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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) representa un
gran problema de salud publica que se acrecienta a
medida que la poblacién mundial envejece, motivo
por el cual es importante el atacar a este problema
para poder mejorar la calidad de vida de las
personas que lo sufren,

Se ha hipotetizado que la acumulacion del
péptido beta-amiloide (BA) en el cerebro juega un
papel muy importante en la neuropatologia de la
enfermedad de Alzheimer por lo que la remocién y
desagregacion del péptido es wuna opcidon
terapéutica que esta siendo explorada actualmente
ya que se han encontrado resultados alentadores
en este campo.

Los anticuerpos anti-BA se encuentran dentro de
los compuestos capaces de destruir los oligdmeros,
protofibrillas y fibrillas de BA, asi como prevenir su
agregacion. Estudios in vivo han demostrado que
los anticuerpos anti-BA tienen la capacidad de
eliminar los depdsitos preexistentes de BA y/o
prevenir el desarrollo de nuevos agregados junto
con el mejoramiento de las funciones cognitivas.
Sin embargo, los efectos adversos observados con
la administracién de anticuerpos completos ha
llevado a los investigadores a buscar otras
opciones, como el uso de los fragmentos de
anticuerpos.

La tecnologia de “despliegue en fagos” permite
la expresion de fragmentos de anticuerpos sobre la
superficie de fagos filamentosos, proporcionando
un método mucho mas practico y rapido para la
obtencién de anticuerpos monoclonales.

En nuestro grupo de trabajo, se selecciond un
anticuerpo recombinante (clona b4.4) dirigido contra
el péptido BA1.4, a partir de una biblioteca humana
no inmune de fragmentos de anticuerpos (scFv;
cadena sencilla del fragmento variable) creada por
el método de despliegue en fagos. También se
demostré la capacidad de este fragmento de
anticuerpo para inhibir el efecto citotoxico del
péptido BA142 en ensayos in vitro utilizando la linea
celular SH-SY5Y.
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ABSTRACT

Alzheimer’'s Disease (AD) represents a serious
public health problem that increases as the world
population grows older, therefore it is very important
to attack this problem in order to provide a better life
quality for the persons suffering from it.

It's been hypothesized that the accumulation of
amyloid beta peptide (ap) on the brain plays a very
important role in the neuropathology of this disease,
suggesting the remotion and disaggregation of the
peptide as a viable therapeutic option that is being
explored nowadays due to the good results found
on this field.

Anti-a} antibodies are among the compounds
capable of destroying the oligomers, protofibrils and
fibrils of ap, preventing their aggregation as well. In
vivo studies have demonstrated that anti-ap
antibodies are able to eliminate the preexistent
deposits of aff and/or prevent the development of
new aggregates along with cognitive function
improvement. However, the adverse effects
observed when complete antibodies were
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administered lead the scientists to search for other
options such as the use of antibody fragments.

Phage display technology allows the expression
of antibody fragments over the surface of
filamentous phages, providing a faster and practical
method for obtaining monoclonal antibodies.

Our group selected a recombinant antibody
(clone b4.4) directed against AB.4,, peptide, from a
human native antibody fragment (scFv; single chain
fragment variable) library created by phage display.
We demonstrated that this antibody fragment has
the ability to inhibit AB4.42, peptide’s citotoxicity on in
vitro assays using the SH-SY5Y cell line.

INTRODUCCION

La neuropatologia caracteristica de |la
enfermedad de Alzheimer (EA) fue descrita por
primera vez en 1907 por el Dr. Alois Alzheimer.

La EA es un padecimiento neurolégico
progresivo que afecta a millones de personas en
todo el mundo, siendo una de las causas de
demencia mas frecuentes después de los sesenta
afios. Durante su patogénesis, la acumulacién de
péptido beta-amiloide (BA) en el cerebro y su
agregacion en placas es un evento muy importante,
por lo que se han realizado diversos estudios para
encontrar compuestos que disuelvan o inactiven las
placas del péptido o que prevengan su agregacion.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la
Salud, la incidencia de esta enfermedad es de
aproximadamente 20 millones de pacientes en todo
el mundo, cifra que en menos de 10 afios podria
triplicarse si se considera la rapidez con la que
aumenta la poblacion mayor (OMS., 2006
www.who.int).

Los paises en vias de desarrollo como China,
India y la mayor parte de Latinoamérica conforman
actualmente mas del 50% de las personas con la
enfermedad de Alzheimer y se estima que para el
2025 aumentara la tasa de crecimiento de enfermos
de Alzheimer concentrandose en estos paises

aproximadamente el 70% de los afectados de todo
el mundo. Se sabe que el 5% de los hombres y el
6% de las mujeres que han cumplido los 60 afios
presentan la enfermedad, mientras que el 25-50%
de las personas a partir de los 85 afos tienen un
cuadro sintomatico de Alzheimer, ademas de que
un namero mayor presenta alguno de los patrones
patolégicos sin manifestacion de sintomas (OMS,
2006). Los problemas individuales y el enorme
costo para la sociedad han incrementado la
preocupacion por esta enfermedad (Fassbender et
al., 2001).

La EA tiene como consecuencia la pérdida
irreversible de neuronas, particularmente en la
corteza, el hipocampo, el sistema limbico y los
ganglios basales. Se manifiesta inicialmente por
afectar levemente las funciones cognitivas como
pérdida de la memoria episddica de corto plazo y la
orientacion en tiempo y espacio. Posteriormente se
presenta una pérdida creciente y progresiva de la
memoria, de juicio, de toma de decisiones, de
orientacion espacial y de lenguaje. Después de una
década o mas se manifiesta una demencia
marcada, desorientacion e inmovilidad total hasta la
muerte por fallo cardiorrespiratorio, siendo
considerada una causa frecuente de muerte en
personas adultas de entre 55 a 65 afos (Larson et
al., 2004). Sus caracteristicas patolégicas son la
pérdida neuronal, la presencia de placas seniles
extracelulares conformadas por el péptido beta-
amiloide (también Illamadas placas neuriticas),
conglomerados neurofibrilares y anormalidades
neuroquimicas (Nussbaum et al., 2003; Dugué et
al., 2003; Shastry, 2003). Se denomina BA a
aquellas proteinas con estructura secundaria de
laminas B que se tifien con rojo congo o con
tioflavina S (Klein et al., 2001).

Las placas neuriticas son lesiones multicelulares
esféricas que contienen depdsitos extracelulares de
péptido BA en su mayor parte en forma fibrilar.
Estan rodeadas de axones degenerados vy
dendritas distréficas, células de microglia activadas
y astrositos reactivos (Maimone et al., 2001). La
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densidad amiloide del centro de cada placa se ha
relacionado con el estadio de formacion de la placa,
desde las recién formadas con un centro muy
difuso, hasta las placas terminales con un centro
denso (Vickers et al., 2000).

El péptido BA de las placas neuriticas es un
producto del metabolismo normal de una
glicoproteina transmembranal llamada proteina
precursora del amiloide (APP). Existen dos vias
principales para el procesamiento de la APP: Por
actividad de una o secretasa se libera el
ectodominio sAPPa N-terminal y se produce un
fragmento C-terminal de 83 residuos de
aminoacidos (C83) que es transmembranal.
Posteriormente una actividad y secretasa produce
el fragmento P3 que es una forma N-terminal
truncada del péptido BA. Por otro lado, la actividad
de B secretasa libera el ectodominio sAPPB N-
terminal produciendo un fragmento C-terminal
transmembranal de 99 residuos de aminoacidos
(C99). La actividad y secretasa produce el péptido
BA de diferentes tamafos: de 39 a 43 aminoacidos
(Wolfe, 2002; Irizarry, 2001).

Recientemente se ha postulado que el
procesamiento anormal de la APP debido a
mutaciones en su secuencia, conducen a la EA en
algunas familias (Winblad, 2003; Wolfe, 2002;
Hardy et al., 2002). Los datos obtenidos del estudio
de mutaciones poco frecuentes en familias con
desarrollo temprano de la EA se ha utilizado para
identificar blancos terapéuticos y para crear
modelos animales (Nussbaum et al., 2003).

A la fecha hay evidencias importantes que
indican que la variabilidad genética en el
catabolismo del péptido BA y su remocion pueden
contribuir al riesgo de desarrollo temprano de la EA
(Irizarry, 2001). Sin embargo, cada vez mas
reportes sugieren que la acumulacién masiva del
péptido beta-amiloide de 42 aminoacidos (3A42) en
fibrillas, es un evento primario en la patogénesis de
la EA (Ardi et al., 2002).

Desde el punto de vista genético, la EA es
dicotomica, puede ser de desarrollo temprano
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cuando hay mutaciones persistentes que se
transmiten de manera autosomal, o puede ser de
desarrollo tardio debido a polimorfismos comunes
(Tanzi et al., 2001).

Se ha postulado que las placas neuriticas
presentan neurotoxicidad que conduce a la muerte
celular y en algunos estudios se han correlacionado
la densidad de las placas, y no el numero de ellas,
con las caracteristicas clinicas de la EA (Dugué et
al., 2003; Ardi et al., 2002), sin embargo, no se ha
encontrado correlacién. Se ha propuesto que el
incremento de especies de oxigeno reactivo y
algunos metales como el hierro o el aluminio
contribuyen a la degeneraciéon neuronal (Shastry,
2003). Adicionalmente, se han identificado algunos
derivados del nitrégeno, enzimas proteoliticas y
citocinas inflamatorias en los procesos de
neurodegeneracion en la EA (Fassbender et al.,
2001; Vickers et al., 2000).

Debido a que el péptido BA esta asociado a la
EA, las proteasas que lo generan son de gran
interés para el desarrollo de compuestos con
potencial terapéutico (Ardi et al., 2002). La B
secretasa ha sido clonada y se han desarrollado
inhibidores para ella (Ardi et al., 2002; Dugué et al.,
2003; Shastry, 2003). Asi mismo, recientemente se
ha logrado identificar la y secretasa y se han
desarrollado tanto inhibidores como moduladores
de su actividad (Wolfe, 2002; Citron, 2002). Sin
embargo, estos inhibidores secundarios pueden
tener efectos sobre la funcion normal de las
proteasas mencionadas.

Teniendo en cuenta esta desventaja, resultan de
interés otros compuestos que puedan desagregar
los depositos amiloides y/o prevenir la formacion de
oligbmeros Yy fibrillas de péptido BA (Irizarry et al.,
2001).

Se ha encontrado que las fibrillas de péptido BA
no son las Unicas formas neurotdxicas, sino que
también se ensamblan en formas solubles
(protofibrillas), formando estructuras curvilineas de
4-11 nm en diametro y menos de 200 nm de
longitud. Las protofibrillas causan estrés oxidativo in
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vitro, al desacoplar los transportadores ionicos y de
glucosa en la membrana celular, lo cual genera
desestabilizacion de la homeostasis celular del
calcio. También causan cambios electrofisiolégicos
lo que eventualmente conduce a la muerte
neuronal. Ademas de las protofibrillas, algunos
oligbmeros pequenos llamados ligandos difusibles
de BA (ADDL), son neurotoxicos in vitro. Ambas
formas escapan a la deteccion con anticuerpos
dirigidos a las fibrillas del péptido BA (Klein et al.,
2001).

El depdsito de formas insolubles del péptido A
en estructuras similares a placas da como resultado
dafio estructural en los axones. Las neuronas
responden con cambios locales en el sitio del dafo
con mecanismos de adaptacion o regeneracion
pero en la EA estos resultan ineficientes debido al
fuerte estrés mecanico generado por las placas
mas compactas del péptido BA (Vickers et al.,
2000).

Es claro que el depdsito de péptido BA en el
cerebro es un evento relacionado con la edad vy
existe evidencia que indica que la formacion de
placas en cierto grado, es inevitable con la edad.
(Maimone et al., 2001).

Los oligbmeros del péptido PBA soluble
representan micelas de proteinas porque el péptido
BA es anfipatico y reactivo en su superficie, la
formacién de oligdbmeros es dependiente de una
concentracion critica y su formacion se correlaciona
con la aparicion de un ambiente hidrofébico. Se ha
observado que los oligdbmeros solubles son
neurotoxicos y se han encontrado en el cerebro de
pacientes con la EA. Se ha sugerido que estos
oligdbmeros no se acumulan con el tiempo pero
pueden servir como nucleos para desarrollar
estructuras fibrilares (Kayed et al., 2003).

En un paciente tipico con EA hay una poblacion
mixta de oligdbmeros de péptido BA y placas
neuriticas maduras. Estos oligdbmeros pueden
permanecer como moléculas solubles e interactuar
destructivamente con las neuronas. Se han hecho
estudios  estructurales para identificar los

mecanismos por los que estos oligbmeros son
importantes en la patogénesis de la EA con miras a
desarrollar estrategias inhibidoras (Jackson et al.,
2000).

Las dos formas predominantes del péptido BA
en la enfermedad de Alzheimer son el fragmento
BA40, el mas abundante en circulacion y con mayor
solubilidad, asi como el fragmento BA42, menos
soluble y considerado el mas toxico y que se
encuentra en mayor cantidad en las placas seniles.
Se ha observado que las suspensiones del péptido
BA42 son igualmente téxicas a las del péptido
BA40. Sin embargo, el péptido BA42 presenta una
cinética de agregacion extremadamente rapida
respecto del péptido BA40. (EI-Agnaf et al., 2000).

Existe evidencia que apoya que no es el
depdsito de péptido BA lo que desencadena la EA,
si no mas bien la agregacion del péptido. Aunado a
esto, se han encontrado factores especie-
especificos y relacionados a la edad, que modulan
la toxicidad del péptido BA.

Los estudios en modelos transgénicos de la EA
y en muestras de pacientes, han demostrado que
los depositos de péptido BA mas grandes y densos
estan asociados a la pérdida neuronal y que no
existe una penumbra de toxicidad sino que se
comportan como lesiones toxicas focalizadas. Se
ha comprobado que los depésitos de péptido BA
tienen una conformacion de lamina pB-plegada
relevante para la toxicidad in vivo, por lo que la
prevencion o remociéon de depdésitos de péptidos
son estrategias terapéuticas potenciales (Urbanc et
al.,, 2002).

La relacién entre la neurotoxicidad del péptido
BA y la APP no es clara, pero es posible que la
APP pueda modular la toxicidad del péptido BA. La
formacién de fibrillas del péptido BA convierte al
mismo péptido BA en una forma con alta afinidad
por proteinas de membrana de las neuronas y
particularmente por la APP. En contraste, los
agregados amorfos de péptido BA no muestran
unién a proteinas de membrana, este resultado
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correlaciona bien con la ausencia de toxicidad.
Existen varios mecanismos por los que APP
promueve la muerte celular, pero los resultados
experimentales sugieren que la union de APP y BA
aumenta la toxicidad por cambios conformacionales
que disparan la muerte celular (Lorenzo et al.,
2000).

ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

Considerando la hipdtesis de la cascada
amiloide, se han desarrollado estrategias mediante
inmunoterapia que incluyen la inhibicion de
secretasas, neuroproteccion por reduccion de la
produccion del péptido BA, la busqueda de
compuestos que puedan potenciar la inhibicion de
la agregacion del péptido BA y/o promocion de su
remocion. Algunos de estos compuestos son
anticuerpos anti-BA que se pueden unir a las placas
seniles y desagregarlas (Solomon et al., 1997).

Se ha demostrado que estos anticuerpos anti-BA
pueden desagregar las placas y también revertir el
dafio neuronal, por un mecanismo aun no descrito
(Lombardo, 2003); la administraciéon periférica de
anticuerpos anti-pA monoclonales reducen la
formacion de placas en cerebros de ratones
PDAPP vy restauran la memoria y la capacidad de
aprendizaje (Bard et al., 2000), todo esto ha
demostrado que la inmunizacidon pasiva puede
interferir con los procesos de desagregacion de las
placas seniles. Por otra parte, se ha observado que
la presencia de fragmentos Fc de los anticuerpos,
puede desencadenar una respuesta inmune innata
en el cerebro, provocando inflamacién crénica,
pérdida neuronal y elevada secrecién del péptido
BA, afectando el balance entre la agregacién y
desagregacion de las placas (Broytman et al.,
2004).

Como parte de la prueba multicéntrica para la
vacuna AN1792 en pacientes con EA en grado
medio o moderado, en treinta pacientes se probd
una inmunizacion activa con péptido sintético BA; 4
pre-agregado, mediante una
intramuscular y un refuerzo a las cuatro semanas.

inyeccion
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Se obtuvo suero y liquido cefalorraquideo (LCR) y
se encontré que los anticuerpos anti-BA generados
en respuesta a la vacunacion, no tienen reaccion
cruzada con el ectodominio de la proteina APP en
la superficie celular y son especificos a depdsitos
de péptido BA (Hock et al., 2002). Los anticuerpos
también fueron encontrados en LCR, lo que
demuestra su capacidad para cruzar la barrera
hematoencefalica. Por otro lado, se encontré la
estabilizacion cognitiva relevante en la vida diaria
de los pacientes que presentaron anticuerpos
contra placas de péptido BA (Hock et al., 2003).
Estos datos sugieren que los anticuerpos contra
placas de péptido BA pueden detener o retardar el
deterioro clinico y cognitivo en pacientes con la EA.

Sin embargo, en enero de 2002 fue suspendida
la prueba clinica con AN-1792 debido a que
algunos pacientes presentaban inflamaciéon en el
sistema nervioso central. El farmaco probado
(Betabloc), contenia una version sintética del
péptido BA y causaba que el sistema inmune
atacara las placas neuriticas. Sin embargo, se
sugirié una posible respuesta autoinmune porque la
APP se encuentra en muchas células normales
incluyendo las neuronas (Washington, 2000).

En la prueba clinica con AN-1792, posiblemente
los anticuerpos se unieron a las placas neuriticas y
se dio una condicién de inflamacién crénica como
una respuesta aguda para acelerar la remocion del
péptido BA en el cerebro. En pacientes de edad
avanzada, la vacunacién tiene el potencial de
exacerbar la neuroinflamacion, a través de la
invasion al cerebro de células T-citotdxicas que
acelerarian la pérdida neuronal y la demencia.

Debido a esto, se ha intentado optimizar un
protocolo de inmunizacion utilizando unicamente los
fragmentos de inmunoglobulinas que interactuen
especificamente con el péptido BA como los
fragmentos F(ab’), que fueron tan efectivos como la
administracion del anticuerpo completo (Bacskai et
al., 2002). Estos anticuerpos, reconocen la region
amino terminal del péptido BA (EFRH), pero se ha
demostrado que cuando son dirigidos al extremo
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amino terminal del péptido BA se asocian a
hemorragias cerebrales en ratones transgénicos
APP23 (Pfeifer et al., 2002).

En 1993, se aislaron cuatro anticuerpos
reactivos simultaneamente contra placas de péptido
BA40 y vasos sanguineos cerebrovasculares, de un
paciente con diagnéstico clinico de la EA. Dos de
estos anticuerpos, mostraron reactividad contra
placas en cerebros de personas sanas y los cuatro
anticuerpos obtenidos, reaccionaron también con
neuronas en cerebros de pacientes con EA y
personas sanas. Se explord el epitope reactivo,
encontrandolo en la regiéon amino terminal entre los
residuos 1-28 (Gaskin et al., 1993).

En 1996 se probaron algunos anticuerpos
monoclonales para prevenir la agregacion del
péptido PBA. Se encontré6 que el anticuerpo
monoclonal AMY-33, que reconocia un epitope
entre los residuos 1-28 del péptido BA40, inhibia la
agregacion del péptido en presencia de heparan
sulfato. Lo que indica que el efecto inhibidor parecia
estar relacionado con la localizacion del sitio de
unién del anticuerpo, y con la naturaleza de los
agentes agregantes (Solomon et al., 1996).

Posteriormente, en 1997 se demostré que el
anticuerpo monoclonal 6C6, que se une al epitope
localizado entre los residuos 1-16 tiene un efecto de
solubilizacién significativo en fibrillas pre formadas
del péptido BA, y confiere deterioro a las estructuras
de las fibrillas. Este anticuerpo monoclonal previene
la neurotoxicidad del péptido BA in Vitro, de manera
dependiente de la concentracién, lo que sugirié que
los anticuerpos monoclonales de alta afinidad
dirigidos a sitios especificos, podrian revertir la
agregacion  patolégica del péptido PA a
componentes no toxicos (Solomon et al., 1997).

Se han desarrollado varios ratones transgénicos
que sobreexpresan la proteina humana APP. En
1999 se inmunizaron ratones transgénicos PDAPP
con peéptido BA42. La inmunizacién en animales
jovenes, esencialmente previene el desarrollo de la
formacién de placas de péptido BA, la distrofia
neuritica y la astrogliosis. También se demostré que

el tratamiento en animales envejecidos también
reduce la extension y progresion de las neuropatias
que se presentan en la EA, que se presentarian sin
tratamiento. Se hizo patente que la inmunizacion
con péptido BA42 genera anticuerpos especificos
anti-BA (Schenk et al., 1999).

Ya que la |utilizacibn de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra el péptido BA, ha sido
util en el tratamiento de los signos y sintomas en
modelos animales in vitro, es facil plantearse el uso
de fagos filamentosos que presentan fusiones de
polipéptidos a sus proteinas de superficie como
método de produccion de moléculas que se unan al
BA, tomando en cuenta las ventajas que confiere
esta tecnologia en la produccién de monoclonales.

También se ha demostrado que el empleo de
fragmentos variables de cadena sencilla (scFv),
puede desagregar las placas seniles (Frenkel et al.,
2000). Considerando esta premisa, se han
desarrollado bibliotecas de scFv tanto inmunes (de
ratéon), como no inmunes (de humano) a partir de
las cuales ha sido posible encontrar anticuerpos
dirigidos a diferentes regiones del péptido BA
(Manoutcharian et al., 2003; Manoutcharian et al.,
2004).

Se ha discutido ampliamente sobre si la
inmunizaciéon pasiva es suficiente para que los
anticuerpos anti-péptido BA, atraviesen la barrera
hematoencefélica y entren al sistema nervioso
central (SNC). Un grupo de investigacion, no logré
detectar anticuerpos en las placas seniles (Bard et
al., 2000) pero otro grupo si lo hizo (Morgan et al.,
2000). La unica diferencia entre ambos es la via de
administracion del anticuerpo, intravenosa en el
primer caso, e intraperitoneal en el segundo.
Resulta posible que la forma de administracién
podria influir en la capacidad de los anticuerpos de
atravesar la barrera hematoencefalica. Sin
embargo, también es concebible que los
anticuerpos actien como “precipitantes periféricos
de péptido BA” por lo que aun se requiere de mas
estudios del tema para vislumbrar la manera en que
actua la inmunoterapia anti-péptido BA (Lee, 2001).
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Sin embargo, el uso de anticuerpos como
agentes terapéuticos o de inmunodeteccion tiene
aplicaciones limitadas debido a su alto costo y a
sus caracteristicas de estabilidad. Es por eso que
hoy dia se prefieren moléculas con la especificidad
de la interaccidon antigeno-anticuerpo, pero que no
tengan una base de inmunoglobulina. Para cubrir
estos requisitos se emplean péptidos o fragmentos
de anticuerpos (con los sitios de union al antigeno),
expresados en fagos mediante una tecnologia
conocida como despliegue en fagos (phage
display), desarrollada por primera vez en el
bacteriéfago M13 por el Dr. James Smith en 1985,
a partir de entonces se han desarrollado numerosos
sistemas de expresion tanto in vitro como in vivo.
La posibilidad de expresar proteinas en la superficie
de bacteriofagos mediante el despliegue en fagos
establece un vinculo entre su fenotipo y genotipo.

El despliegue en fagos es una tecnologia que
permite la expresién de uno, o un conjunto de
péptidos o proteinas fusionados a una de las
proteinas de la cubierta del bacteriéfago, resultando
en un desplegado de la fusién proteica sobre la
superficie del viron (McCafferty et al.,, 1990). Al
mismo tiempo, el ADN que codifica tal fusién se
encuentra dentro del viridon que lo expresa (Whitlow
etal., 1991).

El despliegue en fagos ha sido usado para crear
una union fisica entre una vasta biblioteca de
secuencias peptidicas aleatorias y ADN’s que
codifican para dichos péptidos, permitiendo una
rapida identificacion de ligandos peptidicos para
una variedad de moléculas blanco (anticuerpos,
enzimas, receptores celulares, etc.), por un proceso
de selecciébn in vitro llamado bioseleccion
(biopanning).

Se han usado bibliotecas peptidicas aleatorias
desplegadas sobre los fagos en un gran numero de
aplicaciones, como el mapeo de epitopos, el mapeo
de interacciones proteina-proteina, la identificacion
de ligandos no peptidicos, péptidos activos vy
sustratos de proteasas, entre otras (Batra et al.,
1990).
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Los anticuerpos desplegados son
inmunoterapéuticos muy confiables, faciles de
producir, bien tolerados y de buen comportamiento
clinico. Mediante el rearreglo de los dominios
variables y bioseleccién de anticuerpos de ratén, se
puede generar una version humana con
caracteristicas similares de afinidad, o bien se
puede aplicar el proceso de humanizacion
(Hoogenboom et al., 2000).

La fuente de los dominios de los genes variables
y los tipos de CDR’s incluidos determinaran la
especificidad y frecuencia de clonas especificas a
un antigeno de interés, como la calidad (afinidad y
frecuencia de mutaciones de nucleétidos) de las
clonas seleccionadas. Los anticuerpos altamente
afines a un antigeno se pueden seleccionar mas
facilmente a partir de bibliotecas inmunes, mientras
que las bibliotecas sintéticas y no inmunes son
utles como fuentes de anticuerpos a muchos
diferentes antigenos. El formato de expresion
también influye en los resultados de la seleccion,
por lo que se prefiere utilizar la fusion a cplll en
fagémidos, porque permite una alta frecuencia de
expresion monovalente y la facil conversion de
anticuerpos expresados en fagos a anticuerpos
solubles secretados (Hoogenboom et al., 2000).

Los sistemas de fagémidos permiten la
expresion de polipéptidos que no pueden ser
expresados en sistemas de expresion simple,
debido a que los efectos deletéreos de las
proteinas de fusion son atenuados por la presencia
de proteinas de envoltura del fago ayudador de tipo
silvestre. Por eso, actualmente se ha logrado la
expresion funcional de polipéptidos en las cinco
proteinas de envoltura del fago mediante sistemas
fagémidos. A la fecha existen reportes que
demuestran que la envoltura del fago es
extremadamente tolerante a la adicion de nuevas
proteinas y estas proteinas pueden ser
especificamente modificadas para mejorar el
despliegue en los fagos.

Existen bibliotecas de péptidos expresadas en
fagos que pueden ser usadas para aislar péptidos



articulos

que se unen con alta especificidad y afinidad a
practicamente cualquier proteina de interés. Estos
péptidos pueden ser utilizados como reactivos para
entender el reconocimiento molecular, o como
moléculas para el disefio de farmacos. En este
contexto se ha demostrado que muchos péptidos
identificados mediante bibliotecas en fagos, se
unen a estructuras tridimensionales biolégicamente
relevantes por lo que han sido utilizados para
identificar nuevos sitios para el disefio de
inhibidores enzimaticos.

Una de las ventajas de usar M13 como sistema,
es que se puede obtener el ADN en dos formas,
dependiendo de lo que se necesite. Puede
obtenerse ADN de wuna sola cadena para
secuenciar a partir de los fagos, o bien ADN de
doble cadena tipo plasmido a partir de las células
infectadas (Messing, 1991). Recientemente se ha
desarrollado un sistema de vector Illamado
fagémido, el cual combina las ventajas de los
vectores plasmidicos y de fago. El fagémido posee
los origenes de replicacion de M13 (de cadena
sencilla) y del plasmido (de doble cadena).

Los fagémidos pueden cultivarse como
plasmidos o como fagos recombinantes con la
ayuda de un fago helper como M13KO7, ya que a
pesar de que el fagémido tiene el origen de
replicacion de M13, le hacen falta los genes de las
proteinas del fago que se requieren para poder
producir una particula viral completa. Por lo tanto,
las células transformadas con el fagémido deben
ser infectadas con un fago helper que codifique
para las proteinas necesarias para replicar y
empaquetar el ADN de cadena sencilla del
fagémido, en particulas de M13 (rescate de fago).
La presencia de un marcador de resistencia como
la ampicilina en el fagémido, hace posible la
seleccion de las células transformadas en un medio
que contiene antibiético.

McCafferty et al. (1990) mostraron que los
fragmentos de anticuerpo podian ser expresados
en la superficie de particulas de fago mediante la
fusion de los genes variables de los anticuerpos a

una de las proteinas del fago. Los anticuerpos
expresados en fagos que son especificos para un
antigeno de interés, pueden ser enriquecidos
posteriormente por multiples rondas de seleccién
por afinidad (al antigeno), debido a que la particula
del fago lleva el gen que codifica para el anticuerpo
expresado. Esto se reportd por primera vez por
McCafferty et al. (1990), para fragmentos de
anticuerpos scFv. Esta aplicacion consiste en
expresar fragmentos de anticuerpos scFv como
proteinas de fusion desplegadas en la superficie de
fagos filamentosos, utilizando la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), en la cual los
genes de las regiones variables (V) de las
inmunoglobulinas se amplifican a partir de
hibridomas o de células de bazo. Los genes de la
fraccion variable pesada (VH) y de la ligera (VL) se
clonan en un vector de fago y se expresan
fusionados a una proteina de superficie del fago.

Cada genoma de fago recombinante contiene
los genes V que determinan la secuencia de
aminoacidos de los CDR del anticuerpo que se
expresara en su superficie. Dado que la regién del
anticuerpo desplegado mantiene su capacidad de
union al antigeno, es posible enriquecer los fagos
recombinantes que expresen anticuerpos
especificos por medio de seleccién por afinidad. De
esta manera, los anticuerpos de una afinidad y
especificidad determinada pueden seleccionarse a
partir de una poblacién.

La tecnologia de expresion de scFv’'s en fagos
recombinantes tiene el poder y la versatilidad de
mimetizar las caracteristicas de la diversidad y
seleccion inmune in vivo. Se prevé que en un futuro
podran sustituirse las practicas de inmunizar
animales y el desarrollo de hibridomas, por un
sistema bacteriano capaz de sintetizar y expresar
cantidades de anticuerpos virtualmente ilimitadas
para practicamente cualquier antigeno.

Casi todas las proteinas scFv contienen un
linker de 15 aminoacidos (Gly4Ser);. Este péptido
linker flexible se disefa especificamente para poder
unir el espacio de 3.5 nm que existe entre el
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carboxilo terminal de la cadena VH y el amino
terminal de la cadena VL. Esta construccion facilita
el acoplamiento de la cadena y minimiza problemas
de recircularizacion y agregacién que se presentan
cuando las dos cadenas se expresan de manera
individual. La afinidad y estabilidad de los
anticuerpos scFv que contienen los residuos
(Gly4Ser); son generalmente comparables con los
de un anticuerpo nativo.

Cuando los anticuerpos recombinantes se unen
al antigeno, unen eficazmente al fago también. La
presencia de fago unido a antigeno es por lo tanto
un indicador indirecto de que los anticuerpos
reactivos al antigeno se expresan en la punta. Este
fago por si mismo puede ser detectado con un
anticuerpo marcado contra la proteina de superficie
cpVIll. Ya que esta proteina de cobertura se
presenta en varios miles de copias en la superficie
del fago, ésta amplifica eficazmente la sefal.

En nuestro grupo de trabajo, se seleccioné un
anticuerpo recombinante (clona b4.4) dirigido contra
el péptido BA44,, a partir de una biblioteca humana
no inmune de fragmentos de anticuerpos (scFv;
cadena sencilla del fragmento variable), creada por
el método de despliegue en fagos. También se
demostré la capacidad de este fragmento de
anticuerpo para inhibir el efecto citotoxico del
péptido BA+.42 €n ensayos in vitro, utilizando la linea
celular SH-SYSY. Dicha clona (b4.4), expresa el
fragmento de anticuerpo en fusiéon a la proteina
cplll del fago filamentoso M13 (de 3 a 5 copias en
el fago). Con el antecedente de los resultados
neuroprotectores que presenta la clona, se llevo a
cabo una subclonacién para expresar el fragmento
recombinante en un alto numero de copias, la clona
construida respondi®6 de manera favorable,
potenciando el reconocimiento hacia el péptido BA;.
42 Y demostrando también wuna capacidad
neuroprotectora, siendo este un resultado bastante
alentador, ya que se obtuvo una molécula que a
largo plazo puede constituir una opcion terapéutica
barata y de rapida obtencion, dadas las ventajas
que el despliegue en fagos proporciona.
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