercambio PBS. a un flujo de 2 mL/min. La
proteina eluida se paso a través de la matriz a un flujo de 4 mL/min. La fraccion que
contenia la proteina en buffer de intercambio se recolectdé conforme a los cambios

en la conductancia observados en el cromatograma.
2.5. Obtencién del anticuerpo monoclonal Th HspX

2.5.1. Produccion del anticuerpo

Las células de hibridoma Tb HspX fueron cultivadas en frascos de cultivo T-
175 en medio de crecimiento. Una vez alcanzada una confluencia celular
aproximada del 90%, el medio se descarté y las células se lavaron 3 veces con
PBS. Se adicioné medio de crecimiento sin SFB y las células se incubaron durante
3 dias. ElI medio se recolectd y centrifugd a 12000 g a 4 °C durante 30 min. El

sobrenadante se almacend a -20 °C.
2.5.2. Purificacion del anticuerpo

Para la purificacion del anticuerpo se utilizé una matriz rProtein A Sepharose
Fast Flow. La matriz se equilibré con 10 volumenes de columna (Vc = volumen de
la matriz) de buffer de equilibrio PBS a un flujo de 3 mL/min. La muestra se diluyo
en buffer de equilibrio (1:3) y se pasé a través de la matriz a un flujo de 3 mL/min.
La proteina se eluyd con soluciéon 0.1 M Glicina a un flujo de 3 mL/min.
Seguidamente, se intercambio el buffer de la proteina eluida utilizando una matriz
Desalting Sephadex G-25.

2.6. Produccion del fragmento scFv HspX

El gen que codifica para el fragmento scFv derivado del anticuerpo Tb HspX
fue sintetizado por GenScript (Piscataway, NJ). El gen consiste en la cadena VH,
un linker Glicina/Serina, la cadena VL, 6xHis-TAG y los sitios de restriccion
enzimatica Sall y Notl. El fragmento scFv HspX fue clonado en el vector pET-22b.
Para la produccion del fragmento scFv se utilizé la cepa E. coli BL21-DE3. La

transformacién bacteriana con el plasmido pET-22b scFv HspX se realizé mediante
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golpe térmico. La bacteria transformada se sembré en placas de agar LB
suplementadas con ampicilina. A partir de una colonia aislada, se preparé un
inéculo bacteriano (10 mL) que se diluyé en 500 mL de medio LB con ampicilina
(100 pg/mL). El cultivo se incubé a 37 °C, 200 rpm hasta alcanzar un valor
ODs00=0,6-0,8. La expresion de la proteina recombinante se indujo mediante la
adicién de IPTG (concentracién final 0.5 mM) y posterior incubacién a 37 °C, 200
rom durante 5 horas. Finalizada la induccion, el cultivo se centrifugé a 12000 g
durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se descarté y el pellet bacteriano se
resuspendié en tampon de lisis suplementado con 1 mM inhibidor de proteasas
PMSF (5 mL de tampdn de lisis por cada gramo de peso humedo de pellet). La
ruptura celular se realizé utilizando un molino de bolas. Finalizado el proceso, el
lisado bacteriano se incubd se centrifugd a 9000 rpm durante 30 min a 4 °C. El
pellet representd la fraccion insoluble (cuerpos de inclusion) y el sobrenadante la

fraccion soluble.
2.7. Mutagénesis sitio-dirigida utilizando TPFF
2.7.1. Procedimientos generales

2.7.1.1. Produccioén del fago filamentoso KM13

Se prepard un indculo bacteriano a partir de una colonia individual TG1
(previamente sembrada en una placa de medio minimo M9) en 5 mL de medio 2YT.
El indculo se diluyd (1:50) en 5 mL de medio 2YT y se incubd a 37 °C, 150 rpm
hasta alcanzar una ODeoo de 0,5. Mientras tanto, se prepararon diluciones seriadas
(factor de dilucién 1:10) del stock de fago KM13 en 90 uL de medio 2YT. A cada
dilucion se adicionaron 90 pL del indculo y se incubaron a 37 °C durante 45 min.
Las diluciones se sembraron por separado en placas de medio TYE suplementadas
con kanamicina (50 pg/mL) y se incubaron a 37 °C durante 16 horas. Al dia
siguiente, se sembrd una colonia individual en 5 mL de medio 2YT. El inoculd se
incubd a 37 °C, 150 rpm hasta alcanzar una ODeoo ~ 0,5 y se diluyé con en 500 mL

de medio 2YT suplementado con kanamicina (50 ug/mL), se incubo6 a 30 °C, 150
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rom durante 18-20 horas. Transcurrido el tiempo, El cultivo se centrifugd a 10000
rom a 4 °C durante 10 min. El pellet bacteriano se desechd y se almacené el

sobrenadante que contiene los fagos a 4 °C.

2.7.1.2. Precipitaciéon de fagos

Se mezclaron 400 mL de sobrenadante de cultivo con 100 mL de solucién
PEG (20 % (p/v) PEG 6000, 2,5M NaCl). La solucion se incub6 a 4 °C durante toda
la noche. Al dia siguiente, la solucién se centrifugd a 10000 g a 4 °C durante 30
min. El sobrenadante se descarto y el pellet que contiene los fagos se resuspendio
en 4 mL de PBS, se adicion6 1 mL de solucién de PEG y se incubd en hielo durante
1 hora. La solucién se centrifugd a 10000 g a 4 °C durante 30 min. El sobrenadante
se descarto y el pellet se resuspendié en 800 pL de PBS, se adicionaron 200 pL de

solucién de glicerol (60 %) y los fagos se almacenaron a -80 °C.
2.7.1.3. Determinacion del titulo viral

Se prepard un indculo bacteriano a partir de una colonia TG1 (previamente
sembrada en una placa de medio minimo M9) en 5 mL de medio 2YT. El inéculo se
diluyé en 5 mL de medio 2YT y se incubd a 37 °C hasta ODsoo de 0,5. Se prepararon
diluciones seriadas (desde 10" hasta 10'?) de fago en 90 pL de medio 2YT. A cada
dilucion se adicionaron 90 L de indculo preparado anteriormente y se incubaron a
37 °C durante 45 min. Las diluciones se sembraron por separado en placas de
medio TYE suplementadas con kanamicina (50 pg/mL) y se incubaron a 37 °C
durante toda la noche. Se contaron las colonias formadas en cada una de las
placas, descartando aquellas que presentaban crecimiento masivo. El titulo viral se

determiné mediante la siguiente ecuacion:
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ufc  n.Fd.V;

ml - V,.V,
Donde: n = numero de colonias, Fd = factor de dilucion (10%), Vt = volumen
total, Vp = volumen de siembra en la placa (mL), V¢ = volumen de cultivo bacteriano

(mL).
2.7.2. Diseio y construccion de las bibliotecas de mutantes scFv HspX

2.7.2.1. Diversificacion de las regiones CDR

Las regiones CDR del fragmento scFv HspX se determinaron mediante el
esquema de definicion de Kabat. La estructura del fragmento scFv se predijo
utilizando los programas bioinformaticos AlphaFold, ABodyBuilder y IgFold. Con
base en las modelaciones se seleccionaron los aminoacidos candidatos para para
la diversificacion de las regiones CDR. El criterio de seleccion fue: los aminoacidos
expuestos al solvente cuyas cadenas laterales no apunten hacia el interior del
anticuerpo. Se seleccionaron 18 aminoacidos de cinco regiones CDR y se aplico el
método de mutagénesis parsimonica descrito por Balint & Larrick (1993) a cada
aminoacido. Las mutaciones se distribuyeron en tres bibliotecas: Vk-Lib1 con
mutaciones en las regiones CDR1 y CDR3 de la cadena variable ligera (VL), VH-
Lib2 con mutaciones en las regiones CDR1 y CDR3 de la cadena variable pesada
(VH) y VH-Lib3 con mutaciones en la region CDR2 de la cadena VH. La regién

CDR2 de la cadena VL se excluyo para la diversificacion.

En cada posicion, la diversidad se introdujo utilizando el codén degenerado
NNK; donde N=A, T, G o C; K= T o G; con mezclas no equimolares. Se disefiaron
oligonucledtidos mutagénicos que contenian las regiones CDR diversificadas y
regiones solapadas para asegurar la union del primer (Ver Secciéon 1.3). La
construcciéon de las bibliotecas se realizé segun lo especificado en la literatura
(Tonikian et al., 2007) incluyendo modificaciones por lo que a continuacidén se

detalla cada paso.
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2.7.2.2. Obtencién de ADN de simple cadena uridinado (dU-ssDNA)

El gen que codifica para el fragmento scFv HspX fue sintetizado por
GenScript (Piscataway, NJ). El gen codifica para la cadena VH, un linker
Glicina/Serina, la cadena VL, 6xHis-TAG vy los sitios de restriccién enzimatica Sall
y Notl. El fragmento scFv HspX fue clonado en el vector fagémido pHEN1-Trip con
su extremo C-terminal fusionado a la proteina de capside mayor P3 del fago M13.
La bacteria E. coli cepa CJ236 se transformd con el vector fagémido para la
produccion del ADN uridinado. Se inoculdé una colonia transformada en 5 mL de
medio 2YT suplementado con ampicilina (100 pg/mL), cloranfenicol (15 pg/mL) y
se incubo a 37 °C, 200 rpm toda la noche. El cultivo se diluyé en 500 mL de medio
2YT suplementado con ampicilina (100 ug/mL) hasta una ODsoo de 0,01. El cultivo
se incubd a 37 °C, 200 rpm hasta alcanzar una ODeoo de 0,1. Se adicioné el fago
helper KM13 con una multiplicidad de infeccién (MOI) de 5. El cultivo se incub6 a
37 °C durante 45 min sin agitacion y 45 min a 75 rpm. El cultivd se centrifugd a 5000
g durante 10 min. El sobrenadante se descarto y el pellet se resuspendié en 500
mL de medio 2YT suplementado con ampicilina (100 pg/mL), kanamicina (50
Mg/mL), uridina (0.25 pg/mL) y se incubd a 37 °C, 200 rpm durante 6 horas. El cultivo
se centrifugd a 10000 g por 10 min. Los fagos se precipitaron a partir del
sobrenadante con solucion PEG y se resuspendieron en PBS (Ver seccion 2.6.1.2).
Se purifico el ADN uridinado a partir de los fagos purificados utilizando el kit
E.Z.N.A.® M13 DNA Mini Kit siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.7.2.3. Sintesis del heteroduplex de doble cadena

En primer lugar, se realizo la fosforilacion de los oligonucleétidos mutagénicos.

La reaccidon se detalla a continuaciéon en la Tabla 2.
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Tabla 2. Fosforilacion de oligonucleétidos mutagénicos.

Componente Volumen Concentracion final
Oligonucleotido mutagénico Variable 0.6 ug

TM Buffer 10X 2L 1X

ATP 10 mM 2L 1 mM

DTT 100 mM 1L 5 mM

T4 Polynucleotide Kinase 2 ul 20U

H20 Hasta 20 yL

La reaccion se incubd a 37 °C durante 1 hora. Inmediatamente, se hibrido el
oligonucledtido fosforilado con el molde de dU-ssADN. La reaccion de hibridaciéon

se detalla a continuacion en la Tabla 3.

Tabla 3. Hibridacion del oligonucleétido mutagénico.

Componente Volumen Concentracion final
dU-ssDNA Variable 20 ug

TM Buffer 10X 25 uL 1X

Oligonucledtido fosforilado 20 uL 0.6 ug

H20 Hasta 250 uL

Similar a una amplificacion por PCR, se llevé a cabo un ciclo de denaturacién
e hibridacién del oligonucleétido mutagénico fosforilado de acuerdo con el siguiente
protocolo: 90 °C por 3 min, 50 °C por 5 min y 20 °C por 5 min. Luego, se adicionaron
las enzimas T7 ADN polimerasa y T7 ADN ligasa para completar la sintesis del

heteroduplex de doble cadena. La reaccion se detalla a continuacion en la tabla 4.
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Tabla 4. Sintesis del heteroduplex CCC-dsDNA.

Componente Volumen Concentracion final
dU-ssDNA/oligonucledétido 250 pL

ATP 10 mM 10 uL 346 uM

dNTP mix (25 mM cada nucleétido) 10 L 846 yM cada nucledtido
DTT 100 mM 15 uL 5.19 mM

T4 DNA ligasa 1L 2000 unidades de ligacién
T7 DNA polimerasa 3L 30U

La reaccion se incub6 a 20 °C toda la noche. Los productos de la

polimerizacién se purificaron utilizando el kit E.Z.N.A ® Cycle Pure.
2.7.2.4. Preparacion de bacterias E. coli TG1-KM13.

Una colonia aislada de E. coli TG1 infectada con fago auxiliador KM13 se
propago en 50 mL de medio 2YT suplementado con kanamicina (50 pug/mL). Seis
matraces tipo baffled de 2 L conteniendo 500 mL de medio 2YT suplementado con
kanamicina (50 pg/mL) se inocularon con 5 mL de E. coli TG1-KM13. Los cultivos
se incubaron a 37 °C, 200 rpm hasta alcanzar una ODeoo =0,6. Los cultivos se
incubaron en hielo durante 5 min y se centrifugaron a 5000 g a 4 °C por 10 min. El
sobrenadante se descartd y el pellet se resuspendiéo en 1 mM HEPES, pH 7.4. Este
paso se repitio tres veces. Luego, el pellet se resuspendié en 150 mL de glicerol
10% (v/v) y se centrifugd a 5000 g a 4 °C por 15 min. El sobrenadante se descarto
y los pellets se resuspendieron en un volumen final de 3 mL en glicerol 10%. Se
prepararon alicuotas de 350 pyL que se congelaron en nitrogeno liquido y

almacenaron a -80 °C hasta su utilizacion.
2.7.2.5. Generacion de las bibliotecas de mutantes scFv HspX

Para la generacion de las bibliotecas, se realizé la transformacion de
bacterias E. coli TG1-KM13 mediante electroporacion con las bibliotecas

construidas con anterioridad (Ver Seccién 2.7.2.2). La electroporacion se realiz6 en
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cubetas 2 mm bajo los siguientes parametros: 2,5 kV, 200 Q, 25 uF utilizando el
equipo Gene Pulser (Bio-Rad, EE.UU.). Inmediatamente, las bacterias se diluyeron
en 25 mL de medio 2YT y se incubaron a 37 °C, 200 rpm por 30 min. La diversidad
de las bibliotecas se determiné mediante diluciones seriadas a partir de 10 yL de
cultivo empleando un factor de diluciéon 1/10. Las diluciones se sembraron en placas
TYE suplementadas con ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron a 37 °C toda la
noche. Posteriormente, la diversidad se estimé basandose en el conteo de
unidades formadoras de colonias (UFC). El cultivo se diluyé en 500 mL de medio
2YT suplementado con ampicilina (100 ug/mL), kanamicina (50 yg/mL) y se incub6
a 37 °C, 200 rpm toda la noche. El cultivo se centrifugd a 12000 g por 10 min. Los
fagos se precipitaron a partir del sobrenadante (Ver Seccion 2.6.1.2) y se
resuspendieron en PBS. El titulo viral se determind mediante diluciones seriadas
(Ver Seccién 2.6.1.3).

2.7.3. Seleccién de mutantes scFv HspX con afinidad mejorada.

Se recubrié una placa de 96 pocillos High Binding Assay Costar ® con 100
ML de antigeno HspX disuelto en tampodn de recubrimiento a 4 °C toda la noche. La
placa se lavo tres veces con PBS y se incub6 con 300 pL de solucién de 3% (p/v)
BSA en PBS a 4 °C toda la noche. Los fagos de las bibliotecas previamente
construidas se diluyeron en buffer PBT. 100 pyL de solucion de fagos conteniendo
5x10'2 UFC se incubaron en los pocillos de la placa recubierta durante 1 hora a
temperatura ambiente. El sobrenadante se recuperd y se etiquetdé como fraccion no
unida (N). La placa se lavo 20 veces con una solucion PBS, 0,5% Tween 20. Previo
a la elucion de los fagos, la placa se incub6 con 100 uL de solucién 0.1 M TEA
(trietilamina) durante 10 min a temperatura ambiente. La placa se lavo 20 veces y
se incubd con 100 pL de solucion de Tripsina (0,1 mg/ml) durante 1 hora a
temperatura ambiente. El sobrenadante se recuperd y se etiqueté como fraccién
unida (B). La fraccion B se incubé con 30 mL de cultivo de E. coli TG1 (ODeoo ~0,5)

a 37 °C sin agitacion durante 1 hora. El cultivd se centrifugd a 5000 g durante 10
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min, el pellet se resuspendié en 1 mL de medio 2YT y las bacterias se sembraron
en placas TYE suplementadas con ampicilina (100 ug/mL). Las placas se incubaron
a 37 °C durante toda la noche. Las bacterias se rasparon con 5 mL de medio 2YT
y se diluyeron en 500 mL de medio 2YT suplementado con ampicilina (100 pg/mL)
a una ODeoo =0,1. El cultivo se incubé a 37 °C, 200 rpm hasta una ODeoo ~05. Se
adicion6 fago auxiliador KM13 y se incubd 37 °C durante 1 hora sin agitacion. El
cultivo se centrifugd a 5000 g y el pellet se resuspendié en 500 mL de medio 2YT
suplementado con ampicilina (100 pg/mL), kanamicina (50 pg/mL). El cultivo se
incubo a 30 °C durante 20 horas. El cultivo se centrifugd a 10000 g por 10 min y los
fagos se precipitaron del sobrenadante (Ver Seccion 2.6.1.2) y se resuspendieron
en PBS. El titulo viral se determind mediante diluciones seriadas (Ver Seccion
2.6.1.3). Los fagos obtenidos se utilizaron para la siguiente ronda de seleccion. En
total, se realizaron 3 rondas de seleccion, el enriquecimiento en cada ronda se

evalué mediante la determinacion del titulo viral de las fracciones N y B.

Finalizado el proceso de seleccion, clones individuales de la tercera ronda
se cultivaron en un formato de placa ELISA. Colonias aisladas de E. coli TG1 que
contenian los distintos fagémidos se inocularon en una placa de 96 pocillos de
fondo redondo que contenia 150 uL de medio 2YT suplementado con ampicilina
(100 pg/mL), 4% (p/v) glucosa y se incub6 a 37 °C, 200 rpm durante toda la noche.
Al dia siguiente, se inocul6 una placa de 96 pocillos que contenia 200 uL de medio
2YT suplementado con ampicilina (100 pg/mL), 4% glucosa con 5 pL del cultivo
anterior. La placa se incubd a 37 °C, 200 rpm durante 3 horas. Se adicion6 100 uL
por pocillo de medio 2YT suplementado con fago auxiliador y se incub6 a 37 °C
durante 1 hora sin agitacién. La placa se centrifugd a 3000 g durante 10 min. El
sobrenadante se descartd y las bacterias se resuspendieron en 200 yL de medio
2YT suplementado con ampicilina (100 pg/mL), kanamicina (50 ug/mL) y 0,1%
glucosa. La placa se incub6 a 30 °C, 200 rpm durante 20 horas. La placa se
centrifugd a 3000 g durante 10 min. El sobrenadante se utilizé directamente en un

ensayo ELISA para detectar las distintas mutantes scFv HspX con afinidad
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mejorada. Los sobrenadantes de cultivo se diluyeron en tampon PBT (dilucion 1:5)
y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en pocillos de una placa de
High Binding Assay Costar ® previamente recubierta con el antigeno HspX y
bloqueada con 3% BSA como se describié anteriormente. La placa se lavd 5 veces
con PBS, 0,5% Tween 20 y se incub6 con 100 yL de solucién de anticuerpo anti-
M13 HRP (dilucion 1:5000 en tampdn PBT) durante 1 hora a temperatura ambiente.
La placa se lavo 5 veces y se incubd con 100 uL de solucion de revelado durante
5-10 min a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo por la adicion de 50 uL de
solucion de parada y se determind la absorbancia mediante espectrofotometria a
492 nm. Los clones potenciales se identificaron como aquellos que mostraban
sefales ELISA al menos cinco veces mayores en placas recubiertas de antigeno

en comparacion con placas recubiertas de BSA.
2.7.3.1. Identificacion de mutantes scFv HspX con afinidad mejorada

Se utilizé un formato de ELISA competitivo para estimar rapidamente la
afinidad de los mutantes scFv HspX. Colonias aisladas de E. coli TG1 que contiene
los distintos fagémidos se cultivaron en una placa de 96 pocillos de fondo redondo
como se describié en la seccion anterior. Los sobrenadantes se diluyeron en
tampdén PBT (dilucién 1:5) con o sin 100 nM de antigeno HspX. Tras una hora de
incubacion a temperatura ambiente, las soluciones se transfirieron a pocillos de una
placa ELISA previamente recubierta con el antigeno HspX y bloqueada con 3%
BSA. La placa se incub6 a temperatura ambiente durante 15 min. La placa se lavé
5 veces con una solucion PBS, 0.5% Tween 20 y se incubo6 con 100 pL de solucién
de anticuerpo anti-M13 HRP durante 1 hora a temperatura ambiente. La placa se
lavd 5 veces y se incubd con 100 L de solucién de revelado durante 5-10 min a
temperatura ambiente. La reaccion se detuvo por la adicién de 50 pL de solucion
de parada y se determiné la absorbancia mediante espectrofotometria a 492 nm.
Para cada clon, se calculd la fraccidn del fago scFv HspX que no formaba un

complejo con el antigeno HspX en solucion dividiendo la absorbancia obtenida en
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presencia de 100 nM de antigeno HspX por la absorbancia en ausencia del
antigeno. Los clones con mayor afinidad aparente se cultivaron en medio 2YT para
la extraccion de ADN plasmidico utilizando el kit E.Z.N.A. Plasmid DNA Mini de
acuerdo con los procedimientos del fabricante. EI ADN purificado se analizo
mediante electroforesis en gel de agarosa y su concentraciéon se determind
mediante espectrofotometria a 260 nm. Las muestras de ADN se ajustaron a una
concentracion de 200 ng/uL en un volumen de 30 uL y fueron enviadas para su
secuenciacion a la empresa AUSTRAL-omics (Chile). Se utilizé el primer universal
M13R que se encuentra a 117 pb corriente arriba del gen que codifica para el
fragmento scFv. Las secuencias obtenidas fueron analizadas usando el programa
bioinformatico SnapGene, lo que permitié identificar las secuencias de los mutantes

scFv HspX.
2.7.3.2. Estimacion de la afinidad mediante ELISA.

Se utilizé un formato de ELISA competitivo para estimar las afinidades de los
distintas mutantes scFv HspX. Se prepararon diluciones en serie con los fagos que
desplegaban las distintas mutantes scFv HspX en tampédn PBT. Las diluciones se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en pocillos de una placa ELISA
previamente recubierta con el antigeno HspX y bloqueada con 3% BSA. La placa
se lavo 5 veces con una solucion PBS, 0,5% Tween 20 y se incub6 con 100 pL de
soluciéon de anticuerpo anti-M13 HRP durante 1 hora a temperatura ambiente. La
placa se lavo 5 veces y se incubd con 100 pL de solucion de revelado durante 5-10
min a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo por la adicién de 50 uL de
solucion de parada y se determiné la absorbancia mediante espectrofotometria a
492 nm. Se determind una concentracion de fagos que generara aproximadamente
el 50% de la sefial maxima en saturacion. Se llevo a cabo una incubacién de dos
horas con una concentracion fija de fagos, determinada con anterioridad, en
presencia de diluciones seriadas del antigeno HspX. Posteriormente, las mezclas

se transfirieron a pocillos de una placa ELISA previamente recubierta con el
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antigeno HspX y bloqueada con 3% BSA. Tras 15 min de incubacion, la placa se
lavd 5 veces con una solucion PBS, 0,5% Tween 20 y se incub6 con 100 pL de
solucion de anticuerpo anti-M13 HRP durante 30 min a temperatura ambiente. La
placa se lavo 5 veces y se incubo con 100 pL de solucion de revelado durante 5-10
min a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo por la adicién de 50 uL de
solucién de parada y se determiné la absorbancia mediante espectrofotometria a
492 nm. La afinidad se estim6é mediante el valor ICso que se define como la
concentracion de antigeno HspX que inhibe el 50% de la union del fago al antigeno

inmovilizado en la placa ELISA.

Las curvas ICso se ajustaron utilizando un modelo logistico de cuatro
parametros (4PL) con la concentracion de antigeno HspX en escala logaritmica. La
ecuacion se detalla a continuacion:

Top — Bottom

Y = Bottom + 1 + 10UogC50)-X).HillSlope

El ajuste de las curvas y el analisis estadistico se realizaron con GraphPad Prism
v9.5. Se calcularon los valores ICso y los intervalos de confianza del 95%. La bondad del
ajuste se evalué mediante el coeficiente de determinacion (R?) y prueba de falta de ajuste

basada en réplicas.
2.7.4. Mapeo de epitopos del antigeno HspX.

La identificacion de epitopos del antigeno HspX se realizé utilizando la
biblioteca de péptidos lineales expuestos fusionados a la proteina pVIII de M13.
Una placa de 96 pocillos High Binding Assay Costar ® fue recubierta con 100 uL de
anticuerpo Tb HspX disuelto en tampdn de recubrimiento a 4 °C toda la noche. La
placa se lavo tres veces con PBS y se incub6 con 300 uL de solucion de 3% (p/v)
BSA en PBS a 4 °C toda la noche. Los fagos de la biblioteca de péptidos se
diluyeron en tampdn PBT. 100 uL de solucién de fagos conteniendo 5x10'2 UFC se
incubaron en los pocillos de la placa recubierta durante 1 hora a temperatura

ambiente. El sobrenadante se recupero y se etiqueté como fraccién no unida (N).
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La placa se lavo 20 veces con una solucion PBS, 0,5% Tween 20 y se incubd con
100 pL de solucién de Tripsina durante 1 hora a temperatura ambiente. El
sobrenadante se recupero y se etiqueté como fraccion unida (B). La fracciéon B se
incubé con 30 mL de cultivo de E. coli TG1 (ODsoo ~0,5) a 37 °C sin agitacion
durante 1 hora. El cultivé se centrifugé a 5000 g durante 10 min, el pellet se
resuspendié en 1 mL de medio 2YT y las bacterias se sembraron en placas TYE
suplementadas con ampicilina (100 ug/mL). Las placas se incubaron a 37 °C
durante toda la noche. Las bacterias se rasparon en 5 mL de medio 2YT y se
diluyeron en 500 mL de medio 2YT suplementado con ampicilina (100 ug/mL) a una
ODs00 =0,1. El cultivo se incubd a 37 °C, 200 rpm hasta una ODeoo ~0,5. Se adiciond
fago auxiliador KM13 y se incub6 37 °C durante 1 hora sin agitacion. El cultivo se
centrifugd a 5000 g y el pellet se resuspendi6 en 500 mL de medio 2YT
suplementado con ampicilina (100 ug/mL), kanamicina (50 pg/mL). El cultivo se
incubo a 30 °C durante 20 horas. El cultivo se centrifugd a 10000 g por 10 min y los
fagos se precipitaron del sobrenadante (Ver Seccién 2.6.1.2) y se resuspendieron
en PBS. El titulo viral se determind mediante diluciones seriadas (Ver Seccion
2.6.1.3). Los fagos obtenidos se utilizaron para la siguiente ronda de seleccion. En
total, se realizaron 3 rondas de seleccidn, el enriquecimiento en cada ronda se

evalué mediante la determinacion del titulo viral de las fracciones N y B.

Finalizado el proceso de seleccién, clones individuales de la tercera ronda
se cultivaron en un formato de placa ELISA. Colonias aisladas de E. coli TG1 que
contiene los distintos fagémidos se inocularon en una placa de 96 pocillos de fondo
redondo que contenia 150 yL de medio 2YT suplementado con ampicilina (100
Mg/mL), 4% (p/v) glucosa y se incubd a 37 °C, 200 rpm durante toda la noche. Al
dia siguiente, se inoculd una placa de 96 pocillos que contenia 200 uL de medio
2YT suplementado con ampicilina (100 ug/mL), 4% glucosa con 5 pL del cultivo
anterior. La placa se incubo a 37 °C, 200 rpm durante 3 horas. Se adicion6 100 uL
por pocillo de medio 2YT suplementado con fago auxiliador y se incubd a 37 °C

durante 1 hora sin agitaciéon. La placa se centrifugé a 3000 g durante 10 min. El
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sobrenadante se descart6 y las bacterias se resuspendieron en 200 pL de medio
2YT suplementado con ampicilina (100 pg/mL), kanamicina (50 ug/mL), 0,1%
glucosa. La placa se incubd a 30 °C, 200 rpm durante 20 horas. La placa se
centrifugd a 3000 g durante 10 min. El sobrenadante se utilizé directamente en un
ensayo ELISA para identificar los péptidos que se unieron al anticuerpo Tb HspX.
Los sobrenadantes de cultivo se diluyeron en tampén PBT (dilucion 1:5) y se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en pocillos de una placa de High
Binding Assay Costar ® previamente recubierta con el anticuerpo Tb HspX y
bloqueada con 3% BSA como se describié anteriormente. placa recubierta durante
1 hora a temperatura ambiente. La placa se lavd 5 veces con PBS, 0,5% Tween 20
y se incubd con 100 uL de solucién de anticuerpo anti-M13 HRP (dilucién 1:5000
en tampon PBT) durante 1 hora a temperatura ambiente. La placa se lavd 5 veces
y se incubd con 100 uL de solucion de revelado durante 5-10 min a temperatura
ambiente. La reaccion se detuvo por la adicidon de 50 L de solucién de parada y se
determind la absorbancia mediante espectrofotometria a 492 nm. Los péptidos que
conforman un epitopo del antigeno HspX se identificaron como aquellos que
mostraban sefales ELISA al menos cinco veces mayores en placas recubiertas de

antigeno en comparacion con placas recubiertas de BSA.
2.8. Andlisis de secuenciaciéon de nueva generacion

Los vectores fagémidos se aislaron a partir de células TG1 infectadas por
fagos provenientes de las bibliotecas seleccionadas utilizando el kit E.Z.N.A.
Plasmid DNA Mini de acuerdo con los procedimientos del fabricante. La preparacion
de las muestras para el analisis de secuenciacion profunda se subcontrataron a un
proveedor de servicios externo (AUSTRAL-omics, Chile). La secuenciacion se
realizé utilizando la plataforma Illumina MiSeq PE300. Los datos de secuenciacion
brutos de los dominios VH y VL se alinearon con la secuencia scFv del anticuerpo
original utilizando Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012). Los archivos SAM

generados se convirtieron a formato BAM, se clasificaron y se extrajo el
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alineamiento primario de las lecturas pareadas utilizando Samtools (Danecek et al.,
2021). El procesamiento posterior de las secuencias alineadas se llevo a cabo,
incluida la fusion de las lecturas directa e inversa mediante la eleccion de la base
nucleotidica con la puntuacién de calidad mas alta en las regiones superpuestas,
utilizando scripts personalizados de Python y la biblioteca Pysam. Para evaluar las
mutaciones de aminoacidos, las secuencias se tradujeron con la biblioteca
Biopython, considerando una tabla de uso de codones que incluia el codén de
parada ambar (TAG). Posteriormente, se analizé el enriquecimiento de cada

aminoacido en posiciones especificas dentro de las CDR seleccionadas.
2.9. Analisis matematicos y estadisticos.

Los analisis matematicos y estadisticos se realizaron utilizando el software
GraphPad Prism v9.5.

2.10.Creacion y analisis de imagenes.

Las imagenes fueron analizadas y procesadas usando los programas

Imaged (hitps://imagej.net) e Image Studio Lite (https://www.licor.com/bio/image-

studio-lite/) . Esquemas y figuras fueron creados utilizando la aplicacion BioRender

(https://biorender.com).
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IV. RESULTADOS

Objetivo Especifico 1: Obtener y caracterizar un fragmento scFv a partir del

anticuerpo Th HspX.

1.1. Expresion y purificacion de la proteina recombinante HspX

El proceso inicial para la expresion de la proteina HspX recombinante
consistié en la amplificacion y purificacién del plasmido pET15b-HSPX. Se obtuvo
una concentracion final de 400 ng/uL y una relacion de absorbancia 260/280 de
1,832, indicando un buen grado de pureza del ADN plasmidico. El plasmido
purificado se sometio a digestion con las enzimas de restriccidon Ndel y EcoRV. Tras
este procedimiento, se observaron tres bandas en el gel de electroforesis con
tamafos aproximados de 4, 1,5 y 0,5 kb (Figura 5). El patron de fragmentos
obtenido coincididé con la simulacion realizada previamente en el programa
SnapGene®, confirmando la presencia de la secuencia codificante para la proteina
HspX.

La produccion de la proteina recombinante HspX se llevé a cabo utilizando
la cepa E. coli BL21/DES3, seleccionada debido a que la transcripcion del gen de
interés esta regulada por el promotor T7. La proteina recombinante se expreso
intracelularmente y se liberé al medio extracelular mediante la disrupcion de las
células bacterianas empleando un molino de bolas. La expresion de la proteina fue
analizada mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras y Western Blot. Los
resultados mostraron una mayor cantidad de proteina recombinante en la fraccion
soluble, observandose una banda intensa de aproximadamente 16 kDa. Esta banda
fue inmunodetectada por el anticuerpo Tb HspX. Adicionalmente, se identificaron
homodimeros como una banda tenue de aproximadamente 32 kDa (Figura 6). La
proteina recombinante se purific6 mediante cromatografia de afinidad por iones

metalicos (IMAC) utilizando una matriz IMAC Sepharose High Performance.
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Figura 5. Analisis de restriccion del vector pET15b HSPX.

(A) Mapa del plasmido pET15b-HSPX que contiene la secuencia que codifica para la proteina HspX
derivada de MTB. (B) Simulacién de la digestion enzimatica del plasmido con las enzimas de
restriccion Ndel y EcoRV en el programa SnapGene ®. (C) Electroforesis en gel de agarosa al 1%
MW: 1 Kb DNA Ladder, Carril 1: plasmido no digerido, Carril 2: plasmido digerido con enzimas Ndel
y EcoRV.

Las fracciones recolectadas durante el proceso fueron analizadas mediante
SDS-PAGE en condiciones reductoras y Western Blot. En las fracciones inicial y
elucién se identificd una banda intensa de peso aproximado 16 kDa (Figura 7A).
Esta banda fue inmunodetectada por el anticuerpo Tb HspX, confirmando que la
proteina presente en la fraccion de elucion correspondia a la HspX recombinante
(Figura 7B). La proteina purificada fue dializada en TBS y su concentracion se
ajustd a 2 mg/mL. La pureza de la proteina recombinante se evalué mediante
cromatografia de alta presion (HPLC) utilizando una matriz de fase reversa
ZORBAX 300SB-C3, obteniendo un porcentaje de pureza estimado del 97% (Figura
8).
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Figura 6. Expresion de HspX recombinante.

(A) SDS-PAGE 15% en condiciones reductoras. La proteina recombinante se liberé al medio
extracelular mediante la disrupcion de las células bacterianas utilizando un molino de bolas. MW:
Prestained Protein Ladder. La expresion de la proteina recombinante se evalud en el pellet (fraccion
insoluble, carril 1) y el sobrenadante (fraccion soluble, carril 2). (B) Inmunodeteccién de HspX
recombinante con el anticuerpo murino Tb HspX.
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Figura 7. Purificacion de HspX recombinante.

(A) SDS-PAGE 15% condiciones reductoras. La proteina recombinante se purific6 mediante
cromatografia utilizando un matriz IMAC Sepharose High Performance a partir de la fraccién soluble
(carril 1). Distintas concentraciones de imidazol: 150 mM (carril 3), 250 mM (carril 4) se emplearon
para el lavado de la matriz. La proteina recombinante se eluyé con 350 mM de imidazol (carril 5).
(B) Inmunodeteccion de la proteina recombinante con el anticuerpo monoclonal Tb HspX. Carril MW:
Prestained Protein Ladder. Carril 1: fraccidn soluble, carril 2: fracciéon no unida, carril 3: lavado 150
mM imidazol, carril 4: lavado 250 mM imidazol, carril 5: fraccion de elucion.
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Figura 8. Analisis de pureza de HspX recombinante.

La pureza de la proteina se determin6é mediante cromatografia de alto rendimiento (HPLC) utilizando
una matriz de fase reversa. La proteina se diluyo en la fase movil (TFA 0.1%). 20 yL de muestra se
inyectaron en la matriz y se aplicd un gradiente de acetonitrilo (30-60%) parala elucién de la proteina.

1.2. Produccioén del anticuerpo monoclonal Tb HspX

El anticuerpo Tb HspX fue purificado a partir del sobrenadante del cultivo
celular mediante cromatografia de afinidad utilizando una matriz de proteina A. Las
fracciones recolectadas durante el proceso fueron evaluadas mediante SDS-PAGE
en condiciones reductoras y Western Blot. En la fraccion de elucién se identificaron
dos bandas con pesos moleculares aproximados de 50 y 25 kDa, respectivamente.
Estas bandas fueron inmunodetectadas utilizando un anticuerpo anti-lgG murino.

Las bandas observadas correspondian a la cadena pesada (50 kDa) y ligera (25
kDa) del anticuerpo (Figura 9).
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Figura 9. Purificacion del anticuerpo Tb HspX.

(A) SDS-PAGE 12% en condiciones reductoras. El anticuerpo Tb HspX se purific6 mediante
cromatografia de afinidad por proteina A. (B) Inmunodeteccion del anticuerpo Tb HspX con anti-lgG
murino Alexa 790. MW: Prestained Protein Ladder. Carril 1: fraccién inicial, carril 2: fraccidén no unida,
carril 3: fraccion de elucion.

1.3. Generacién del fragmento scFv HspX

Se obtuvo un fragmento scFv a partir del anticuerpo Tb HspX. Este
fragmento se fusiond al dominio C-terminal de la proteina menor de cubierta (P3)
del bacteriofago M13, y el casete de expresion completo fue clonado en el vector
fagémido pHEN-1-Tryp. El fagémido resultante fue digerido con dos combinaciones
de enzimas de restriccion: Ndel + Nhel y Sall + Notl. El analisis de las bandas
obtenidas tras la digestion enzimatica mostré un patrén que coincidié con la
simulacién previa realizada en el programa SnapGene®, confirmando la correcta

insercidn de la secuencia codificante para el fragmento scFv HspX (Figura 10).
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Figura 10. Analisis de restriccion del plasmido pHEN-1 scFv HspX.

(A) Mapa del plasmido pHEN-1 scFv HspX que contiene la secuencia que codifica la proteina de
fusion plll-scFv HspX (B) Simulacion de la digestion enzimatica del plasmido con las enzimas de
restriccion: Ndel + Nhel (1) y Sall + Notl (2) en el programa SnapGene ®. (C) Electroforesis en gel
de agarosa al 1% MW: 1 Kb DNA Ladder, carril 1: plasmido no digerido, carril 2: plasmido digerido
con enzimas Ndel + Nhel, carril 3: plasmido digerido con enzimas Sall + Notl.

La coinfeccion de E. coli TG1 con el fagémido y el bacteriéfago auxiliar KM13
permitid la expresion del fragmento scFv sobre la superficie del bacteriéfago. Este
hecho fue corroborado mediante la captura especifica de las particulas del fago en
presencia del antigeno HspX inmovilizado (Figura 11). Adicionalmente, se intento
producir el fragmento scFv de forma soluble en la cepa E. coli BL21 (DE3). Tras la
lisis bacteriana, se observé que menos del 1% de la proteina se encontraba de
forma soluble, mientras que el resto se acumulé como cuerpos de inclusion (Figura
12). Debido a la baja cantidad de fragmento scFv soluble, no fue posible realizar
estudios cristalograficos, los cuales habrian sido de gran utilidad para los ensayos

posteriores.
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Figura 11. Unién especifica del bacteriéfago scFv HspX.

Diluciones seriadas de bacteriéfago scFv HspX se incubaron en los pocillos de placas ELISA
previamente recubiertas con el antigeno HspX. Se utilizé albumina sérica bovina (BSA) como control
negativo.
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Figura 12. Expresion recombinante del fragmento scFv HspX.

(A) El anticuerpo Tb HspX se expresé como un fragmento de anticuerpo de cadena simple (scFv)
en la cepa E. coli BL21 (DE3). Tras la induccién con IPTG, las células bacterianas se lisaron en un
molino de bolas. (A) La fraccion soluble (FS) y los cuerpos de inclusion (Cl) se analizaron mediante
SDS-PAGE al 12%. (B) Inmunodeteccion del fragmento scFv con un anticuerpo murino anti-His TAG.
MW: Patron de peso molecular.
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Objetivo especifico 2. Generar una biblioteca de mutantes de fragmentos scFv

mediante la técnica de presentacion de proteinas sobre fagos filamentosos.

2.1. Modelamiento informatico del fragmento scFv

Dado la dificultad para obtener suficiente cantidad de anticuerpo scFv HspX
para estudios de analisis estructural, se realizé el modelamiento computacional del
fragmento scFv HspX utilizando tres de las herramientas mas robustas reportadas
en la literatura: AlphaFold2 (considerado como el gold standard de los programas
de modelacioén de proteinas), ABodyBuilder2 y IgFoldv0.4.0 (ambos son programas
especificos para la modelacién de anticuerpos basados en inteligencia artificial)
(Leem, 2016; Ruffolo et al., 2023). Los modelos obtenidos coinciden
estructuralmente con ciertas desviaciones en las regiones CDR, particularmente en
el CDR-H3. La variacion observada fue minima, motivo por el que se puede concluir
que el modelamiento fue consistente entre los programas. De manera similar, la
confianza en la prediccion fue alta, principalmente en las regiones framework,

mientras que el mayor error se focalizé en el CDR-H3 (Figura 13).

Se selecciond el modelo generado por AlphaFold2 como base para los
ensayos experimentales posteriores. Para evaluar la calidad y confiabilidad del
modelo estructural del fragmento scFv, se realizaron analisis complementarios
considerando la cobertura del alineamiento multiple de secuencias (MSA), las
métricas PAE (predicted aligned error) y pLDDT (predicted local-distance difference
test). El andlisis de cobertura del MSA mostré una alta densidad de secuencias
homodlogas alineadas en la mayoria de las posiciones del modelo, particularmente
entre los residuos 10 a ~95, y a partir del ~130 hasta el extremo C-terminal (residuo
~210) (Figura 14A). En estas regiones, mas de 2000 secuencias presentaron
identidades moderadas a altas con la secuencia del fragmento scFv, lo cual refuerza
la confiabilidad de la prediccion en las zonas estructuralmente conservadas del
fragmento. En contraste, se observé una caida abrupta en la cobertura entre los

residuos ~95 y 130, coincidente con wuna region altamente variable,
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presumiblemente correspondiente al CDR-H3, donde la representacion en bases
de datos es escasa debido a su diversidad natural. Esta disminucion puede

asociarse a una menor precision estructural en dicha region.

A Confianza de la prediccion

B AlphaFold2
ABodyBuilder
IgFold =

Figura 13. Modelacion del anticuerpo scFv HspX.

Modelos estructurales generados usando AlphaFold2, ABodyBuilder y IgFold. (A) La barra
representa la confianza de prediccion, donde el magenta y el verde representan la menor y mayor
confianza relativa respectivamente, Los modelos se muestran en representacion de cintas. A la
izquierda se muestra la cadena VL y a la derecha la cadena VH. (B) Superposicion estructural de
los modelos. Los modelos obtenidos coinciden estructuralmente con ciertas desviaciones en las
regiones CDR, particularmente en el CDR-H3.
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Complementariamente, las matrices PAE de los cinco modelos generados
evidenciaron una alta confianza en la prediccion de las estructuras internas de cada
dominio (VH y VL), con errores bajos (0—10 A) dentro de las regiones A-Ay B-B. No
obstante, las regiones A-B y B-A, que representan la interaccién entre dominios,
presentaron errores predichos superiores (~10-20 A), indicando una mayor
incertidumbre en la orientacion relativa entre ambas cadenas. Este resultado es
coherente con lo observado tipicamente en fragmentos scFv, especialmente en
ausencia de restricciones espaciales o datos experimentales que guien la

conformacién interdominio (Figura 14B).

Por ultimo, los valores de pLDDT mostraron una prediccion altamente
confiable a nivel local, con puntuaciones superiores a 90 en la mayoria de los
residuos, lo que sugiere una correcta prediccién del empaquetamiento interno de
las regiones estructurales (Figura 14C). Las disminuciones localizadas en los
valores de pLDDT (~60-75) coincidieron con las regiones de menor cobertura en el
MSA y mayor error en el PAE, lo que reafirma que estas zonas probablemente
corresponden a las regiones CDR que poseen mayor flexibilidad estructural. En
conjunto, estos tres analisis demuestran que el modelo generado por AlphaFold2
es estructuralmente confiable en sus regiones framework y delimitan con precisidon
las regiones mas flexibles, permitiendo considerar al modelo como una herramienta

valida para estudios de afinidad o disefio racional de variantes.

La prediccion estructural del antigeno HspX se realizd mediante la
herramienta bioinformatica AlphaFold2. A pesar del tamafio relativamente pequefo
de esta proteina (145 aminoacidos), la modelacion no fue precisa (Figura 14). Una
busqueda preliminar de la proteina HspX en distintas especies arrojo varias
entradas que mostraban la estructura predicha de forma semiautomatica por

AlphaFold2 (https://www.uniprot.org/uniprotkb/POWMK1/entry#structure), no

obstante, en todos los casos la modelacion era deficiente.
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Figura 14. Evaluacion de la calidad estructural del modelo scFv predicho por AlphaFold2.

(A) Cobertura del alineamiento multiple de secuencias (MSA) utilizado por AlphaFold2 para la
prediccidon del modelo scFv. El eje X corresponde a las posiciones del modelo y el eje Y a las
secuencias homologas incluidas en el alineamiento. Los colores indican el grado de identidad con
la secuencia consulta, y la linea negra representa la cobertura por posiciéon (B) Mapas PAE para los
cinco modelos generados. (C) Valores pLDDT por posicion para los cinco modelos generados. Las
puntuaciones superiores a 90 indican una alta confiabilidad estructural local. Las caidas localizadas
(valores entre 60 y 75) se concentran en las regiones variables, como los bucles CDR, en especial
el CDR-H3, coincidiendo con la baja cobertura MSA y la mayor incertidumbre observada en el PAE.
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Curiosamente, la mayoria de las estructuras cristalograficas ortdlogas
reportadas para otros organismos mostraron problemas similares. Por ejemplo, la
AlphaA cristalina bovina (3L1F) y de ratéon (2WJ5) presentan consistentemente

regiones no plegadas en los extremos C y N terminal (Figura 15).
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Figura 15. Modelacion del antigeno HspX de MTB.

Representacion de la confianza de prediccion del modelo para la proteina HspX de MTB (strain
ATCC 25618/H37Rv) a nivel estructural. En la figura se muestra la superposicion de la AlphaA
cristalina de ratén (2WJ5), bovina (3L1F) y el modelo generado por AlphaFold2. La barra representa
la confianza de prediccion, donde el magenta y el verde representa la menor y mayor confianza
relativa respectivamente.

Con base en este analisis se catalogd el modelo obtenido como aceptable,
dado que su confiabilidad a nivel estructural por posicion coincide con estructuras
cristalograficas similares; sin embargo, los analisis que impliquen la estructura,
como la prediccion de la interaccion antigeno-anticuerpo, usando este modelo
pudieran ser cuestionables. Por otra parte, con la finalidad de recabar la mayor
informacion respecto a la unién antigeno-anticuerpo, se realizé un mapeo de
epitopos para el antigeno HspX utilizando una biblioteca de péptidos lineales (8

aminoacidos) mediante TPFF. Se obtuvieron 20 secuencias de péptidos que fueron
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analizadas mediante alineamiento multiple con la secuencia de la proteina HspX.
Con base en este analisis, se puede deducir que el anticuerpo Tb HspX podria
reconocer un epitopo que se situa en el extremo N-terminal de la proteina HspX
(Figura 16). Dado que modelacion del antigeno HspX no fue precisa,
particularmente en los extremos N y C-terminal, el analisis de la interaccion

antigeno-anticuerpo mediante acoplamiento molecular (docking) no fue factible.
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Figura 16. Mapeo de epitopos del antigeno HspX de M. tuberculosis.

El mapeo de epitopos se realizé mediante TPFF utilizando una biblioteca de péptidos lineales. Tras
3 rondas de seleccidn, se seccionaron 20 clones que fueron secuenciados y analizados mediante
alineamiento multiple de secuencias con la proteina HspX.
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2.2. Diversificacion de las regiones CDR del fragmento scFv HspX.

La diversidad de las bibliotecas fue generada mediante mutagénesis sitio
dirigida empleando la metodologia de Kunkel, basada en un esquema de
mutagénesis parsimoniosa (PM) segun lo descrito por Balint & Larrick, 1993. El
primer paso consistio en la seleccion de los aminoacidos a mutar. Para ello, se
identificaron las regiones CDR siguiendo el esquema de numeracion de Kabat. A
partir del modelo estructural generado por AlphaFold2, se seleccionaron los
aminoacidos expuestos cuyas cadenas laterales no apuntaran hacia el interior del
anticuerpo. Se seleccionaron un total 18 aminoacidos como dianas de mutagénesis:
Lys3, Asp3' y Tyr3® en el CDR-H1; Arg®, Asp®?, Ala%3, Asn®4, Asn®® y Lys®® en el
CDR-H2; 11e®7, Leu®, Arg® y Gn'% en el CDR-H3; Ser?®, Ser®' y Tyr3? en el CDR-
L1; y Ser®?, Ser®® del CDR-L3 (Figure 17). Las posiciones degeneradas (aquellas
en las que un aminodacido se sustituye por otro) se limitaron a seis, dado que 20° =
6,4 x 107. Esto requirié distribuir las dianas de mutagénesis en tres bibliotecas
independientes: Vk-Lib1: incluye las regiones CDR-L1 y CDR-L3; VH-Lib2: incluye
las regiones CDR-H1 y CDR-H3; y VH-Lib3 que incluye la regién CDR-H2.

El segundo paso consistio en la seleccidon de la secuencia de exploraciéon

optima (s). Este parametro se determiné utilizando la formula matematica:

Fonns) = Ll - G

Donde F es la frecuencia, ‘m’ es el numero total de residuos que seran
mutados, ‘n’ es el numero de residuos no parentales vy, ‘s’ el numero 6ptimo de
residuos explorados simultaneamente. Con base en la distribucién de frecuencias
obtenida, se establecio un valor de s=2 para cada biblioteca, asegurando que mas
del 50% de las variantes generadas incorporaran entre 1 y 2 mutaciones (Figura
18).
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Figura 17. Visualizacién estructural de residuos aminoacidos para el disefio de bibliotecas.

Los aminoacidos de referencia de las posiciones seleccionadas para mutagénesis se representan
en palitos con el color representativo de cada biblioteca, mientras el anticuerpo se representa en
cintas grises.

Una vez establecido el valor ‘s’, se seleccionaron los codones dopados para
los residuos a mutar. Se utilizé el codon NNK, que codifica para los 20 aminoacidos
con un 3% de probabilidad de generar un codén de parada. Posteriormente, se
diseid una mezcla de nucledtidos para la sintesis de los oligonucleétidos que seran
utilizados en la mutagénesis (Ver Materiales y Métodos, Seccion 1.3). Las
bibliotecas fueron generadas utilizando el método de Kunkel y, posteriormente, la
diversidad de cada una fue evaluada mediante diluciones seriadas (Tonikian et al.,
2007). Se obtuvieron tres bibliotecas con los siguientes tamafios: 1.6 x 108 clones
en Vk-Lib1, 2 x 107 clones en VH-Lib2 y 4 x 107 clones en VH-Lib3.
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Figura 18. Distribuciéon de frecuencias de mutaciones en una biblioteca construida con
mutagénesis parsimoniosa.

Cada barra representa el porcentaje de todas las secuencias en la biblioteca que poseen el # de
mutaciones indicado en el eje de las abscisas. (A) Distribucion de frecuencias para un valor s=2 y
m=5. (B) Distribucién de frecuencias para un valor de s=2 y m=7. (C) Distribuciéon de frecuencias
para un valor s=2 y m=6. Los histogramas fueron generados utilizando un script en el programa
Matlab.
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Objetivo especifico 3: Obtener un fragmento scFv de afinidad mejorada por el

antigeno HspX de Mycobacterium tuberculosis.

3.1. Selecciodn de anticuerpos con afinidad mejorada.

Cada biblioteca se sometié a tres rondas de seleccién contra el antigeno
HspX, con el objetivo de aislar las variantes con mayor afinidad. El proceso inicié
con la incubacion de la biblioteca con el antigeno inmovilizado. Los fagos que
desplegaban variantes de baja afinidad fueron descartados a través de multiples
rondas de lavado, seguido de una incubacion con una solucion de TEA.
Posteriormente, los fagos que permanecieron unidos al antigeno inmovilizado
fueron eluidos utilizando una solucion de tripsina y se amplificaron mediante
infeccion en E. coli TG1. Este esquema de seleccion permitié enriquecer la

poblacion de fagos con variantes de alta afinidad hacia el antigeno.

Durante cada ronda de seleccion se determiné el titulo viral de las fracciones
no unida (N) y unida (B). El proceso de seleccion se considero exitoso cuando la
relacion N/B alcanzé un orden de magnitud 102. Tras completar las rondas de
seleccién, la union especifica de clones individuales al antigeno fue evaluado
mediante ELISA. Los potenciales clones con afinidad mejorada se definieron como
aquellos que mostraron una sefal ELISA al menos cinco veces mayor en placas
recubiertas con antigeno en comparacioén con aquellas recubiertas con BSA. Las
tres bibliotecas demostraron ser efectivas en la generacién de potenciales ligandos
contra el antigeno HspX con porcentajes que oscilaron entre el 31 % y el 61 %
(Figura 19).

En la ronda final de seleccion de cada biblioteca, se aislaron 60 clones, cuya
afinidad fue evaluada mediante ELISA competitivo. Para cada clon, los fagos se
incubaron con una soluciéon 100 nM de HspX para establecer un equilibrio en la
interaccién entre los scFv desplegados en los fagos y el antigeno. Posteriormente,

estas mezclas se transfirieron a placas recubiertas con antigeno para capturar los
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fagos que no interaccionaron con el HspX en solucion. Comparando la captura de
los fagos en presencia y ausencia del antigeno en solucion, se clasificaron los
clones segun sus afinidades relativas (Figura 20). Este ensayo sirvié como un filtro
preliminar, permitiendo una estimacién rapida de las afinidades dentro de una
poblacion amplia de muestras. Con base en estos resultados, se seleccionaron
clones que mostraron una relacién: Asg2 100 NM HspX/A4g92 sin HspX, menor en

comparacion con el scFv parental.
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Figura 19. Seleccion de variantes del anticuerpo scFv HspX de afinidad mejorada.

Se realizaron 3 rondas de seleccién con cada biblioteca. Los fagos que despliegan las distintas
variantes del fragmento scFv HspX se incubaron con el antigeno inmovilizado en una placa ELISA.
Los fagos unidos al antigeno inmovilizado fueron eluidos con una solucion de Tripsina. Se determiné
el titulo viral de la fraccion de fagos no unida (N) y la fraccién unida (B) mediante infeccién en E. coli
TG1. Como criterio para finalizar el proceso de seleccién se establecié como limite que la relacién
N/B no supere el orden de 102.

La secuenciacion de estos clones revelo sustituciones en ocho de dieciocho
posiciones seleccionadas (aproximadamente 44%), distribuidas en todos los CDRs
sometidos a mutagénesis, con la excepcidon del CDR-H3 (Tabla 5). La mayoria de
las sustituciones identificadas fueron simples o dobles, mientras que solo se detectd

una sustitucién triple en la cadena VL. En total, se identificaron ocho secuencias

88



unicas, cuyas afinidades se determinaron mediante un ensayo ELISA competitivo,

calculando los valores de IC50 (Figura 21).
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Figura 20. High-throughput ELISA para estimar las afinidades de las variantes scFv.

El eje x muestra el numero de clones. El eje y muestra la relaciéon entre la sefial ELISA del fago
(A492) en presencia de 100 nM HspX (+HspX) y en ausencia de HspX en fase de solucion (-HspX).
La barra roja representa el scFv sin sustituciones (wt). Los clones con una relaciéon de sefial ELISA
inferior al wt se seleccionaron para analisis posteriores.
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Figura 21. Estimacion de la afinidad de las variantes scFv HspX.

Se estimaron las afinidades de union de diez clones Unicos mediante ELISA. Las afinidades de las
variantes se determinaron como valores IC50 definidos como la concentracién de antigeno HspX
que bloqueaba el 50% de la unién del fago al antigeno inmovilizado. (A, B) Curvas IC50 de clones
que muestran una mayor afinidad de unién en comparacion al anticuerpo scFv sin mutaciones (C)
Curvas IC50 de clones con afinidad reducida en comparacién con el anticuerpo scFv sin mutaciones.
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Este formato de ensayo facilito la evaluacion de las distintas variantes scFv

identificadas tras la secuenciacion Sanger. Aunque los ensayos de competicion con

fagos no proporcionan una medicion directa de las constantes de afinidad debido a

los niveles desconocidos de presentacion de los fragmentos scFv en la superficie

del fago, el método utilizado proporciond un acceso rapido a las afinidades relativas.

La mejora mas significativa se observo en el CDR-H2, donde dos sustituciones

especificas: Lys® y GIn®®, dieron lugar a un aumento en la afinidad de 28 veces con

respecto al fragmento scFv parental (Tabla 5).

Tabla 5. Medicion de la afinidad de las variantes scFv.

La afinidad se estimé como un valor ICso mediante ELISA competitivo. T indica incremento respecto
al scFv parental (WT). { indica disminucién respecto al scFv parental.

Clon \Cso Variacion Mutaciones Region CDR
(MM) respecto al WT
WT | 1.072 -
H5 | 0.684 T1.6x Lys**—GIn CDR-H1
D2 |0.474 12.3x Ser®—Gly CDR-L3
H10 | 0.238 1 4.5x Ser®®—Arg, Ser®*-Gly CDR-L1/L3
E5 |0.180 1 5.8x Ser’'>Arg, Ser®?—Gly, Ser®—Gly CDR-L1/L3
G1 |0.173 16.2x Asn®¥ —Asp CDR-H2
E6 | 0.078 113.7x Asn5—Lys CDR-H2
H8 | 0.047 1 22.9x Lys®—GIn CDR-H2
A11 | 0.037 1 28.6x Arg®—Lys, Lys%®—GIn CDR-H2
C11 | 6.517  6.08x lle¥”—Phe CDR-H3
C4 | 9.047  8.44x lle”—Thr CDR-H3

Adicionalmente, se seleccionaron y secuenciaron aleatoriamente cinco

clones que mostraron una relacion: Ase2 100 nM HspX/A492 sin HspX, mayor en

comparacion con el scFv sin mutaciones. Dos clones unicos, C4 y C11, cada uno

con una unica mutacién en lle®” dentro del CDR-H3 mostraron una disminucion de
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afinidad de ocho y seis veces, respectivamente (Tabla 5). Todas las curvas ICso se
ajustaron a un modelo logistico de cuatro parametros (4PL), con valores R?
superiores a 0,99 y valores p de falta de ajuste no significativos, lo que confirma el

excelente rendimiento del modelo (Tabla 6).

Tabla 6. Resumen estadistico del ajuste del modelo.

Las curvas ICso se ajustaron a un modelo logistico de cuatro parametros (4PL). IC: intervalo de
confianza, DE: Desviacion estandar, R? coeficiente de determinacion.

¢Modelo
Clon 95% IC DE R? Falta de ajuste (p-value)
adecuado?

WT 0.727-1.582 0.023 | 0.9946 0.6173 Si
H5 0.454-1.031 0.026 | 0.991 0.0597 Si
D2 0.396-0.567 0.017 | 0.9971 0.3229 Si
H10 0.153-0.371 0.022 | 0.9949 0.3908 Si
E5 0.135-0.240 0.021 0.995 0.1068 Si
G1 0.137-0.218 0.023 | 0.9938 0.1156 Si
E6 0.063-0.097 0.021 | 0.9957 0.1387 Si
H8 0.042-0.051 0.013 | 0.9983 0.1149 Si
A11 0.032-0.043 0.013 | 0.9982 0.1194 Si
Cc11 2.578-15.71 0.027 | 0.9890 0.1435 Si
C4 5.56-14.73 0.025 | 0.9913 0.4239 Si

3.2. Anadlisis de secuenciacién profunda post-seleccion.

Tras el proceso de seleccion, las bibliotecas de scFv fueron analizadas
mediante secuenciacion masiva (lllumina). Los datos obtenidos por NGS
permitieron examinar en detalle la evolucion de la frecuencia relativa de cada clon
identificado previamente, a lo largo de las rondas de seleccion. En todas las
bibliotecas y en cada ronda de seleccion, el scFv parental mantuvo de forma
consistente una frecuencia elevada, entre ~50 y 65%, superando a la mayoria de

las variantes derivadas (Tabla 7).
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Tabla 7. Resumen de los datos de secuenciacion profunda de las bibliotecas post-seleccion.

Las secuencias nucleotidicas se tradujeron con la libreria Biopython para evaluar la frecuencia de
mutacion en cada biblioteca post-seleccién. Se utilizé una tabla de uso de codones que incluia el
codon de parada ambar (TAG).

Secuencias Secuencias Secuencias Secuencias Secuencias

Biblioteca aminoacidicas aminoacidicas sin con1 con 2
totales unicas mutaciones mutacion mutaciones

1@ ronda
Vk-Lib1 417390 11167 241426 124380 37027
2% ronda
Vk-Lib1 492340 10652 288885 150959 39934
3™ ronda
Vk-Lib1 614448 12925 328610 206168 60525
1@ ronda
VH-Lib2 125550 5384 80932 30840 9615
2% ronda
VH-Lib2 420260 10440 254881 120089 34991
3™ ronda
VH-Lib2 307989 8401 192273 68848 21059
1@ ronda
VH-Lib3 289761 5452 161565 108895 12148
29 ronda
VH-Lib3 360946 6204 199845 136358 12934
3 ronda
VH-Lib3 261461 5924 136817 97888 11610
Biblioteca Secuencias con 3 Secuencias con 4 Secuencias con 5 Secuencias con mas

mutaciones mutaciones mutaciones de 5 mutaciones
1™ ronda 8479 1427 235 4416
Vk-Lib1
29 ronda
Vk-Lib1 8525 1199 171 2667
3™ ronda
Vk-Lib1 13944 1855 321 3025
1@ ronda
VH-Lib2 2128 436 74 1525
2% ronda
VH-Lib2 4988 717 144 4450
3" ronda 2089 459 85 22276
VH-Lib2
1 ronda
VH-Lib3 5119 591 121 1322
2% ronda
VH-Lib3 9200 856 137 1616
3™ ronda
VH-Lib3 12105 1003 113 1925
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En la biblioteca Vk-Lib1, todos los clones identificados por secuenciacion de
Sanger: D2, E5 y H10, mostraron un aumento en su frecuencia a lo largo del
proceso de seleccion; sin embargo, ninguno de estos clones representaba la
variante mas abundante. En particular, la frecuencia combinada de E5 y H10
apenas superaba el 1%, lo que las convertia en las variantes menos representadas
(Figura 22C, 22C). La variante mas frecuente exhibié una sustitucion Ser?°>—Pro,
que no se identific6 mediante el cribado tradicional de colonias. Una tendencia
similar se observé en la biblioteca VH-Lib2. El clon H5 mostré un aumento
progresivo en su frecuencia y se convirtié en la variante mas prevalente tanto en la
segunda como en la tercera ronda. Por el contrario, la variante con lle®®*—Met fue
la mas frecuente en la primera ronda, pero su abundancia disminuy6 en las rondas
posteriores (Figura 22A). En la biblioteca VH-Lib3, el clon E6 fue la variante mas
abundante en las tres rondas de seleccion, pero su frecuencia disminuyé a lo largo
del proceso. Se observo una tendencia decreciente similar para el clon G1 (Figura
22C).

El clon H8 mostré el enriquecimiento mas destacado a lo largo del proceso
de seleccion, incrementando su frecuencia desde un 1.4 % en la primera ronda
hasta un 27.2 % en la tercera. Esta variante correspondid, ademas, a la segunda
con mejor afinidad dentro de los clones previamente identificados. En contraste, el
clon A11, que presentd la mayor mejora en afinidad respecto al fragmento scFv
parental, se mantuvo entre los menos abundantes durante todo el proceso, con una
frecuencia inferior al 1 % en la ronda inicial y alcanzando solo un 2.4 % en la ronda
final. Para cada CDR, se calcul6 el Z-score de los veinte aminoacidos y codones
de parada de la ultima ronda de seleccidon de cada biblioteca. El mapa de calor
ilustra el “enriquecimiento” de aminoacidos en las posiciones sometidas a

mutagénesis de cada CDR (Figura 23).
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Vk-Lib1 VH-Lib2 VH-Lib3
Ronda de Frecuencia Frecuencia Frecuencia
Clon Clon Clon
seleccion (%) (%) (%)
1 *Ser?®—Pro 1.4 *lle®"—Met 6.3 *Asn*—Lys 40.5
D2 43 H5 5.6 G1 27.4
E5 0.5 E6 40.5
H10 0.2 H8 1.4
A11 0.1
2 *Ser®—Pro 17.4 *Lys®—GIn 16.4 *Asn®—Lys 433
D2 7.2 H5 16.4 G1 21.9
E5 0.7 E6 43.3
H10 0.5 H8 5.2
A11 0.5
3 *Ser®—Pro 19.8 *Lys®—GIn 19.1 *Asn®—Lys 27.8
D2 8.2 H5 19.1 G1 10.9
E5 0.6 E6 27.8
H10 0.9 H8 27.2
A11 24
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Figura 22. Anadlisis de secuenciacién profunda post-seleccion.

Los paneles A, B y C muestran la dinamica de frecuencia de los clones de scFv, identificados
previamente por secuenciacion Sanger, que mostraron un aumento en la afinidad de unién a lo largo
del proceso de seleccién. La frecuencia se calculé como la proporcion de cada variante en relacion
con el niumero total de secuencias scFv no parentales. Los asteriscos (*) indican la variante scFv
mas abundante en cada ronda.
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En cada posicion, los aminoacidos parentales se observaron con mayor
frecuencia (aproximadamente 80%). Este resultado es coherente con el disefio de
nuestras bibliotecas, destinadas a «escanear» la superficie del antigeno
minimizando las interrupciones de la complementariedad y las interacciones criticas
de alta afinidad. En general, el perfil de sustitucién de aminoacidos concordaba con
los datos de secuenciacion Sanger, no obstante, se observaron nuevas
sustituciones que no fueron detectadas por el método de cribado convencional. En
los CDR-L1y CDR-L3, Pro?® y Arg?® fueron las sustituciones mas frecuentes: 6% y
4%, respectivamente. Otras sustituciones, como Asn?®, Asn3', Gly3' y GIn3? se
detectaron con frecuencias superiores al 1%. Las sustituciones con frecuencias
menores al 1% no fueron analizadas. En los CDR-H1 y CDR-H3, las sustituciones
Phe®” y Tyr9 fueron predominantes: 4% y 2%, respectivamente. Estas sustituciones
impactaron negativamente en la afinidad, reduciéndola en 6,08 veces.
Curiosamente, la sustitucion Thr®, que también reducia la afinidad, tenia una
frecuencia inferior al 1%. Ademas, se observaron sustituciones en posiciones que
no fueron sometidas a mutagénesis, con frecuencias comparables a las de las
posiciones diana. Esto podria deberse a errores de alineacién o a artefactos
relacionados con la polimerasa durante la sintesis de la biblioteca. En el CDR-H2,
la sustitucion Met>® fue mas frecuente (2%) que Lys®® (0,74%), esta ultima
encontrada mediante secuenciacion Sanger. Es importante resaltar que la
sustitucion Lys®°, combinada con la sustitucién GIn%8, generd la variante con el
mayor incremento en la afinidad. En la posicion Asn%, las sustituciones
predominantes fueron Tyr, Asp y Lys, mientras que en la posicion Asp®? se observd
una sustitucion por histidina. Aun queda por evaluar el impacto de estas nuevas
mutaciones en la afinidad de union para determinar cualquier correlacion entre la
frecuencia de mutacion y sus efectos sobre la afinidad. Este analisis quedo fuera

del alcance del proyecto de tesis.
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Figura 23. Mapa de calor de los valores Z-score de los aminoéacidos.

Los valores Z-score de todas las sustituciones de aminoacidos individuales se calcularon a partir de
las secuencias funcionales de las bibliotecas seleccionadas mediante la féormula (X-u)/o. Las filas
representan la posiciéon del aminoacido dentro de la CDR. Los aminoacidos sometidos a
mutagénesis estan marcados en rojo. Las columnas representan los aminoacidos listados en codigo
de una sola letra, donde Z representa un coddn de parada. Los residuos CDR de tipo salvaje en el
anticuerpo scFv HspX estan resaltados en rojo.
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V. DISCUSION

La tecnologia de presentacion sobre fagos filamentosos (TPFF) se ha utilizado
ampliamente en la ingenieria de anticuerpos, facilitando el desarrollo de variantes
de alta afinidad a través de un proceso de optimizacion gradual que implica
mutaciones en las regiones CDR que mejoran las interacciones antigeno-
anticuerpo (Almagro et al., 2019; Davydova, 2022). En este proyecto de tesis
describimos una estrategia racional, paso a paso, para mejorar la afinidad de unidn
de un anticuerpo murino contra el antigeno HspX derivado de MTB utilizando TPFF.
En primera instancia, el anticuerpo Tb HspX fue convertido en un fragmento scFv.
Posteriormente, se construyeron bibliotecas mutantes para diversificar las regiones
CDR del fragmento scFv HspX empleando el método de Kunkel. A continuacion,
estas bibliotecas se sometieron a multiples rondas de seleccion para identificar
variantes con mayor afinidad por el antigeno HspX. Por ultimo, se utilizaron técnicas
de secuenciacion del ADN para identificar las sustituciones especificas

responsables de la mejora de la afinidad.

Frente a la ausencia de datos estructurales, determinar qué aminoacidos
deben ser sometidos a mutagénesis es una limitante importante. Normalmente,
entre 15 y 22 aminoacidos del sitio de unién de un anticuerpo interactian con un
numero similar de residuos del antigeno. Sin embargo, estudios que implican
calculos de energia libre y analisis mutacionales muestran que soélo una pequefia
parte de los residuos en contacto contribuyen a la mayor parte de la energia de
union (Chong et al., 1999; Novotny et al., 1997; Novotny et al., 1989; Schwarz et
al., 1995). En algunos casos, pueden producirse interacciones repulsivas,
incurriendo en una penalizacion energética (Lafont et al., 2007). Por lo tanto, la
afinidad de union de un anticuerpo podria mejorarse sustituyendo los contactos de
baja afinidad o repulsivos al tiempo que se conservan los pocos aminoacidos que

contribuyen en mayoria a la energia de union. La mutagénesis tradicional suele
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descartar los contactos parentales e introduce multiples mutaciones por anticuerpo,

creando probablemente numerosas variantes no funcionales (Burks et al., 1997).

En este proyecto, utilizamos la metodologia de mutagénesis parsimoniosa
(PM) para limitar el numero de aminoacidos manteniendo las caracteristicas
estructurales parentales. Este enfoque utiliza codones dopados para garantizar que
alrededor del 50% de los aminoacidos en cada posicion sometida a mutagénesis
permanezcan del tipo parental. Esta estrategia ofrece varias ventajas. En primer
lugar, se reduce el numero total de sustituciones por anticuerpo, lo que da lugar a
un mayor numero de variantes con plegamiento correcto y funcionales en la
biblioteca. En segundo lugar, si un aminoacido sujeto a mutagénesis es crucial para
la union, los métodos de mutagénesis convencionales suelen sustituirlo por uno de
los otros 20 aminoacidos, lo que da lugar a una biblioteca en la que el 95% de los
clones son inactivos. En el caso que dos residuos criticos sean mutados, el 99,75%
de los clones de la biblioteca podrian ser inactivos. En cambio, la mutagénesis
parsimoniosa conserva los aminoacidos de tipo parental en aproximadamente el
50% de los clones para una sola mutacion y en el 25% para dos mutaciones. Esto
aumenta la probabilidad de identificar las sustituciones que conducen a un
mejoramiento de la afinidad. Las estructuras no viables se minimizan utilizando
mezclas de nucledétidos no equimolares que favorecen la frecuencia del aminoacido
parental y aprovechan la tendencia del cddigo genético a preferir los cambios de
aminoacidos quimica o estéricamente conservadores (Balint & Larrick, 1993; Schier
et al., 1996).

Se opto por este enfoque para mejorar la afinidad del fragmento scFv HspX
mediante la incorporacion de mutaciones aleatorias en determinadas posiciones,
guiadas por el modelado molecular y TPFF. La estructura de un anticuerpo es muy
conservada, e incluso puede predecirse el plegamiento de sus regiones
hipervariables a partir de su secuencia primaria (Polonsky et al., 2023; Yin & Pierce,

2024). ElI modelado del fragmento de anticuerpo se centr6 en identificar los
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aminoacidos expuestos hacia el solvente cuyas cadenas laterales probablemente
interactuen con el antigeno. Con la ayuda del programa AlphaFold2, identificamos
dieciocho posiciones dentro de las regiones CDR, excepto en el CDR-L2, para el
proceso de mutagénesis. Las razones para excluir el CDR-L2 fueron dos: en primer
lugar, los analisis estructurales de los complejos antigeno-anticuerpo muestran
sistematicamente que el CDR-L2 es el mas corto y el menos diverso de los CDR;
en segundo lugar, su contribucion a la energia de unidén suele ser minima en
comparaciéon con otros loops, en particular el CDR-H2 y el CDR-H3 (Qu et al.,
2021). Las sustituciones se distribuyeron en tres bibliotecas: Vk-Lib1, VH-Lib2 y
VH-Lib3. Mediante clonacién y electroporacién, construimos tres bibliotecas que
contenian 1,6 x 10°%, 2 x 10" y 4 x 107 clones, respectivamente. En general, los
procesos de seleccion tuvieron éxito y permitieron descubrir variantes con afinidad
mejorada en cada biblioteca. La secuenciacion del ADN de estos clones revelé ocho
secuencias unicas. Las mediciones de IC50 posteriores mostraron mejoras en la
afinidad en todas las variantes seleccionadas. La variante con el mejor valor IC50
de 37 nM presentaba dos sustituciones: Lys®® y Glu®8, lo que reflejé un aumento de
28,14 veces. De las dieciocho posiciones sometidas a mutagénesis, sélo ocho
influyeron positivamente en la afinidad del anticuerpo: Lys3°, Asn%’, Arg®®, Lys®,
Ser?®, Serd!, Ser®? y Ser®. Esto indica que los residuos restantes, en particular los
de la regidon CDRS3, podrian tener funciones estructurales esenciales en el
reconocimiento del antigeno, ya que ninguna sustitucion en esta zona mejoroé la
afinidad. Las sustituciones identificadas incluyen aminoacidos con cadenas
laterales cargadas eléctricamente (Lys, Arg y Asp), cadenas laterales polares no

cargadas (GIn) y un caso inusual de glicina.

Aunque no se disponia de datos estructurales para este estudio, las mejoras
observadas en la afinidad pueden interpretarse teniendo en cuenta los hallazgos
previos y los conocimientos estructurales recogidos en la literatura cientifica. La
mutacion Asn®’ por Lys o Asp en el CDR-H2 produjo un aumento en la afinidad de

6,20 y 11,51 veces, respectivamente. Esta mejora podria deberse a la formacién de
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un puente salino en la interfaz anticuerpo-antigeno. El analisis estructural del
complejo HyHEL-10-Hen Egg White ha demostrado que el papel de los residuos
Asn en la interaccidn antigeno-anticuerpo depende de la estructura de la zona
interfacial local (Yokota et al., 2010). Las mutaciones que afectan a los residuos de
Asn expuestos al solvente en el complejo anticuerpo-antigeno podrian
contrarrestarse con cambios conformacionales o ganancias en otras interacciones.
Por consiguiente, la contribucion de dos enlaces de hidrégeno es minima, y su
interrupcion mediante mutacion puede aumentar o reducir la afinidad del
anticuerpo. Ademas, en la interaccion HyHEL-5-Lisozima de huevo Hen, la pérdida
de un puente salino en la interfaz redujo significativamente la constante de union,
lo que subraya la importancia de tales interacciones. (Tsumoto et al., 1996;
Warszawski et al., 2019; Wibbenmeyer et al., 1999).

La sustitucion que mas influyé en la afinidad del fragmento scFv fue la
conversion de lisina en glutamina en el CDR-H2. La lisina se encuentra
habitualmente en las interacciones antigeno-anticuerpo debido a su cadena lateral
cargada positivamente, que suele estar expuesta en la superficie del anticuerpo y
facilmente disponible para la unién con el antigeno. Por el contrario, la glutamina
es un residuo polar pero sin carga. Su cadena lateral polar favorece las
interacciones con otros atomos polares o cargados, lo que le permite participar en
interacciones hidrofilicas sin provocar la repulsion electrostatica asociada a la lisina.
(Gavade et al., 2024). Esta caracteristica hace que la glutamina sea especialmente
apta para mantener la estabilidad de la unién, sobre todo en zonas donde los
residuos cargados podrian interferir en la union mediante fuerzas repulsivas. En las
interacciones proteina-proteina, si los residuos de lisina estan presentes en la
interfase y se encuentran con regiones de carga similar en la otra parte, la repulsion
puede debilitar u obstruir la union. (Sokalingam et al., 2012). Esto podria explicar el
aumento de afinidad observado tras la conversion de lisina en glutamina. Ademas,
la cadena lateral amida de la glutamina puede tanto donar como aceptar enlaces

de hidrégeno, lo que la hace muy adaptable a la hora de formar interacciones
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estables con diversos grupos funcionales del antigeno. Esta versatilidad permite a
la glutamina adaptarse a diferentes superficies antigénicas, reforzando asi la
afinidad de union. (Chiu et al., 2019; Clark, Boriack-Sjodin, et al., 2006; Xie et al.,
2015). Curiosamente, los residuos de lisina han mostrado una tendencia positiva a
la mutacion durante el proceso de hipermutacion somatica en las regiones de unién
de anticuerpos (Burkovitz et al., 2014; Clark, Ganesan, et al., 2006). En este caso,
la sustitucion por GIn puede haber ofrecido una combinacion éptima de estabilidad

y flexibilidad de interaccion, lo que resulté en un mejoramiento de la afinidad.

En la cadena VL, se eligieron cinco aminoacidos para mutar, de los cuales
cuatro eran residuos de serina en las regiones CDR-L1 y CDR-L3. Las sustituciones
en estos residuos de serina produjeron variantes con mayor afinidad mientras que
no se hallaron mutaciones ventajosas en Tyr2. La variante mas eficaz fue un triple
mutante que aumento la afinidad 5,82 veces. La serina, un aminoacido polar y sin
carga, prevalece en las regiones CDR del anticuerpo, desempenando un papel
crucial en el reconocimiento del antigeno y la afinidad de unién. En particular, la
serina esta significativamente sobrerrepresentada en la linea germinal (12,63%),
pero disminuye tras los eventos de hipermutacién somatica (8,18%) y en las
interfaces proteina-proteina (6,66%) (Osajima et al., 2014). Esta disminucion se
debe a la propension de la serina a formar parte de motivos asociados a puntos
calientes mutacionales, lo que facilita su conversion en otros residuos durante la

maduracion de la afinidad (Clark, Ganesan, et al., 2006).

Enla region CDR-L3, la sustitucidon de serina por glicina fue la Unica observada
en ambas posiciones sometidas a mutagénesis: Ser%?, Ser®s. La glicina, que se
distingue por su cadena lateral de hidrégeno, ofrece una flexibilidad y libertad
excepcionales a los aminoacidos contiguos. Esta flexibilidad podria permitir al sitio
de union del anticuerpo adoptar mejores conformaciones para el antigeno diana,
mejorando la afinidad de union. La glicina es incorporada a menudo durante el

procesos de hipermutacién somatica en regiones estructurales, en particular en la
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interfaz VH-VL, caracterizada por la interaccidon de B-hojas enriquecidas con
aminoacidos hidrofobos o polares cortos introducidos durante el proceso de
maduracion (Burkovitz et al., 2014). El cambio de serina a glicina también puede
disminuir el impedimento estérico en el sitio de unién, permitiendo una interaccion
mas estrecha con el antigeno debido a la pérdida de interacciones de cadena
lateral. (Birtalan et al., 2008; Gavade et al., 2024). Es probable que estos cambios
estructurales contribuyan al aumento observado en la afinidad del anticuerpo. Por
el contrario, la sustitucion de Ser?® y Ser3! por arginina podria aumentar la afinidad
del anticuerpo al permitir enlaces de hidrogeno adicionales con el antigeno. La
cadena lateral de la arginina, caracterizada por multiples atomos de nitrogeno,
puede actuar como donante de enlaces de hidrégeno, facilitando las interacciones
en la interfaz de unién al antigeno. Al igual que la glicina, la arginina se introduce
con frecuencia en las regiones estructurales durante la hipermutacion somatica y
suele aparecer en los puntos de contacto entre el antigeno y el anticuerpo (Spisak
et al., 2020).

También se identificaron sustituciones que provocaron una disminucion de la
afinidad del fragmento scFv. En concreto, la sustitucién de lle®” por Phe o Thr dio
lugar a una disminucion de la afinidad de 6,08 y 8,44 veces, respectivamente. La
isoleucina, un aminoacido alifatico e hidrofébico, es crucial en el reconocimiento de
antigenos y la funcién inmunitaria, y suele encontrarse en las regiones CDR de los
anticuerpos, figurando entre los diez aminoacidos mas implicados en las
interacciones antigeno-anticuerpo (Burkovitz et al., 2014; Gonzalez-Mufioz et al.,
2012; Sela-Culang et al., 2013). La sustitucion de isoleucina por fenilalanina puede
provocar choques estéricos debido a la voluminosa cadena lateral aromatica de la
fenilalanina, que es mucho mayor que la cadena lateral alifatica de la isoleucina.
Este cambio estructural podria reducir la flexibilidad del CDR, perjudicando su
capacidad para adaptarse a la superficie del antigeno. Aunque ambos aminoacidos
son hidréfobos, el anillo aromatico de la fenilalanina introduce un tipo de interaccion

diferente, que podria alterar el equilibrio hidréfobo necesario para una unién estable
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al antigeno. Alternativamente, la sustitucion de isoleucina por treonina sustituye un
residuo hidrofébico por uno polar, lo que puede alterar las interacciones
hidrofébicas esenciales para mantener una interfaz de unién estable. Esta
desestabilizacién podria mermar aun mas la capacidad del anticuerpo para unirse
eficazmente al antigeno (Betts & Russell, 2003; Clark, Boriack-Sjodin, et al., 2006;
Clark, Ganesan, et al., 2006).

El analisis de secuenciacion profunda de las bibliotecas post-seleccion reveld
un enriquecimiento progresivo de clones previamente identificados mediante ELISA
y el chequeo de clones aislados. En particular, sélo los clones G1y E6 se desviaron
de esta tendencia, mostrando dinamicas de enriquecimiento alternativas. Un
analisis mas detallado de las frecuencias de aminoacidos en las posiciones
mutadas revel6 nuevas sustituciones. En la mayoria de los casos, las sustituciones
identificadas por secuenciacion de Sanger ocurrieron con mas frecuencia en las
posiciones mutadas que las nuevas sustituciones encontradas por NGS. Se
observaron algunas excepciones; sin embargo, una elevada frecuencia de
sustitucién no indica necesariamente una mayor afinidad de unién. Este fendmeno
concuerda con observaciones anteriores de que ciertas mutaciones pueden conferir
ventajas no relacionadas con la afinidad de union, como el aumento de las tasas
de crecimiento de huéspedes E. coli o la mejora de la eficacia de despliegue en la
superficie de fagos de la fusion plll-anticuerpo. Estas variantes, que pueden
aparecer con alta frecuencia en las bibliotecas, no siempre mejoran la afinidad de
union. (Derda et al., 2011). Por ejemplo, la variante Phe®’ identificada mediante
secuenciacion de Sanger era muy frecuente, pero con una reduccion en la afinidad
del anticuerpo. Un hallazgo interesante se hizo en el CDR-H3. Aunque no se
identificaron mutaciones que mejoraran la afinidad mediante secuenciacién de
Sanger, la NGS revel6 numerosas sustituciones, tanto en posiciones mutadas como
no mutadas. Estas ultimas podrian atribuirse a errores de polimerizacion o
alineacion durante la etapa de sintesis del ADN (Liu et al., 2020). En este proyecto

no se abordd el posible impacto de estas nuevas sustituciones en la afinidad del
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anticuerpo. Para aprovechar al maximo los resultados proporcionados por la NGS,

son necesarios mas analisis.

Por otra parte, estudios sobre la maduracion de la afinidad han puesto de
relieve el papel fundamental de las mutaciones compensatorias durante el proceso
de maduracién. Julian et al. demostraron que las mutaciones clave que aumentan
la afinidad adquirida durante la evolucién dirigida de los anticuerpos suelen ser
fuertemente desestabilizadoras. Una comparacion directa del impacto de las
mutaciones sobre la afinidad y la estabilidad de un anticuerpo contra el péptido
AB42 de la enfermedad de Alzheimer durante la maduracién de la afinidad revelo
interesantes compensaciones entre afinidad y estabilidad. Cabe destacar que el
aumento de la afinidad de la variante P2 (segunda ronda de mutagénesis) se debid
a dos mutaciones desestabilizadoras: Arg®? y Asn’2. Este mismo patrén se observo
en la variante P3, en la que el aumento de afinidad se debié a una mutacion
desestabilizadora: Arg®. Sin embargo, en la variante P4, una mutacion
estabilizadora Lys% aumento la estabilidad en relacion con la variante P3. (Julian
et al., 2017). El andlisis del repertorio de anticuerpos en respuesta a la experiencia
antigénica ha demostrado que, durante la hipermutacion somatica, los anticuerpos
acumulan mutaciones con carga positiva no solo para mejorar su afinidad, sino
también para preservar su estabilidad. (Burkovitz et al., 2014; DeKosky et al., 2016;
Wilfing & Dovedi, 2023). Una posible mutacién estabilizadora de nuestro fragmento
scFv podria ser la sustitucion de Arg®® por lisina. Austeberry et al. observaron que
la sustitucién de arginina por lisina mejora la estabilidad coloidal de los anticuerpos
scFv. Los residuos de arginina, al favorecer las interacciones con los estados
desplegados, pueden incrementar el potencial de agregacion debido a la
adhesividad de la superficie. La sustitucion de arginina por lisina reduce estas
interacciones, lo que disminuye la agregacion y mejora la estabilidad (Austerberry
et al., 2019).
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En resumen, aunque nuestra estrategia de mutagénesis no utilizé como guia
datos estructurales, los efectos funcionales observados concuerdan con los
principios establecidos a partir de analisis cristalograficos y computacionales de
complejos anticuerpo-antigeno. Para dilucidar plenamente la base molecular de las
mejoras de afinidad observadas en este estudio, sera necesaria una mayor
caracterizacion biofisica, que incluya estudios estructurales del complejo
anticuerpo-antigeno. Tales analisis aclararian las interacciones especificas

responsables de la mejora de la afinidad de unién mostrada en este trabajo.

A pesar de estas limitaciones, nuestro enfoque identificd con éxito las
variantes que mejoran la afinidad y proporciona un fuerte candidato para el
desarrollo de herramientas de diagnostico de proxima generacidn para la
tuberculosis. La aplicacién de mutagénesis selectiva y parsimoniosa combinada
con secuenciacion profunda representa un marco poderoso para la optimizacién de

anticuerpos, en particular cuando no se dispone de datos estructurales.
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VL.

CONCLUSIONES

Este trabajo ha permitido el desarrollo de un fragmento de anticuerpo scFv de

afinidad mejorada contra el antigeno HspX de MTB, con potencial utilizacion para

el diagnéstico y/o tratamiento de la tuberculosis. Las conclusiones del estudio son:

Se obtuvo un fragmento scFv derivado del anticuerpo Tb HspX, con un valor
IC50 de 1,072 uM. Sin embargo, la expresion soluble del fragmento scFv en
un hospedero bacteriano resultd inviable, lo que plantea un desafio en su
produccion funcional para futuras aplicaciones. No obstante, se logré su

presentacion en la proteina PIII del fago filamentoso M13.

La técnica de TPFF combinada con la mutagénesis de Kunkel permitio la
construccion exitosa de tres bibliotecas de mutantes scFv con diversidad
adecuada, facilitando la diversificacién y el analisis de cinco de las seis
regiones CDR del fragmento scFv. Estas bibliotecas proporcionaron una

plataforma robusta para el mejoramiento de la afinidad del anticuerpo.

Las condiciones de seleccion aplicadas durante el proceso de panning
permitieron aislar e identificar ocho variantes de scFv con afinidad mejorada.
La mejor variante mostré un incremento de 28 veces en la afinidad con un
valor ICso de 37 nM.

Como conclusiones generales del proyecto de investigacion:

En ausencia de datos estructurales experimentales, el modelado basado en
algoritmos bioinformaticos combinado con un disefio racional de mutaciones

permite modificar de manera dirigida la afinidad de un anticuerpo.

La mutagénesis parsimoniosa, en conjunto con la TPFF, constituyen una
estrategia eficaz para la identificacion y seleccibn de variantes con

caracteristicas deseadas. En este trabajo, la aplicaciéon conjunta de estas
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metodologias permitid el aislamiento de variantes scFv con afinidad
mejorada, destacandose un mutante con una afinidad 28 veces superior en
comparacion con la variante parental. Estos resultados demuestran que este
enfoque es efectivo para la maduracion in-vitro de la afinidad de anticuerpos
y sugiere que su aplicacion podria extrapolarse a otras areas de la ingenieria
de proteinas, como la optimizacién de la estabilidad, modificacién de sitios

cataliticos, entre otros.

Futuros estudios deberan evaluar el potencial diagnéstico y/o tratamiento del
fragmento scFv obtenido en este trabajo. En un contexto mas amplio, estos
hallazgos representan un aporte en la lucha contra la diseminacion de la

tuberculosis que afecta principalmente a las poblaciones mas vulnerables.
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