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RESUMEN

La proteina GP63 es una metaloproteasa presente en la membrana de parasitos del
geénero Leishmania spp., que le permite evadir la respuesta inmune del hospedero.
Esta proteina modula diversas moléculas del sistema inmune, incluyendo el C3b del
complemento, el correceptor CD4 en linfocitos T, mTOR, caspasas, algunas MAPK
quinasas y factores de transcripcion como NFkB. Su capacidad para modular
multiples rutas inmunoldgicas fue lo que permitid considerarla una posible

herramienta para modular blancos inmunoldgicos relevantes en linfocitos B (LB).

Inspirados por los avances recientes en el desarrollo de proteinas recombinantes y
la transferencia dirigida de proteinas o material genético con fines terapéuticos; se
desarroll6é un sistema de expresion constitutiva de la proteina GP63 y la produccion
de la proteina recombinante. Estos modelos, permitieron evaluar los efectos de
GP63 en la supervivencia, proliferacion, activacion y diferenciacion de LB humanos.
Observamos que la exposicion a GP63 recombinante, inducia la expresion de
CD38, mientras que su expresion intracelular generaba el aumento de CD11b. En
conjunto, estos cambios sugieren que la via de dosificacion de la proteina tiene un
impacto en el fenotipo del LB, en especial hacia un perfil mas regulador que

activador.

Mediante esta aproximacidén biotecnoldgica, buscamos aportar evidencia critica
sobre la aplicacion de este tipo de proteinas como agentes terapéuticos. El enfoque
de este trabajo es innovador, ya que se aleja del paradigma tradicional que
considera a GP63 exclusivamente como un factor de virulencia o un blanco
terapéutico, proponiendo en cambio su aprovechamiento como una molécula
inmunomoduladora, con potencial bioactivo, en contextos terapéuticos que puedan

ser aplicados en el futuro, para el tratamiento de enfermedades inmunomediadas.
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ABSTRACT

The GP63 protein is a metalloprotease present in the membrane of parasites of the
genus Leishmania spp., which enables them to evade the host’'s immune response.
This protein modulates various molecules of the immune system, including
complement component C3b, the CD4 receptor on T lymphocytes, mTOR,
caspases, certain MAPK kinases, and transcription factors such as NFkB. Its ability
to modulate multiple immunological pathways was the key feature that motivated its
study in this thesis, considering it as a potential tool to modulate relevant

immunological targets in B lymphocytes (BL).

Inspired by recent advances in the development of recombinant proteins and the
targeted delivery of proteins or genetic material for therapeutic purposes, we
developed a constitutive expression system for the GP63 protein and produced the
recombinant protein. These models allowed us to evaluate the effects of GP63 on
the survival, proliferation, activation, and differentiation of human B lymphocytes. We
observed that exogenous exposure to GP63 induced CD38 expression, whereas its
intracellular expression led to an increase in CD11b. Taken together, these changes
suggest that the protein delivery route influences the B cell phenotype, particularly

shifting it towards a more regulatory rather than an activating profile.

Through this biotechnological approach, we aim to provide critical evidence for the
application of such proteins as therapeutic agents. This work takes an innovative
approach by moving away from the traditional paradigm that considers GP63 solely
as a virulence factor or therapeutic target and instead proposes its use as an
immunomodulatory molecule with potential bioactivity in therapeutic contexts that
could be applied in the future for the treatment of immune-mediated diseases.

16



1.0 INTRODUCCION

Los linfocitos B (LB) desempefian un papel fundamental en las enfermedades
inmunomediadas, no solo mediante la producciéon de anticuerpos, sino también
actuando como células presentadoras de antigeno, altamente eficientes y
moduladoras de la respuesta inmune (1,2) . Estas células pueden participar de la
activacion de otras células, al captar antigenos, presentarlos a los linfocitos T CD4*
y secretar citoquinas proinflamatorias (3,4). Adicionalmente, existen subpoblaciones
de linfocitos B, algunos con caracteristicas reguladoras como los LB (Bregs) que,
mediante la produccion de IL-10, TGF- o IL-35, desempenan funciones
antiinflamatorias esenciales, inhibiendo la diferenciacion de linfocitos T (LT)
Th1/Th17 e induciendo LT reguladores (5,6). Esto apoya la importancia de estudiar
estas células que influyen de manera decisiva en la magnitud, calidad y duracion de
la respuesta inmune, en especial la adaptativa; planteando su potencial como
blanco terapéutico en enfermedades autoinmunes, autoinflamatorias e incluso en el

cancer (7-9).

Estas patologias, caracterizadas por una respuesta inmune aberrante, inhibida o
exacerbada, y en algunos casos dirigida contra antigenos y tejidos propios,
representan un desafio significativo de la medicina contemporanea, constituyendo
una de las principales causas de morbilidad cronica y mortalidad a nivel mundial
(10,11). A pesar de los avances en el desarrollo de terapias bioldgicas e
inmunosupresoras, el tratamiento actual de estas enfermedades sigue siendo
limitado por efectos secundarios significativos, respuestas terapéuticas variables y
la necesidad de terapias de por vida, que no abordan las causas subyacentes de la

desregulacion inmune (12,13) .
En la busqueda de nuevas formas de modular la funcién de los LB, estudiamos a

GP63 (glicoproteina de 63 kDa), una metaloproteasa de zinc expresada

abundantemente en la superficie de los parasitos del género Leishmania spp (14).
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Esta proteina ha demostrado poseer propiedades inmunomoduladoras, siendo
capaz de interferir con multiples vias de sefalizacion inmune y promover respuestas
antinflamatorias que facilitan la supervivencia del parasito en las células hospederas
(15-17).

La capacidad inmunomoduladora de GP63 se fundamenta en su arquitectura
molecular unica, que incluye un dominio catalitico altamente conservado, un metal
como el zinc, y regiones especificas que determinan la especificidad de sustrato.
Esta estructura le confiere la capacidad de interactuar selectivamente con
componentes clave del sistema inmune, modulando respuestas tanto a nivel celular

como molecular (18,19).

El presente trabajo doctoral propone un enfoque novedoso, el uso de la proteasa
GP63 como agente modulador en un contexto diferente, independiente del parasito
del cual se deriva naturalmente. Esta aproximacién representa una innovacién
conceptual y metodoldgica, ya que los estudios previos sobre GP63, se han limitado
exclusivamente al contexto de la infeccion parasitaria, donde la proteina actua como

parte integral del ciclo de vida del patogeno (20).

La novedad fundamental de esta investigacion radica en el aislamiento y
caracterizacion de GP63 como entidad terapéutica, liberada de su contexto original
y evaluada especificamente por sus propiedades inmunomoduladoras intrinsecas.
Esta aproximacion permite explorar el potencial de la proteina, sin efectos ambiguos
y los riesgos asociados con la presencia del parasito completo, abriendo un nuevo
campo de investigacion usando modulacién basada en factores derivados de

patogenos.
Para evaluar el efecto de la proteina GP63 sobre los LB, empleamos dos abordajes

complementarios: la dosificacibn exdgena, mediante la proteina recombinante

producida en nuestro laboratorio y la expresién intracelular a través de un sistema
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lentiviral. Esta estrategia se alinea con las tendencias actuales en el desarrollo de
terapias avanzadas e incluso la terapia génica, que incluyen el uso de vectores
virales, como los lentivirus, y plataformas que van dirigidas a modular de forma

precisa y especifica la respuesta inmune como las células CAR-T (21,22).

Con todos los desafios que presentan los tratamientos convencionales y a pesar de
los avances significativos en el manejo de los sintomas, la inmunosupresion
prolongada y la falta de tratamientos curativos, se hace evidente la necesidad de
nuevas estrategias, que no solo mejoren la eficacia y seguridad, sino que también
ofrezcan un enfoque mas preciso y duradero para el manejo de enfermedades

inmunomediadas (23,24).

Particularmente, en las enfermedades autoinmunes (EA), que son entidades
multifactoriales y poligénicas, se han empezado a desarrollar tratamientos con estas
nuevas tecnologias. Recientes reportes en modelos murinos (MRL-Ipr mice), de
Lupus Eritematoso Sistémico (LES), describen tratamientos con vectores
lentivirales de tipo anti-CD19 CAR-T; en los que se evidencidé que el tratamiento,
redujo eficazmente el numero de LB /n vivo de forma persistente, aumenté la
sobrevida de los animales y mejoré los sintomas de la EA y retraso el progreso de
la patogénesis (25). Este tratamiento se ha probado en casos extremos de pacientes
con fenotipos de recaida recurrente y refractariedad a las terapias convencionales.
Estos pacientes alcanzaron la remision y disminucion de la actividad de la
enfermedad, deplecién en los LB auto reactivos, menor proteinuria y bajos niveles
de factores solubles, normalizacién de C3 del complemento; también reduccién de
los anticuerpos anti-dsDNA y la sensacion de fatiga (26). Esto representé un gran
avance en la terapéutica y, sobre todo, fueron reportadas como seguras, no toxicas
y con resultados a largo plazo (27-29).

También en otros abordajes de caracter no sistémico, sino localizado, es decir, con

dafio tisular érgano especifico, se ha buscado implementar estas terapias con el fin
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de mejorar el estado clinico de los pacientes, como se observd en unos casos con
Artritis Reumatoide (AR) grave, tratados con vectores asociados de Adenovirus
(AAV), como antagonistas del receptor de la IL-1 (IL-1R) (30). En particular, estos
estudios en modelos animales y ensayos preliminares en humanos han demostrado
que estos enfoques pueden restaurar el equilibrio inmunolégico y revertir de manera

eficaz esos fenotipos y con menores riesgos a largo plazo (31,32) .

Estas nuevas estrategias han demostrado, precision en la modulacién del sistema
inmune, durabilidad de la respuesta terapéutica, reduccion de efectos secundarios
y posibilidad de cura (26,33) . Aunque el desarrollo y la implementacion puedan
tener un alto costo inicial, los beneficios a largo plazo en términos de reduccién de
hospitalizaciones, disminucion de la dependencia de terapias inmunosupresoras
cronicas y mejora de la calidad de vida de los pacientes, podrian generar un impacto

economico positivo (34,35).

Basados en estos progresos biotecnoldgicos, este proyecto tiene como finalidad
desarrollar una forma de entrega (“Delivery”) de proteinas, directamente en el
citoplasma del LB, con produccion estable y con la posibilidad de regular su
expresion y dosificacion, un factor importante que a futuro deseamos explorar.
Existen muchos inmunomoduladores naturales, con todo tipo de caracteristicas, sin
embargo, los que mejor desempefio tienen, sin duda, son aquellos producidos por
los microorganismos, que buscan modular la respuesta inmune del hospedero para

sobrevivir, como lo hace la metaloproteasa GP63 (36—38).
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2.0 MARCO TEORICO GENERAL

2.1 Metaloproteasa GP63 / Leishmanolysin

La glicoproteina GP63, también conocida como (GP63/Leishmanolysin) o proteasa
de superficie mayor (MSP), hace parte de las moléculas mas abundantes en la
superficie de los promastigotes del parasito Leishmania spp; representa
aproximadamente el 1% del total de proteinas celulares, y puede ser liberada en
exosomas durante la infeccion intracelular (37,39). Esta metaloproteasa de zinc
pertenece a la familia M8 de peptidasas o Metzincinas y presenta un peso molecular
de aproximadamente 63 KDa, de donde deriva su nomenclatura. La proteina se
encuentra anclada a la membrana plasmatica mediante glicosilfosfatidilinositol

(GPI), lo que permite su liberacion controlada al medio extracelular (40).

La estructura tridimensional de GP63 cuenta con un dominio globular compacto y
un nucleo central de laminas 3 rodeado por hélices a. El plegamiento general sigue
el patrén tipico de las metaloproteasas, con un sitio activo prominente y accesible
que alberga el ion catalitico zinc (Zn?*). La proteina presenta mudltiples sitios de
glicosilacion que contribuyen a su estabilidad y funcion, asi como regiones variables

que determinan la especificidad por diferentes sustratos proteicos (41,42) .

2.2 Centro activo y coordinacion del Zinc

El centro activo de GP63 esta caracterizado por un motivo HEXXHXXGXXH, tipico
de metaloproteasa, en el que las histidinas (H/His), el acido glutamico (E/Glu) y la
molécula de agua (que funciona como nucledfilo en la catalisis), completan la Penta
coordinacion del Zn?*. Esta geometria bioquimica es fundamental para mantener
tanto la integridad estructural del centro activo como su funcion enzimatica (Figura
1) (40,43).
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El ion zinc desempefia multiples roles en la catalisis enzimatica. Primero, actua
como un acido de Lewis, polarizando la molécula de agua coordinada y
disminuyendo significativamente su pKa, lo que facilita la formacién del ion hidroxido
nucleofilico . Segundo, el zinc participa en la estabilizacion del estado de transicion
durante la hidrolisis del enlace peptidico, coordinando el oxigeno del intermediario
oxianion. Tercero, contribuye al posicionamiento apropiado del sustrato en el sitio
activo mediante interacciones con residuos cercanos que terminan formando el sitio
de union (44-46) .

De hecho, el acido glutamico E265, que es un residuo polar cargado negativamente
y contiene un grupo carboxilico (-CH2-CH2-COOH) que es crucial para su funcion
de ligando del zinc, por ser un buen donador de pares de electrones para la
coordinaciéon con metales de transicion. Cuando este residuo es reemplazado por
una alanina (E265A), que es un aminoacido pequefio y no polar, con una cadena
lateral constituida unicamente por un grupo metilo (-CH3), incapaz de participar en
interacciones de coordinacion con metales y que no posee grupos hidroxilo,
carboxilo, amino, o tiol, se queda sin ligandos alternativos. Este cambio resulta en
la inactivacion de la funcion proteolitica de GP63 impidiendo la hidrdlisis de
sustratos. La alteracion estructural en el sitio activo causada por la mutaciéon E265A
representa una herramienta experimental importante para estudiar las funciones no

proteoliticas de GP63 y su rol como modulador inmunolégico (47,48).
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Figura 1 Estructura de la proteina y el centro activo de GP63.

Se observa la proteina sin el anclaje del GPI, se ve distribucion de los aminoacidos del centro catalitico, en rojo las Histidinas
(His), en amarillo el Acido Glutamico (Glu) y en morado el Zn?*. Esta imagen corresponde a la estructura cristalizable 1LML del
PDB (Protein Data Bank).
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2.3 Mecanismo de corte o clivaje proteolitico

La metaloproteasa GP63 tiene unos aminoacidos sustrato especificos, para realizar
el corte proteolitico, los cuales se describen como un aminoacido Polar en P1, uno
Hidrofébico en P1” y dos Basicos seguidos en P2’y P3°(24). Funciona mediante un
mecanismo de hidrdlisis tipico, donde inicialmente el sustrato peptidico se une al
sitio activo de la enzima mediante interacciones especificas con residuos que
rodean al centro activo. Luego, la molécula de agua activada por el Zn?* realiza un
ataque nucleofilico, sobre el carbono carbonilico del enlace peptidico que sera

hidrolizado, formando una interaccién estable (Figura 2) (44).

Durante este proceso, el Zn?* también estabiliza la carga negativa que se desarrolla
en el oxigeno carbonilico, durante la formacioén del estado de transiciéon. La ruptura
del enlace peptidico resulta en la liberacion de dos fragmentos: uno con un grupo
amino libre y otro con un grupo carboxilo libre. Este mecanismo permite a GP63
procesar multiples sustratos, incluyendo factores de transcripcion como AP-1 vy
quinasas como p38 MAPK, alterando significativamente las vias de sefalizaciéon
celular (41). Se ha descrito que esta proteasa puede romper los enlaces peptidicos
de moléculas del sistema inmune como el correceptor CD4 (42), C3b del sistema
del complemento (49,50), mTOR, algunas caspasas y MAPK quinasas (51-53).
También, modula péptidos antimicrobianos, inhibe la acidificacion del fagolisosoma
(54), altera la formacién del inflamosoma (55), y puede inhibir quemoquinas como
CXCL10 y factores de transcripcion como NF-kB (56). Sin embargo, la
inmunomodulacion de las moléculas del sistema inmune no solo recae en su funcién
proteasa, sino que también puede activar otras proteinas reguladoras como las
SHP-1, cuya funcion principal es retirar los fosfatos de los motivos de activacion
ITAM, de las proteinas de la sefializacion y de las quinasas amplificadoras de la
sefial, este mecanismo diferente al corte proteolitico aun esta por esclarecer (47,57)
(Tabla 1.0).
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La caracteristica de GP63 de poder modular las moléculas del sistema inmune
(34,37,38), es lo que nos ha permitido sugerir, su evaluacibn como

inmunomodulador de linfocitos B, célula relevante para nuestro grupo.

0
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Figura 2 Descripcion del efecto proteolitico de GP63.

Mecanismo de hidrdlisis de GP63 sobre un ligando. La Penta coordinacion del Zn2+ con las
Histidinas, la molécula de H>O y el Acido Glutamico, realizando el ataque catalitico sobre el
carbono del aminoacido ligando.
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Tabla 1 Coleccion de moléculas hidrolizadas por GP63.

Molécula Sustrato

Secuencia de Corte

Efecto sobre la Molécula

Referencia Bibliografica

Sugerida

- . . Hallé M, J Biol Chem. 2009 Mar
Caspasa-3 NE Corte. Induccién de la apoptosis del huésped. 13:284(11):6893-908.
. A S Hey, Vol 152, Issue 9, May
CD4 (LT humano) NE Corte/Degradacion 1994, Pages 4542-4548.
- Guay-Vincent MM, PLoS Pathog.
C-Jun (AP-1) NE Corte/Degradacion. 2022 Oct 3;18(10):¢1010640.
Péptido-Arg 1320+Ser- Shao S, Front. Microbiol.
Complemento C3 a Péptido Corte (N) 10:532.2019
Complemento C3b NE Inactivaciéon de C3b. Promueve la evasion de la lisis mediada Gdomez MA, Virulence. 2010 jul-
P por el complemento. Facilita la fagocitosis del parasito. Aug;1(4):314-8.
. Corte. Afecta la reorganizacion del citoesqueleto de actina en Hallé M, J Biol Chem. 2009 Mar

Cortactin NE ,
el huésped. 13;284(11):6893-908.
CXCL10 Corte/Degradacion de CXCL10. Suprime la atracciony Antonia AL, PLOS Neglected

(Chemokine C-X-C motif
ligand 10)

Citocromo (C) 81-104

Citocromo (C) 81-104

Citocromo (C) 94-102Leu

Citocromo (C) 94-102Ser

DO beta-HLA

Dansyl-Ala-Tyr-Leu-Lys-Lys-
Trp-Val-NH2

Glucagon

Entre A81 e 182

Ile-Phe-Ala-Gly+lle-Lys-Lys-
Lys-Thr-Glu-Arg-Glu-Asp-
Leu-lle-Ala-Tyr-Leu-Lys-Lys-
Ala-Thr-Asn-Glu
Ile-Phe-Ala-Gly-Ile-Lys-Lys-
Lys-Thr-Glu-Arg-Glu-Asp-
Leu-Ile-Ala-Tyr+Leu-Lys-Lys-
Ala-Thr-Asn-Glu
Leu-lle-Ala-Tyr+Leu-Lys-Lys-
Ala-Thr
Leu-Ile-Ala-Tyr+Ser-Lys-Lys-
Ala-Thr
Tyr-Arg+Leu-Gly-Ala-Pro-
Phe-Thr-Gly-Val-Arg-Lys
dansyl-Ala-Tyr+Leu-Lys-Lys-
Trp-Val-NH2
His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-
Thr-Ser-Asp-Tyr+Ser-Lys-Tyr-
Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-
Gln-Asp-Phe-Val-Gln-
Trp+Leu-Met-Asn-Thr

activacion de células inmunes. Evasion de la respuesta inmune
del huésped.

Corte (N)

Corte (N)

Corte (N)
Corte (N)
Corte (N)

Corte (S)

Corte (N)
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Glucagon

Glucagon

HLA-CW3

HLA-CW3

Insulina cadena B oxidada

Insulina cadena B oxidada

Leishmanolysin

Leishmanolysin

Leishmanolysin precursor

MARCKS
(Myristoylated alanine-rich
C-kinase substrate)

MARCKS-Llike proteina

mTOR
(Mammalian Target of
Rapamycin)

His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-
Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-
Leu-Asp+Ser-Arg-Arg-Ala-
Gln-Asp-Phe-Val-Gln-
Trp+Leu-Met-Asn-Thr
His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-
Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-
Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-
Gln-Asp-Phe-Val-Gln-
Trp+Leu-Met-Asn-Thr
Leu-Arg-Arg-Tyr+Leu-Lys-
Asn-Gly-Lys-Glu-Thr-Leu-
Gln-Arg-Ala
Leu-Arg-Arg-Tyr-Leu-
Lys+Asn-Gly-Lys-Glu-Thr-
Leu-Gln-Arg-Ala
Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-
Cya-Gly+Ser-His-Leu-Val-
Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-
Cya-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-
Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Ala
Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-
Cya-Gly-Ser-His-Leu-Val-
Glu-Ala-Leu-Tyr+Leu-Val-
Cya-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-
Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Ala

Péptido-Val 100+Val-Péptido

Péptido-Val 100+Val-Péptido
Ala-Arg-Ser-Val-Val-Arg-Asp-

Val-Asn
NE

Péptido-Ser93+Phe-Péptido

NE

Impacto en la adhesion y la motilidad.
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Corte (P)

Corte/Degradacion.
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MRP1
(Multidrug resistance-
associated protein 1)

NLRP3

p65RelA (subunidad p65 de
NF-kB)

PTP1By TCPTP

PTP-PEST

SHP-1
(Src homology 2 domain-
containing phosphatase-1)

Synaptotagmin XI

Syntaxin-5

TAB1
(TAK-1-binding protein-1)

VAMP3

VAMPS8

VSG péptido 38

VSG péptido 36

*NE (No se especifica una secuencia de corte exacta).

Péptido-Ser92+Phe-Péptido

NE
NE
NE

NE

No se especifica una
secuencia de corte exacta,
pero GP63 activa esta
fosfatasa.

NE

NE

NE

NE

NE

Ala-Lys-Asp-Ser-Ser-lle-Leu-
Val-Thr-Lys-Lys-Phe-Ala
Ala-Lys-Asp-Ser-Ser-lle-Leu-
Val-Thr-Lys-Lys-Phe-Ala

Corte (N)

Corte/Degradacion.

Corte/Degradacion.

Activacion. Contribuye a la desfosforilacidon de proteinas clave
de sefalizacion.

Corte/Degradacion.
Activacion de SHP-1. Desfosforilacidn de proteinas clave.
JAK/STAT, MAP y IRAK-1, comprometiendo la funciéon
microbicida del huésped.

Corte/Degradacion.

Corte/Degradacion.

Corte/Degradacion. Impide la interaccion de TAB1-p38. Evita la
activacion de p38 MAPK, lo que suprime las respuestas
inmunes.

Corte/Degradacion.
Corte/Degradacion.
Corte (N)

Corte (N)
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La accidon moduladora de GP63 representa un ejemplo singular de cémo un
mecanismo originalmente destinado a la evasién parasitaria puede transformarse
en una herramienta con aplicaciones terapéuticas. Su capacidad para intervenir de
manera estratégica en puntos clave de la respuesta inmune, le confiere un valor
especial como potencial agente inmunomodulador, pues no actua de forma
indiscriminada, sino que orienta la respuesta hacia un estado de menor inflamacién

y control regulado.

Esto resulta particularmente relevante en las enfermedades inmunomediadas,
donde las terapias actuales muestran limitaciones en eficacia y especificidad. En
este sentido, GP63 se perfila como una alternativa prometedora para el disefio de
nuevas intervenciones que aprovechen sus propiedades reguladoras, lo que

justifica su exploracion en este trabajo.
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar el efecto sobre el inmuno-fenotipo y la funcién de Linfocitos B, de la linea
celular Ramos y Mononucleares de Sangre Periférica humanas, expuestas a la

metaloproteasa GP63 (Leishmanolysin) in vitro.

3.2 Objetivo Especificos

3.2.1 Establecer la dinamica molecular de la interaccion entre GP63 y la
proteina SYK de la sehalizacion de los Linfocitos B in silico.

Indicadores:

*» Protocolo de Docking Molecular proteina-proteina realizado vy
seleccionado.
= Dinamica molecular del modelo de GP63 en interaccion con la proteina

SYK de Linfocitos B in silico establecida.

3.2.2 Producir la proteasa GP63 recombinante y establecer un sistema de
expresion constitutiva de la proteasa en lineas celulares humanas.

Indicadores:

= (Células linfoides y mieloides transfectadas con plasmido L. major_ gp63
WT (Wild type-Nativo) y mt (Mutado).

= Células linfoides transducidas con vector lentiviral LV-MND-GP63 WT y
LV-MND-GP63 mt.

= Expresion de la proteina GP63 en lineas celulares de linfocitos B (Ramos)

detectada.
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3.2.3 Evaluar el efecto biolégico de la expresion de la proteina GP63 sobre

moléculas de linfocitos B in vitro.

Indicadores:

Expresion de marcadores de activacion, de linaje y maduracion de
linfocitos B (HLA-DR, CD40, CD38, CD19, CD27, CD45, CD11b)
evaluada.

Expresion de proteinas intracelulares en linfocitos B (Syk, STING,
Caspasa 3) evaluada.

Tipo de muerte celular en los linfocitos B expuestos a GP63 intra y
extracelular, identificada.

Produccion de las citoquinas IL-6, TNF antes y después de la activacion
de los linfocitos B, determinada.

Secreciéon de IgM antes y después de la activacion de los linfocitos B,

detectada.

31



4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Diseno del estudio

Este estudio busca evaluar el efecto de GP63 sobre los linfocitos B y sus proteinas
de senfalizacion, activacion, maduracion y linaje celular. Es un estudio experimental
en el que se produjo la proteina recombinante y se cred un sistema de expresion
constitutiva de la proteina GP63. Inicialmente, se hizo la exploracién in silico de la
interaccién de GP63 con proteinas de interés en la inmuno biologia de los linfocitos
B, buscando establecer blancos moleculares viables para la intervencion in vitro.
Posteriormente, se llevd a cabo la transfeccion de células HEK293T con un
plasmido de expresion de la proteina con el objetivo de obtener la proteina GP63
purificada y concentrada para su uso en ensayos in vitro con LB (expuestos a la

proteina recombinante).

En tercer lugar, se desarroll6 un vector lentiviral con el transgén de la proteina GP63
(LV-MND-GP63) en células GPRTC (modificacion de HEK293T) suministradas por
el laboratorio GIS/LCIM del NIH. Posteriormente, se purificod y cuantificé el vector, y
se realiz6 transduccion de células linfoides y mieloides; obteniendo la produccion
de la proteina GP63 intracelularmente en los LB. Finalmente, se realizd la
evaluacion del efecto de la proteina sobre los LB y su estado de activacion,

maduracion, diferenciacion y linaje celular.

Es importante resaltar y destacar, el apoyo de nuestros financiadores en cada una
de las fases que hicieron posible este trabajo. La fase in silico de docking molecular,
se desarrollé en el laboratorio de Bioquimica e Inmunologia de la Universidade
Federal de Minas Gerais, (UFMG) con el apoyo financiero de la Universidad del
Valle, a través de la beca CIAM, también bajo la contribucién de la beca del
programa de fellows de la United Nations University Biotechnology Programme for
Latin America and the Caribean (UNU-BIOLAC), su respaldo fue fundamental para

el desarrollo de este trabajo.
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La dinamica molecular y fase experimental de “wet Lab” fue financiada por los
National Institutes of Health (NIH) de los estados Unidos a través del Pre-doctoral
Supplemental Visiting Fellow Award del programa de Visiting Fellow del National
Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) del programa de investigacion
intramural (IRP por sus siglas en inglés). Los experimentos se realizaron en la
Genetic Immunotherapy Section (GIS) que hace parte del Laboratory of Clinical
Immunology and Microbiology (LCIM) en Bethesda, MD, USA.

4.2 Poblacién de estudio y Consideraciones Eticas

Este proyecto cuenta con la evaluacién del Comité de Etica en Investigacion en
Salud, de la Universidad del Valle con cédigo NA 013-025 con su mas reciente
aprobacion del 01-julio-2025 quien considera que el proyecto no requiere aval ya

que se utilizan lineas celulares en los experimentos in vitro.

En los objetivos 2 y 3 de esta tesis se hizo uso de las lineas celulares comerciales
de Linfocitos B Ramos (RA-1) ATCC® CRL-1596™, Linfocitos T Jurkat (E6-1)
ATCC® TIB-152™, Monocitos THP-1 ATCC® TIB-202™, HEK293T (293T/17)
ATCC® CRL-11268™, y células CHO (Chinese Hamster Ovary) Gibco ExpiCHO-
S™ Cells # A29127. Todas adquiridas oficialmente por los laboratorios en donde se

llevaron a cabo los experimentos.

En las 3 muestras de sangre total de donantes sanos voluntarios para obtencion de
MNSP (Mononucleares de sangre periférica); el aval ético fue gestionado por el
programa de voluntarios del NIH: “Healthy Volunteer for Clinical Research” y las
muestras conservadas en el biobanco del NIH. A cada participante se le comunican
los objetivos, riesgos y beneficios del estudio. Se hizo entrega de su consentimiento
informado, que cada participante leyd, entendiod y firmé autorizando su participaciéon

en ensayos de investigacion de forma voluntaria.
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Los ensayos se realizaron por completo en laboratorios con nivel de bioseguridad
BSL-2 en cabinas de flujo laminar, siendo seguro para el operador y sin que se
replique el lentivirus en el hospedero humano, ni ningun otro vector no viral
empleado en el proyecto. Con el fin de disminuir el nivel de Riesgo Minimo que
conllevaba este proyecto (Resolucién No. 008430 del 4 de octubre de 1993). Solo
el personal entrenado fue responsable de los procedimientos realizados y se
llevaron a cabo bajo las normas de bioseguridad, asepsia y antisepsia. Todos los
experimentos que se realizaron en este estudio fueron unica y exclusivamente con

propésitos de investigacion. No se declaran conflictos de interés.

4.3 Manejo de datos estadisticos

Fuente de los datos: Experimentos y ensayos de laboratorio.

Cada ensayo In vitro de transfeccion y transduccién contd con al menos 3
repeticiones experimentales. Los analisis de evidencia del efecto de la proteina
GP63, se realizaron a partir de las repeticiones experimentales con réplicas
bioldgicas por duplicado en cada placa. Los datos numéricos obtenidos durante las
cuantificaciones de los titulos virales (Cts) del software del equipo del gPCR, fueron
normalizados con el gen mki2. Se definieron los niveles de expresion relativa por el
meétodo de AACt y fueron registrados en un archivo de Microsoft Office Excel. Las
concentraciones de GP63, IL-6, TNF e IgM se obtuvieron por ensayos inmuno
enzimaticos (ELISA), se calcularon con las respectivas curvas de cuantificacion

recomendadas por cada kit de uso.

La hipotesis de normalidad de los datos se evalué mediante la prueba de Shapiro-
Wilk, en los casos en los que se rechace la hipotesis nula de esta prueba se utilizé
la mediana como medida de tendencia central y el rango como medida de
dispersion, mientras que, si cumplen la normalidad de los datos, estos fueron

representados con el promedio como medida de tendencia central y el error
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estandar como medida de dispersion. Las variables se representaron mediante

graficas de puntos, barras, lineas estratificadas segun el tipo de dato.

Se realizaron analisis de varianza ANOVA para determinar las diferencias en la
expresion y concentraciones de los marcadores evaluados. Si los datos no seguian
la distribucion normal se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis o de Mann-Whitney con
sus comparaciones multiples. En los casos en que fuera necesario se realizdé una
regresion no lineal para la identificacion de datos atipicos o (Outliers) con la
metodologia de ROUT (Robust regression and outliers removal), se retiraron los
puntos seleccionados por el programa estadistico y se realizd nuevamente el
analisis. Todas las hipétesis de la tesis fueron consideradas con nivel de
significancia de 0.05. El analisis estadistico se realizé con el programa GraphPad

Prism (GraphPad Software), version 6 y 10.
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Figura 3 Estrategia experimental objetivo 1.0

Establecer la dinamica molecular de la interaccion entre GP63 y las proteinas de senalizacién celular de LB in silico.

Analisis in silico de GP63 vs proteinas de LB
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Figura 4 Estrategia experimental objetivo 2.0

Producir la proteasa GP63 recombinante y establecer un sistema de expresion constitutiva de la proteasa en lineas celulares
humanas.

Sistemas de expresion de la proteasa GP63
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Figura 5 Estrategia experimental objetivo 3.
Evaluar el efecto biolégico de la expresion de la proteina GP63 sobre moléculas de LB in vitro.
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5.0 CAPITULO 1

OBJETIVO ESPECIFICO: Establecer la dinamica molecular de la interaccion

entre GP63 y las proteinas de senalizacion celular de Linfocitos B in silico.

5.1 MARCO TEORICO

5.1.1 Docking molecular

El docking molecular es una técnica in silico empleada para predecir la orientacion
y afinidad de unién entre un ligando (pequefia molécula, péptido o proteina) y su
macromolécula receptora (proteina, ADN, ARN). Se utiliza para identificar los modos
de union mas probables y estimar la fuerza de la interaccion, siendo una
herramienta esencial en el disefio de farmacos, cribado virtual y estudio de
mecanismos moleculares (58,59). Segun el grado de flexibilidad considerado, el
docking puede clasificarse como rigido (receptor y ligando permanecen estaticos),
semirrigido (el ligando es flexible y el receptor permanece estatico) o flexible (ambos
adaptan su conformacion durante el acoplamiento). Asimismo, el proceso puede
realizarse con o sin restricciones espaciales, incorporando informacion experimental

previa, como el sitio activo o residuos clave para la unién (59,60).

Las plataformas mas usadas incluyen AutoDock y AutoDock Vina (61,62) (de cédigo
abierto, ampliamente adoptadas), Glide (Schrodinger, alta precision comercial),
GOLD (CSD, versatil en manejo de flexibilidad), HADDOCK (63,64) (especializado
en docking dirigido por datos experimentales), ClusPro (65,66) (orientado a
interacciones proteina—proteina), SwissDock (interfaz web amigable) y ZDOCK
(rapido y especifico para proteinas). Cada una presenta ventajas y limitaciones en
precision, tiempo de calculo y manejo de flexibilidad. Aunque el docking es

fundamental para un cribado inicial, sus limitaciones incluyen la simplificacién del
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solvente y la falta de modelado completo de los cambios conformacionales, lo que

puede llevar a falsos positivos 0 negativos (67,68).

5.1.2 Dinamica molecular

La dinamica molecular (MD) es una técnica computacional que simula el movimiento
de los atomos y moléculas en funcion del tiempo resolviendo las ecuaciones de
Newton. Permite evaluar la estabilidad estructural de un complejo, los cambios
conformacionales, las interacciones dinamicas y la influencia del solvente en
condiciones que imitan el entorno fisiolégico (69). A diferencia del docking, la MD
incorpora de forma explicita la energia térmica, la flexibilidad de la molécula y la

influencia del entorno, lo que ofrece predicciones mas realistas (70).

Existen variantes como steered MD (para estudiar rutas de disociacion o
asociacion), accelerated MD (para explorar eventos raros en menor tiempo), replica-
exchange MD (para muestrear mejor el espacio conformacional) y coarse-grained

MD (para simular sistemas grandes reduciendo el detalle atdmico) (71-73).

Las plataformas mas utilizadas son GROMACS(74) (cédigo abierto, alta eficiencia
y compatibilidad GPU), AMBER (amplia biblioteca de campos de fuerza), NAMD
(75), (escalable para supercomputacion), CHARMM (76) (robustez y métodos
hibridos QM/MM) y Desmond (rapido y optimizado para calculos masivos). La
eleccion de la plataforma depende de factores como disponibilidad de licencias,

recursos computacionales y requerimientos de precision.

La combinacién de docking y dinamica molecular es estratégica: el docking
proporciona hipétesis rapidas sobre la orientacion de unién y la MD refina estas
predicciones, evalua su estabilidad y permite calcular energias libres mas precisas,
optimizando asi el disefio experimental y reduciendo costos y tiempo en laboratorio
(77-79).
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5.2 MATERIALES Y METODOS

5.2.1 Identificacion bioinformatica de GP63 y proteinas diana.

Inicialmente, se realizé una evaluacion de la secuencia del centro activo de GP63.

De las 223 secuencias reportadas en la base de datos TriTrypDB

(https://tritrypdb.org/tritrypdb/app), utilizamos las 167 que tienen la secuencia

completa. Se comprobd que la secuencia utilizada para los analisis 1LML, y que
esta asociada al unico producto cristalizable de la proteina (PDB ID. 1LML) en el
“Protein Data Bank” (PDB), (base de datos de la estructura tridimensional de las

proteinas y acidos nucleicos) (80)(https://www.rcsb.org/structure/1LML), es

representativa de todas las especies de Leishmania spp, independiente de su

tropismo y caracter patogénico (Anexo1).

Posteriormente, se realizd un listado de moléculas de la senalizacion de LB,
basados en las referencias bibliograficas relacionadas a la activacion celular,
supervivencia, diferenciacién y linaje (Anexo 2). Este listado se comparo con la base
de datos MEROPS “The peptidase database” release 12.5

(https://www.ebi.ac.uk/merops/), obteniendo la clasificacion, nomenclatura,

secuencia de aminoacidos susceptibles de protedlisis y los sustratos reportados de
GP63 (81,82) (Tabla 1.0). Esto con el fin de verificar si algun sustrato coincidia con
las moléculas del listado para seleccionar nuevas proteinas blanco. De las que no
hubo coincidencia, se buscaron las estructuras cristalizables de las proteinas, segun
los criterios de seleccion basado en resolucion del cristal, mutaciones, secuencias
y ligandos. Ya con esos archivos se realizaron ensayos in silico de interaccion
proteina-proteina, siendo el analisis mas relevante el realizado entre GP63 y la
proteina SYK en el cual se evidenciaron interacciones directas entre los residuos de
SYK (en especial la Lys394) y el centro activo de GP63 (en especial el Glu265).
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5.2.2 Analisis de Docking Molecular

Con los archivos de caracteristica (.PDB) incluida una proteina de control (la
quemoquina CXCL10) como unico reporte de interaccion entre una proteina
humana y la metaloproteasa GP63 in silico (48,83), se buscd comprobar la teoria
de corte de GP63 y observar la interaccion entre el centro activo y una molécula
conocida, con el fin de estandarizar el protocolo de docking molecular. EI Docking
permite evidenciar la posible interaccion entre dos estructuras proteicas. Esta
técnica puede realizarse en modalidad rigida, como en la plataforma bioinformatica

“ClusPro 2.0” (https://cluspro.org/login.php) (65,67,68) la cual se emple6 en los

ensayos iniciales para la seleccién de proteinas blanco en LB. También puede
implementarse en modalidad semirrigida, que permite cierto grado de flexibilidad
conformacional, como es el caso de Ila plataforma“Haddock 2.4”

(https://rascar.science.uu.nl/haddock2.4) (63,64). Existen otro tipo de recursos

computacionales como “Alphafold protein structure data base”

(https://alphafold.ebi.ac.uk/) (84,85) en los que se recred por completo la estructura

tridimensional de la proteina, solo con la secuencia de sus aminoacidos, e incluso
fue posible generar modelos de interaccidn entre las dos proteinas sin los archivos
(.PDB).

De un panel inicial de 10 proteinas candidatas (Tabla 2.0), se priorizé una proteina
que tuviera relevancia para la sefializacion a través del BCR en LB. Finalmente, los
modelos de interaccidon molecular definitivos fueron para la proteina de la
sefnalizacion intracelular de LB (Syk PDB 4XG2) y (GP63 PDB 1LML), los cuales
fueron analizados en Haddock 2.4. Los residuos clave involucrados en la interaccion
fueron seleccionados basandose en la literatura y analisis de accesibilidad
superficial. La parametrizacién del Docking se realizé definiendo los residuos activos
y pasivos dentro de Haddock, empleando restricciones en los aminoacidos en el
modo semi-flexible para permitir ajustes conformacionales durante el acoplamiento,

también se realizé el refinamiento final en agua, que optimizé la estabilidad del

42


https://cluspro.org/login.php
https://rascar.science.uu.nl/haddock2.4
https://alphafold.ebi.ac.uk/

complejo. Por ultimo, el mejor modelo se sometid a herramientas de calculo y
prediccién como ‘PDBSum” (https://www.ebi.ac.uk/thornton-
srv/software/PDBsum1/) (86) y “PDBePISA Protein Interfaces, Surfaces and
Assemblies)” (https://www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa/) (87).

Las interacciones moleculares evaluadas en estas plataformas recrearon la
interaccion proteina-proteina, y arrojaron datos claves sobre la bioquimica de
interaccion, sin embargo, esta recomendado hacer una evaluaciéon mas detallada y

con condiciones fisioldgicas estables y controladas.

5.2.3 Analisis de Dinamica molecular

Con esta simulacion computacional se analizdé el comportamiento o evolucién de la
interaccion entre las proteinas a través del tiempo. Se calcularon las fuerzas entre
los atomos para acercarse o repelerse y se concretd el modelo de interaccidn a nivel
bioquimico y energético. Cada complejo fue hidratado en agua TIP3P pre-
equilibrada dentro de una caja cubica de aproximadamente 120 A por lado. Las
simulaciones se realizaron a una temperatura constante de 37 °C y una presion de
1 atm, utilizando condiciones de frontera periddicas (PBC) y el método de Mallas de
Ewald en particulas (PME), con la representacion de todos los atomos del campo
de fuerza CHARMMS36 (version c4621). Se asumio que todos los residuos estaban
sin carga a pH neutro, incluida la histidina, con excepcion de D—, E—, K+ y R+; el
software PropKa (version 3.5.0) se utilizé6 para validar esta asignacioén, usando
primero las estructuras iniciales y luego fotogramas tomados a lo largo de la
simulacion molecular, para mantener la consistencia. Se distribuyeron
aleatoriamente 120 mM de iones Na+ y Cl—, y se afiadieron 13 Na+ para neutralizar
los sistemas después de introducir el ion Zn2+ en el sitio catalitico. La proteina GP63

contenia nueve puentes disulfuro, mientras que Syk no presentaba ninguno.

Siguiendo el protocolo estandar de minimizacién, calentamiento y equilibrio, se

realizaron tres simulaciones independientes (fase productiva) de 200 ns cada una,
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en el ensamble NPT con “VMD-NAMD” (versién 3.0) (75,88) para los complejos de
Syk:GP63 nativo o de tipo silvestre (WT) y el mutante E265A. Los datos se
recopilaron en conjuntos unicos para su analisis durante la segunda mitad de la
simulacion, asegurando que se hubieran producido todas las reestructuraciones
transitorias. Este enfoque permitié un estudio comparativo de las conformaciones e
interacciones en la interfaz Syk:GP63. Las redes de interaccidon se calcularon con
base en un criterio de distancia (d): las interacciones polares (incluyendo enlaces
de hidrogeno y puentes salinos) y no polares (incluyendo interacciones hidrofobicas
y de dispersion); se definieron segun la distancia entre atomos donadores y
aceptores de cadenas laterales (8ap < 3 A) y entre atomos de carbono de cadenas
laterales (8cc < 4.8 A), respectivamente. La fuerza de una interacciéon entre dos
residuos es una medida del numero y persistencia de la interaccién a lo largo de la
simulacién, y sirve como aproximacidon de su intensidad; las estadisticas

correspondientes se muestran en los resultados.
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Tabla 2 Secuencias PDB de cristales analizados

Nombre PDB Clasificacién Organismo Mutaciones Método Resolucién  Secuencia Ligandos
Cod. (A) (aa)
Leishmanolysin (GP63) 1LML* Metaloproteasa L. major — le;aai/c;lg;\(de 1.86 478 Zn**
Syk tandem SH2 + Complejo de Homo Difraccion de Phospho-ITAM
hospho-ITAM péptido 1A81 proteina sapiens o Rayos X 3.0 256 éptido
phosp pep adaptadora P y pep
Syk k/nasc? +AZ13344324- 67CU Tirosina quinasa Homo . Difracciéon de 1.73 299 A713344324-2
2 inhibidor (Transferasa) sapiens Rayos X
. Tirosina quinasa Homo Difraccion de
* —_ R
Syk kinase (apo) axG2 (Transferasa) sapiens Rayos X 2.21 620
Syk kinase + inhibidor Tirosina quinasa Homo Difraccion de .
G206/G207/0259/etc. axG7 (Transferasa) sapiens o Rayos X 1.76 290 X7G ligando
. Hidrolasa . .
(?D3T8.ectodom/n/o + 8P8C (ADP-ribosil Homo Si (4) Difraccion de 20 256 Pyrfdzo.le'—based
inhibidor covalente . sapiens Rayos X inhibidor
ciclasa)
CD19 ectodominio Inmunoglobulina Homo Difraccion de B43 Fab
(N138Q) + B43 Fab 6ALS receptor sapiens N138Q Rayos X 3.0 300 fragmento, NAG
CXCLT0/1P-T0 1LV9  Quimioquina Hlomo — MR — 77 —
quimioquina sapiens Espectroscopia
CXCL10 Quimioquina Homo Difraccién de 2
. 107Y . . = . 77
(M-form tetramero) © (C-X-C motif) sapiens Rayos X 3.0 SO,

* Secuencias del modelo 5.1 del docking y dinamica molecular
-Syk (Spleen tyrosine kinase) L.major (Leishmania major)

-NMR(Resonancia magnética nuclear)
-NAG (2-acetamido-2-deoxy-beta-D-glucopyranose).
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5.3 RESULTADOS CAPIiTULO 1

5.3.1 Analisis computacional de la interaccion de GP63 con proteinas de la
activacion de linfocitos B humanos.

Con el objetivo de esclarecer el efecto de la interaccion entre GP63 y posibles
blancos moleculares en los LB, se realizaron acoplamientos in silico tipo Docking
entre proteina-proteina, esperando que coincidiera en la interaccion molecular el
centro activo catalitico de la proteasa y los sitios postulados de clivaje en las
proteinas blanco. Se utilizé como control de estandarizacion de las condiciones del
docking, el unico reporte tipo proteina-proteina entre GP63 y una molécula del
sistema inmune, la citoquina CXCL10 (Anexo 1). Posterior al filtro realizado de
seleccion de blancos moleculares, la mejor interaccion obtenida en docking
exploratorio, fue para Syk (4XG2 .pdb) y GP63 (1LML .pdb) cuyos resultados se

presentan a continuacion.

5.3.1.1 El modelo de docking molecular in silico de GP63 y Syk sugiere una
favorable capacidad de interaccion.

El acoplamiento molecular semirrigido entre GP63 y Syk tuvo en cuenta la
puntuacion HADDOCK, que indica a cuantas desviaciones estandar de la media se
encuentra un “cluster” (grupo) en términos de puntaje (cuanto mas negativo, mejor).
Se obtuvieron 122 estructuras en 14 cluster(es), lo que representa el 61 % de los
modelos. El mejor cluster es el (n° 5.1), con una media de -74,0 +/- 8,2 kcal/mol, lo
que indica una interaccion bioquimica muy favorable. La mejor pose de
acoplamiento dentro de este cluster tenia una puntuacion HADDOCK individual de
Z-score -0,1 kcal/mol, con contribuciones de energias de Van der Waals (-47,2 +/-
9,3 kcal/mol), electrostaticas (-166,9 +/- 57,5 kcal/mol) y de desolvatacion (-3,0 +/-
4,9 kcal/mol) (Tabla 3.0). Estos valores respaldan energéticamente la interaccion
entre las dos proteinas.
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Tabla 3 Resultados de puntajes y energias de los mejores modelos de acoplamiento molecular.

Parametro de CLUSTER 2 ‘ CLUSTER 14 ‘ CLUSTER 5*
interaccion

HADDOCK score -94.9 +/-2.8 -86.9+/-4.9 -74.0 +/- 8.2
Cantidad de clusteres 19.00 4.00 9.00
RASIDES R M 22.9+/-0.6 24.6 +/-0.5 8.9 +/-0.1
de la estructura
Energia de Van der Waals -48.0 +/-5.0 -41.7 +/-4.3 -47.2 +/-9.3
energia electrostatica -334.6 +/-52.5 -328.3+/-27.8 -166.9 +/-57.5
Energia de desolvatacion 4.1+/-1.9 -2.6+/-1.3 -3.0+/-4.9
SR LM 158.9 +/- 46.0 230.0 +/-51.9 96.8 +/-17.3

restricciones

Area de superficie
inaccesible

Z-score

1760.4 +/- 58.3

-2.30

47

1933.3+/-121.6

-1.50

*El cluster 5 fue el seleccionado para los ensayos de dinamica molecular.

1668.2 +/-73.2

-0.10



Comparaciones entre el acoplamiento sin y con restricciones en los aminoacidos de
la interaccidn, revelaron que la inclusion de estas restricciones experimentales
conduce a un sitio de unidon de Syk mas localizado en el centro activo de GP63, con
una disminucién de la energia de union y mejora en la precision del modelo. (Tabla
3.0) (Figura 6.0). Para corroborar estos hallazgos, realizamos el analisis del mejor
modelo en la plataforma PDBsum, obteniendo los valores estadisticos de la

bioquimica intermolecular entre ambas proteinas.

5.3.1.2 La interfase proteina-proteina de GP63 y Syk es bioquimicamente valida y
estable.

Se identifican 2 puentes salinos y 6 puentes de hidrégenos en la interaccion. Las
distancias entre los aminoacidos His264, His268, His334 y el atomo de Zn?* en
GP63 se mantuvieron por debajo de los 3.0A (2.07,1.93 y 2.28A respectivamente);
sin signos de cambio conformacional de la proteina por la interaccién (Figura 6.0).
La relacion de residuos involucrados en la interfase fueron 17 para GP63 y 13 para
Syk (17:13 res). Para destacar, se identifica el puente de hidrogeno entre el acido
glutamico Glu265 (E265) de GP63 con la lisina Lys394 (K394) de Syk con una
distancia significativa de 2.55A entre estos residuos (Figura 7.0). Este es el mismo
aminoacido observado en el docking molecular, con proximidad al centro activo de
la proteasa (Figura 6.0) y que cobra importancia en el analisis, ya que este
aminoacido hace parte del sitio de union postulado para la protedlisis de Syk
(QMKK), coincidiendo con la regla de corte de GP63
(Polar/Hidrofébico/Basico/Basico). La estructura que accede al centro activo es un
giro entre dos hojas plegadas beta, dejando accesible el carbono para clivaje

proteolitico (Figura 7.0).
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SYK
(4XG2)

LYS-394

GLU-265

Figura 6 Docking molecular de la interaccion proteina-proteina entre GP63 y Syk.

Cluster 5.1 seleccionado segun la mejor puntuacion Haddock. En azul claro se muestra la estructura en superficie de GP63 y en gris la proteina
Syk. En color rojo se representan las histidinas (His264, His268, His334), el acido glutamico (Glu265) en amarillo en el centro activo de GP63 y el
Zn?* Penta-coordinado. En azul oscuro se representan los residuos de aminoacidos de la proteina Syk que ingresan al sitio catalitico en especial la

lisina (Lys394). Modelo analizado en software Pymol v2.5.8.
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Figura 7 PDBSum analisis del modelo 5.1 interfase GP63:Syk.

Identificacion de interacciones intermoleculares que contribuyen a la estabilidad del complejo. A) LIGPLOT de
los residuos del centro activo de GP63 con el residuo que establece el puente de hidrégeno estabilizador, Lys394
en rojo. B) Diagrama de relacion de los residuos de la superficie de contacto. C) Distancias en A (angstroms)
entre los atomos de la interfase. D) Estructura secundaria y secuencia de la interfase donde ocurriria el clivaje
proteolitico. Imagen PDBsum analisis.
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Establecida la interfase entre estas dos proteinas e identificacion de multiples
interacciones, como puentes de hidrogeno y contactos hidrofébicos de distancias
cortas, se procede a realizar simulaciones de dinamica molecular. Dado que el
docking representa un modelo estatico o semirrigido, como es en nuestro caso; es
necesario evaluar la estabilidad bioquimica y estructural del complejo en
condiciones fisiolégicas y termodinamicas controladas, para determinar posibles

cambios conformacionales que favorezcan mas o menos la interaccion predicha.

5.3.1.3 Dinamica molecular entre Syk y GP63 establecida.

Dado que la sustitucidn del residuo glutamico E265 por una alanina (E265A) en el
centro activo de GP63 reduce significativamente su actividad proteolitica (48,83) se
disefaron dos estrategias comparativas para el analisis mediante dinamica
molecular: una con la conformacion nativa o tipo salvaje (wild-type, WT) y otra con
la mutacién puntual E265A (mutante, mt). Las simulaciones se realizaron utilizando
el modelo 5.1 obtenido del docking molecular inicial en HADDOCK, sobre el cual se
introdujo in silico la mutacion en el centro activo. Los resultados evidenciaron un
cambio conformacional notable en la variante mutada, que respalda

computacionalmente la pérdida de actividad enzimatica observada para GP63.

El analisis de trayectorias mostré que el complejo se mantuvo estable a lo largo de
la simulacion, con una RMSD (Root Mean Square Deviation) media de
aproximadamente 2,5 A, en la que valores inferiores a 3A se consideran aceptables,
también se observo disminucion progresiva de la energia potencial (Anexo video).
Ademas, el analisis de enlaces de hidrogeno y las mediciones de la superficie de
contacto de la interfase, revelaron que los residuos clave mantuvieron interacciones
estables a lo largo del tiempo (200ns), lo que sugiere una unién robusta entre Syk y
GP63 WT. Por el contrario, el analisis con la secuencia GP63 mt mutada, indica un
aumento en las distancias entre los residuos de Syk que ingresan en el sitio

catalitico de la metaloproteasa (Valores >10A) (Figura 8.0).
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Las interacciones detalladas entre residuos polares y no polares son descritas en la
Figura 9.0, donde observamos como el cambio conformacional por la mutacion,
hace que los aminoacidos que deberian ingresar al centro activo se alejen y
establezcan vinculos con otros aminoacidos periféricos. Esto evita que la lisina
(K394) ingrese al centro activo, y por el contrario se una a la serina (S219) que
presenta caracteristicas acidas, lo opuesto a lo sugerido en la clave de corte

esperada por GP63 (seria un aminoacido basico) (Figura 9.0).
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(E265A)

Figura 8 Representacion de la superficie molecular del complejo GP63:Syk nativa
(WT) y mutante (mt).

Representacion del bolsillo catalitico A) el ion Zinc en verde; residuos coordinados H264, H268, H334
en azul y E265 en rojo en el WT, B) el residuo A265 no coordinado en el mutante (sin color). Los
cambios en el patrén de interacciones interfaciales desencadenados por la mutacién E265A se
sumaron a un reposicionamiento de Syk con respecto a GP63, que puede afectar a la actividad
catalitica, posiblemente alterando la coordinacion entre el Glu265, el Zn?+ y H,O en el sitio catalitico.
Imagen software UCSF ChimeraX v1.9.
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K368  R367
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K397
P347
R434
D428
K509
F294

1190

Y507

Figura 9 Interacciones polares y no polares en la interfaz del complejo GP63:Syk nativo (WT paneles Ay B) y (mt
paneles C y D).

Ay C) Todas las interacciones polares representados asi en rojo: residuos acidos; azul: basicos; verde: neutro. B y D) Principales interacciones no polares (hidrofébicas,
aromaticas o de dispersion) entre grupos no polares de cadenas laterales polares y neutras netas. Los residuos del sitio catalitico de GP63 se resaltan en verde y amarillo

en el panel A, y la lisina catalitica de Syk (K394) se muestra en azul claro en el panel C. Las dos proteinas estan giradas 90° en direcciones opuestas desde la vista
lateral de la Fig. 8 para revelar la interfaz, como indican los iconos de libro. Imagen software UCSF ChimeraX v1.9.
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5.4 DISCUSION CAPITULO 1

La metaloproteasa GP63 es una proteina presente en la superficie de varias
especies de Leishmania spp; su importancia radica en su capacidad de alterar la
sefalizacion, adhesion, internalizacion, supervivencia celular y modular de la
respuesta inmune del huésped (89). Diversos estudios han empleado herramientas
bioinformaticas para entender la estructura, funcion y propiedades fisicoquimicas de
la interaccion de GP63 con diferentes ligandos; siempre en el contexto de la
infeccion parasitaria, para comprender su papel como factor de virulencia o como
potencial blanco para el desarrollo de tratamientos anti-leishmaniasis (90-92). Sin
embargo, hasta la fecha no hay reportes de sus propiedades como agente
inmunomodulador exégeno, con capacidad de modular funciones celulares in vitro
con fines terapéuticos o de investigacion. Esta nueva aproximacion funcional de
GP63, plantea el dejar de considerarla exclusivamente como una molécula
patogénica, a reconocer su valor como una herramienta experimental, para inducir

estados inmunoldgicos especificos de forma dirigida.

La estructura cristalografica disponible de GP63 (PDB ID 1LML) ha sido clave para
comprender en profundidad sus propiedades estructurales y funcionales, no solo
para descifrar sus mecanismos de accion, sino que también abre la posibilidad de
manipularla racionalmente, intervenir sus interacciones y eventualmente redirigir su
funcion (40). Con esto en mente, lo primero que se hizo fue un estudio de
acoplamiento molecular (docking) para explorar el comportamiento de GP63 en
condiciones in silico y, en particular, evaluar si alguna de las proteinas escogidas
que hacen parte de la sefalizacion de los LB era capaz de posicionarse en su centro
activo de forma compatible con una posible interacciéon funcional. Tras multiples
ensayos de docking con diversas proteinas candidatas, seleccionamos a Syk (PDB
ID 4XG2) como modelo final, dado que presenté la mejor afinidad y una orientacion
estructural coherente con una posible susceptibilidad a interaccion directa con
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GP63, siendo Syk ademas una proteina que participa en la activacion de células

mieloides lo cual le confiere un rango de accion interesante de evaluar (93).

Syk es una tirosina quinasa citoplasmatica fundamental en la sefnalizacion de los
LB, es un mediador clave de la transduccion de sefiales iniciadas por el complejo
BCR. Syk desencadena una cascada de eventos que incluyen activacion de BTK,
PLCy2, aumento del calcio intracelular y finalmente la activacion de factores de
transcripcion como NF-kB, NFAT y AP-1 (94); todos esenciales para la
supervivencia, activacion, diferenciacion y respuesta funcional de los LB (95,96).
Debido a esta posicion estratégica en la sefializacidén, Syk ha sido blanco frecuente
de interferencia por parte de patdégenos que buscan evadir la respuesta inmune
adaptativa (96-99). Por esta entre otras razones, seleccionamos a Syk como
candidato principal para evaluar su posible interaccion estructural con GPG63,
partiendo de la hipdtesis de que la proteasa podria interferir con su funcion o

estabilidad y, por ende, alterar la sefnalizacién de los LB.

Para orientar y comparar nuestro analisis, tomamos como referencia el estudio de
Antonia et al. 2019/2021 (48,83) el unico hasta la fecha que ha realizado docking
entre GP63 y otra proteina (CXCL10 para predecir el sitio de unién), dado que la
mayoria de los reportes disponibles en la literatura se han enfocado en el
acoplamiento de GP63 con moléculas pequefias 0 compuestos quimicos, no con
proteinas (100,101). De igual forma, otros grupos han aplicado dinamica molecular
limitada a interacciones con ligandos quimicos o a la proteina sola, sin explorar la
evolucion temporal y conformacional de una interaccidn proteina—proteina en
condiciones simuladas (102). A diferencia de esos estudios, este trabajo de tesis
representa, hasta donde hemos podido documentar, el primer analisis de dinamica
molecular de GP63 en complejo con otra proteina completa.

En el trabajo de Antonia et al., se hizo acoplamiento en la plataforma Zdock entre
GP63 y CXCL10 sin aplicar restricciones (Blind docking), lo cual limité la precisién

del modelo obtenido. Proponen un sitio de corte en la regién AlK (aa81-aa83), que
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no cumple completamente con el patrén preferido por GP63 (residuos polares,
hidrofébicos, basicos y basicos), descrito en estudios previos como 6ptimo para su
actividad proteasa (43,103). Recreamos in silico la misma simulacion,
(GP63:CXCL10) con el fin de estandarizar nuestro protocolo, y no tuvimos
coincidencia con los datos reportados por ellos. No observamos que la secuencia
reportada AlK estuviese cerca del centro activo en todos los modelos que arrojé la
plataforma ClusPro. Aunque en ese estudio no se incorporaron restricciones
especificas durante el docking como (data-driven docking) o AlIRs (ambiguos
interaction restraints), sus resultados fueron posteriormente respaldados por
evidencia experimental que al parecer confirmé la interaccion y el clivaje funcional
de la quemoquina CXCL10 (83).

Este hallazgo sugiere que, en algunos casos, el acoplamiento ciego puede
identificar interacciones fisiologicamente relevantes, no obstante, la ausencia de
restricciones podria aumentar el riesgo de falsos positivos, y por eso, el usar datos
de predicciones funcionales para guiar el docking, sigue siendo una estrategia mas
robusta y controlada. En nuestro caso, optamos por esa aproximacién mas racional
y dirigida, incorporando criterios estructurales y funcionales en nuestros ejercicios

de docking, como la adicion del Zn?* y el H20 que son vitales para la protedlisis.

Los resultados del docking inicial mostraron una interaccion energéticamente muy
favorable con una media HADDOCK de -74.0 +/- 8.2 kcal/mol y un Z-score individual
de -0.1 kcal/mol. Esta interaccion esta respaldada por 2 puentes salinos y 6 puentes
de hidroégeno, siendo crucial el puente de hidrogeno entre el acido glutamico (E)
Glu265 de GP63 y la lisina Lys394 de Syk. Este dato es muy importante ya que si
coincide la secuencia postulada de corte en Syk (QMKK) con la regla de GP63,

indicando un potencial clivaje proteolitico.

El docking molecular considera a la proteina como una estructura rigida o
semirrigida, y se enfoca en encontrar la mejor "pose" de unioén para el ligando (67).

Mientras que, la dinamica molecular simula el comportamiento de las moléculas en
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funcién del tiempo bajo condiciones fisiolégicas (temperatura, presion, solvente),
para calcular la evolucion del sistema completo, permitiendo observar la estabilidad
de la interaccién, fluctuaciones conformacionales, formacion de puentes de
hidrogeno, entre otros fendmenos que no son capturados por el docking y que

podrian ocurrir biolégicamente in vitro o in vivo .

Las simulaciones de dinamica molecular que han realizado otros grupos han
demostrado la rigidez, la poca heterogeneidad y la conservacion de los residuos del
centro activo de GP63, siendo una caracteristica unica a diferencia de las otras
metaloproteasas del mismo grupo como la colagenasa neutrofilica humana (MMP-
8) (104). Por eso consideramos confirmar el comportamiento de nuestro modelo por
analisis de dinamica molecular y verificar si la interaccion era estable y duradera o

si requeria un cambio conformacional de la proteina.

Nuestras simulaciones de dinamica molecular demostraron la estabilidad del
complejo (GP63 : Syk) con la proteina de tipo salvaje (WT) en condiciones
fisiologicas y termodinamicas controladas, manteniendo un RMSD medio de
aproximadamente 2.5 A y conservando las interacciones clave a lo largo de 200 ns,
lo que sugiere una unidn robusta. La validacién experimental de este modelo in silico
se reforzé al observar que la mutacion puntual E265A en el centro activo de GP63,
conocida por disminuir notablemente su funciéon proteolitica, provocé un cambio
conformacional que impidié la entrada de la Lisina 394 de Syk al sitio catalitico y
alteré las interacciones en la interfase. Este hallazgo no solo respalda la pérdida de
actividad enzimatica de GP63 por la mutacién E265A, sino que también confirma la
importancia critica del acido glutdmico Glu265 en la interaccién (GP63 : Syk) y en

el mecanismo de corte o clivaje.

Estos hallazgos proporcionan evidencia in silico que apoya fuertemente la
interaccién y potencial clivaje de Syk por GP63, sentando las bases para futuras
investigaciones experimentales que esclarezcan el papel funcional de esta

interaccién en la inmunobiologia de los LB. Sin embargo, Aunque los modelos in
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silico que utilizamos predijeron una interaccion favorable entre GP63 y Syk,
experimentalmente no observamos alteracion del nivel total de Syk por citometria
de flujo. Es importante considerar que el docking y la dinamica predicen afinidad
estructural o estabilidad del complejo, pero no garantizan consecuencias
funcionales, como la degradacién, activacion o inhibicion de la proteina blanco
(105).

Ademas, realizamos una medicién de Syk total y esto no permite detectar cambios
en su estado de activacion (generalmente medido por fosforilacion en Tyr352 o
Tyr525/526). Es posible que la interaccion in vitro entre GP63 y Syk ocurriera, pero
que no resultara en una modificacion detectable de la proteina total, es posible que
GP63 haya cortado solo una fraccion de Syk, insuficiente para alterar el total
detectable por citometria o que la concentracion de GP63 fuese insuficiente. Asi
pues, consideramos que debe evaluarse la fosforilacion funcional de la proteina Syk
bajo el efecto de la proteina GP63 adicionada exdégenamente o por expresion

intracelular a futuro, para sustentar experimentalmente esta interaccion.
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5.5 Resumen de los hallazgos:

Los estudios de acoplamiento molecular iniciales entre GP63 y Syk
revelaron una interaccion bioquimica y fisica muy favorable con un Z-
score HADDOCK de -0.1 kcal/mol, destacando el puente de hidrogeno
entre el (E) Glu265 de GP63 y Lys394 de Syk, crucial por su
proximidad al centro activo de la proteasa y su coincidencia con el sitio

de clivaje postulado.

Las simulaciones de dinamica molecular confirmaron la estabilidad y
robustez del complejo GP63 : Syk WT a lo largo de 200ns en
condiciones fisioldégicas, manteniendo interacciones clave entre
residuos y un RMSD medio de aproximadamente 2.5 A, lo que indica

una union solida.

La mutacion E265A en GP63 resultd en un cambio conformacional
significativo que impidio la correcta interaccién de los residuos de Syk
en el sitio catalitico, con una posible disminuciéon en su funcién

proteolitica.

60



6.0 CAPITULO 2

OBJETIVO ESPECIFICO: Producir la proteasa GP63 recombinante y
establecer un sistema de expresidn constitutiva de la proteasa en lineas
celulares humanas.

6.1 MARCO TEORICO

6.1.1 Produccion de proteinas recombinantes

La produccion de proteinas recombinantes es una herramienta fundamental en la
investigacion biomédica, la industria farmacéutica y la biotecnologia. Esta
tecnologia permite la expresiéon controlada de genes de interés en sistemas
celulares, facilitando el estudio funcional de proteinas. Existen diversos sistemas de
expresion: bacterianos, levaduras, insectos, libres de células y mamiferos. Estas
ultimas se destacan por su capacidad de realizar modificaciones postraduccionales
complejas, como glicosilaciones (106), plegamiento correcto y formacion de enlaces
disulfuro, fundamentales para mantener la funcionalidad y estabilidad estructural de
las proteinas (107) (Tabla 4).

En nuestro proyecto seleccionamos el uso de células mamiferas, porque GP63
contiene una glicosilacién importante en el centro activo, y requeriamos que no solo
se plegara bien, sino que fuera funcionalmente activa. En otras plataformas se ha
hecho la expresion de la proteina y esta no ha sido lo suficientemente robusta para

recrear su funcién natural inmunomoduladora (108-111).

6.1.2 Células CHO y Células HEK
Las lineas celulares CHO (Chinese Hamster Ovary) y HEK293 (Human Embryonic
Kidney 293) son ampliamente utilizadas como modelos para expresion de proteinas

recombinantes. CHO se caracteriza por su alta capacidad de crecimiento en medios

libres de suero y adaptabilidad a cultivos en biorreactores, lo cual la convierte en la
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principal plataforma para produccién industrial de farmacos proteicos. Las HEK293,
por su parte, permiten una transfeccion eficiente y una expresion transitoria robusta,
ideal para estudios de investigacion basica. Sin embargo, ambas lineas presentan
limitaciones: las CHO pueden generar patrones de glicosilacion distintos al humano,
mientras que HEK293, al ser de origen tumoral, puede tener expresion basal

elevada de ciertas vias de sefalizacion (107,112).

6.1.3 Células primarias y su susceptibilidad a transfeccién/transduccién

La transfeccidn es la introducciéon no viral de acidos nucleicos (DNA, RNA y
proteinas) en células mediante métodos fisicos (como electroporacion) o quimicos
(como liposomas). Suelen tener alta eficiencia en lineas transformadas, pero baja
en células primarias. En contraste, la transduccidn implica el uso de vectores virales
para transferir informacién genética, ofreciendo una mayor eficiencia y estabilidad
de expresion de las proteinas, especialmente en células dificiles de modificar. El
uso de lentivirus permite una integracion estable del material genético en el genoma
del hospedero (113,114) .

Las células primarias, derivadas directamente de tejidos, presentan una fisiologia
mas representativa del contexto in vivo. No obstante, su manipulacion genética
resulta un desafio debido a su baja eficiencia de transfeccion y limitada capacidad
proliferativa. La transduccion viral, especialmente mediante lentivirus, ha
demostrado ser mas eficaz en estos modelos celulares, permitiendo la insercion

estable de genes incluso en células no proliferativas como neuronaso LT y LB (115).
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Tabla 4 Sistemas de Expresion de Proteinas Recombinantes

Modelo

Aplicacién comun

Ventajas

Desventajas

Bacteria

Levadura

Algas

Insectos

Mamiferos
)

Lol

ROET S

Libre de
células

Ensayos funcionales

Analisis de estructura
Produccion de anticuerpos
Interacciones entre proteinas

Ensayos funcionales

Analisis de estructura
Produccion de anticuerpos
Interacciones entre proteinas

Estudio de la fotosintesis, biologia de
plantas, lipidos y metabolismo
Ingenieria genética

Produccion de biocombustibles

Ensayos funcionales

Analisis de estructura
Produccién de Proteinas
intracelulares

Expresidn de proteinas complejas
Interacciones entre proteinas
Produccién de virus

Ensayos funcionales

Analisis de estructura
Produccion de anticuerpos
Expresidn de proteinas complejas
Interacciones entre proteinas
Produccion de Bio-farmacos

Produccién de proteinas toxicas
Incorporaciéon de aminoacidos o
marcadores no naturales
Deteccién de inhibidores de la
traduccién

Interacciones entre proteinas.
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Bajo costo
Escalable
Cultivo con requerimientos simples

Procesamiento eucariota de proteinas

Escalable hasta la fermentacidon (Gramos por
litro)
Requisito de medios simple

Modificaciones genéticas y expresion de
sistemas para microalgas fotosintéticas
Control experimental para biocombustibles,
nutraceuticos y produccién quimica especial
Optimizado para seleccién y expresion robusta

Similar a cultivos en células mamiferas

Puede ser utilizados en cultivos estaticos o en
suspension

Alto nivel de procesamiento

Puede producir proteinas de forma estable o
transitoria

Sistema robusto optimizado de produccién de
proteinas de alto rendimiento

Sistema abierto, disponible para componentes
no naturales

Expresion rapida

Formato simple

Solubilidad de la proteina

Puede requerir optimizaciéon especial
para cada proteina

Dificultad en la expresién de proteinas
de mamiferos

Se requiere fermentacién para alto
rendimiento

Las condiciones de crecimiento
requieren optimizacion

Tecnologia reciente, en crecimiento
Menos desarrollada en comparacion
con otras plataformas

Cultivos con condiciones mas
demandantes que en eucariotas

La produccidon de vectores tipo
baculovirus consumen mucho tiempo

Rendimiento de gramos por litro
Unicamente en cultivos en
suspension

Condiciones de cultivo mas exigentes

Se obtienen Unicamente cantidades
de miligramosy no es costo efectiva
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6.1.4 Terapia génica con lentivirus

Actualmente, estan en evaluacion nuevas opciones terapéuticas de terapia génica
(116-118). Entre los sistemas de entrega de material genético basados en virus,
estan disponibles los Retrovirus, Lentivirus, Adeno-Asociado virus AAV, Herpes
virus, Poxvirus entre otros. La plataforma mas utilizada es la del Lentivirus, por su
capacidad de infectar tanto células en division como células en reposo y por su
capacidad de integrar material genético en el genoma de la célula huésped, lo que
permite una expresion a largo plazo de los genes insertados (22). Los vectores
lentivirales estan basados en el virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1),
pero son modificados para eliminar genes virales patogénicos y mejorar su
seguridad. Estan compuestos por elementos esenciales como: la senal LTR (long
terminal repeat), el sitio de empaque (y), los elementos RRE (Rev response
element), cPPT (central polypurine tract) y WPRE (woodchuck hepatitis virus post
transcriptional regulatory element), que aumentan la eficiencia de expresiéon y
estabilidad del ARN mensajero (Figura 10,11) (21,119).

6.1.5 Tipos de lentivirus y pseudotificado

Los vectores lentivirales se han modificado y optimizado ampliamente durante tres
generaciones, con el fin de mejorar la seguridad del vector, evitando la replicacién
no controlada, reduciendo el riesgo de mutagénesis insercional, donde la
integracion del ADN viral puede interrumpir genes esenciales del huésped (Figura
11) (22,32).

La primera generacion incluia genes virales casi completos, lo que implicaba
mayores riesgos de recombinacién. La segunda generacion eliminé genes
accesorios como Vvif, vpr, vpu y nef, y separé los elementos esenciales en distintos
plasmidos, aumentando la seguridad. Finalmente, la tercera generacion, la mas

usada actualmente, separa aun mas los elementos virales en cuatro plasmidos: uno
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que codifica el gen de interés (plasmido de transferencia con LTRs y sefal W), otro
con las proteinas estructurales gag y pol, un tercero con el gen rev, y un cuarto con
la proteina de envoltura (generalmente VSV-G) (120,121). Esta division reduce la
posibilidad de generar virus replicativos y permite una produccion eficiente de
particulas virales capaces de integrar transgenes de forma estable en células
blanco, incluso en estado no proliferativo. Los adelantos apuntan al fenopificado
del vector, es decir, modificar proteinas de la envoltura viral, tipicas como gp120,
por otras (VSV-G, BaEV, RD114, H&F y NV) que facilitan la union de ellas a unos
receptores especificos expresados en la membrana de las células que faciliten la
transduccion de todo tipo de células, quiescentes, las células madre
hematopoyéticas (HSC), subpoblaciones de LB y LT, en especial células LBy LT
sin estimular y CD34+ (122-124). Por ultimo, hasta el momento no se han descrito
aproximaciones experimentales ni farmacéuticas, que involucren la dosificacion de
GP63 con fines terapéuticos inmuno moduladores, seriamos el primer reporte con

esa connotacion.

SU (surface, GP120) TM (transmembrane, GP41)

MA (matrix)

ssRNA
PR (protease)
IN (integrase)

Vif, Vpr, Nef
CA (capsid, p24)

NC (nucleocapsid)

RT (reverse transcriptase)

Figura 10 Partes de un lentivirus (Tomado de: Applied Biological Materials)
(125).
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Figura 11 Generaciones y genes de un lentivirus (Tomado de: Applied Biological Materials) (125).
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6.2 MATERIALES Y METODOS

6.2.1 Cultivo de lineas celulares humanas

6.2.1.1 Cultivo Linfocitos B Ramos
La linea celular Ramos (RA-1) ATCC® CRL-1596™, derivada de linfoma de Burkitt

humano, se cultivaron en medio de cultivo RPMI 1640 (1X) (Gibco) con 1% de
Penicilina 100U/ml / Estreptomicina 100ug/ml (Sigma) y suplementado con 20% de
suero fetal bovino (SFB) (Gibco). Cada dos dias se realizé conteo celular por
camara de Neubauer, para confirmar que la confluencia celular no fuera superior a
1x108 células/mL para mantener la viabilidad celular. Para los ensayos de
transfeccion in vitro, las células fueron cultivadas en suspension en frascos de 25
cm? con medio RPMI completo y posteriormente incubadas a 37 °C en una

atmosfera con 5 % de CO, durante 24 a 48 horas.

6.2.1.2 Cultivo Linfocitos T Jurkat
Los Linfocitos T Jurkat (E6-1) ATCC® TIB-152™ derivados de leucemia de LT

humanas (LT CD4+), se cultivaron en medio de cultivo RPMI 1640 (1X) (Gibco) con
1% de Penicilina 100U/ml / Estreptomicina 100ug/ml (Sigma) y suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco). Cada dos dias se realizd conteo celular
por camara de Neubauer, para confirmar que la confluencia celular no fuera superior
a 1x10° células/mL para mantener la viabilidad celular. Para los ensayos de
transfeccion in vitro, las células fueron cultivadas en suspension en frascos de 25
cm? con medio RPMI completo y posteriormente incubadas a 37 °C en una

atmosfera con 5 % de CO, durante 24 a 48 horas.

6.2.1.3 Cultivo Monocitos THP-1
Los monocitos de la linea celular (THP-1 ATCC®) derivados de leucemia monocitica

aguda, se cultivaron en medio de cultivo RPMI 1640 (1X) (Gibco) con 1% de
Penicilina 100U/ml / Estreptomicina 100ug/ml (Sigma) y suplementado con 10% de

suero fetal bovino (SFB) (Gibco) en suspension. Cada dos dias se realizé conteo
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celular por camara de Neubauer, para confirmar que la confluencia celular no fuera
superior al 1x108 células/mL para mantener la viabilidad celular. Para los ensayos
de transfeccion in vitro, monocitos THP-1 fueron dispuestos en placas de 6 pozos
con medio RPMI completo, e incubadas durante 24 horas a 37°C en una atmosfera
con 5% COa.

6.2.1.4 Cultivo adherente HEK293T
La linea celular HEK293T (293T/17) ATCC® CRL-11268™, derivada de células

embrionarias de rindbn humano modificadas con el gen SV40 T-antigeno, fue
cultivada en Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) suplementado con 10 %
de suero fetal bovino (FBS), 1 % Penicilina 100U/ml / Estreptomicina 100ug/ml
(Sigma) y cultivadas a 37 °C con 5 % de CO,. El cultivo se realizé en frascos de
cultivo tratados para adherencia, monitoreando la confluencia celular a diario por
microscopia invertida de luz. Al alcanzar una confluencia de (>85%) fueron
desprendidas y re suspendidas mediante tratamiento con tripsina al 0.25 % por
30seg a 37°C, seguida de neutralizacién con medio completo. Se realizé conteo
celular por camara de neubauer, para confirmar que la confluencia celular no fuera
superior a 1x108 células/mL para mantener la viabilidad celular. Para los ensayos
de transfeccion in vitro, se utilizaron dos aproximaciones de cultivo descritas mas

adelante.

6.2.1.5 Cultivo adherente HEK293-GPR
Las células HEK293-GPR (GPRTC) son una linea celular optimizada para la

produccion de lentivirus. Es modificada para expresar de forma estable los genes
de gag, pol, rev y la proteina VSV-G de forma constitutiva. Se cultivaron en frascos
de cultivo con pretratamiento de adherencia, con medio IMDM suplementado con
10% FBS y como proteccion antimicrobiana se adiciona Primocin (50mg/ml
Invivogen® [100ug/mL]); a una temperatura de a 37°C con 5 % de CO, en
condiciones de extrema esterilidad. Se monitored la confluencia celular cada 24-48h
por microscopia invertida de luz. Al alcanzar una confluencia de (>85%) para su
pase se desprenden, mediante tratamiento con tripsina al 0.25 % por 30 seg a 37°C,
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seguida de neutralizacion con medio completo. La metodologia de los ensayos de

transfeccion in vitro, con finalidad de producir lentivirus se describe mas adelante.

6.2.2 Produccion de la proteina GP63 recombinante.

6.2.2.1 Plasmidos
Para la expresion de la proteina GP63 se adquirieron los plasmidos con el transgene

de GPG63 disponibles en la plataforma Addgene (https://www.addgene.org/); estos

plasmidos, ya habian sido utilizados por otros investigadores.

El primer plasmido adquirido fue el D5_Ld_ 280600 / #135821, posteriormente se
adquirio el Lmajor_gp63 10 _0460_WT / #171640 para expresar la proteina nativa
o wild type y otro que codifica para una proteina mutada, inactiva funcionalmente
Lmajor_gp63_ 10 _0460_ E265A/#171641. Este ultimo plasmido tiene un cambio del
acido glutamico por una alanina en la posicion 265 (E265A), y sirvio como control
funcional de la proteina y su funcién inmunomoduladora puesto que carece de
actividad en el centro activo de la proteina (Tabla 5). En adicidn, se generé un nuevo
constructo mediante clonacion, por efecto de la digestidon con las enzimas BamHI y
Notl se extrajo el fragmento codificante para gp63 (WT y mt) de los plasmidos L.
major_gp63_100460_ WT y L. major_gp63 100460 _E265A respectivamente. El
DNA se amplifico y se ligo al vector pHL20 MND que previamente habia sido cortado
con las mismas enzimas de restriccion (BamHI y Notl). Posterior a la clonacién, con
el fin de comprobar el tamafo final del constructo, orientaciéon del inserto e
integridad, se cort6 el gen gp63 con otras enzimas de restriccion (EcoRV y Pvu),

obteniendo un patrén igual al predicho en MacVector (Software).

Posteriormente, se realizé secuenciacion de los plasmidos confirmando la fidelidad
de la secuencia del inserto, sin mutaciones, ni deleciones accidentales; pero si la
confirmacion de la mutacién puntual del plasmido (gp63 mt) de su version mutante.
Finalmente, se amplificaron y purificaron los constructos obteniendo 1.5ug/uL de

DNA plasmidico el cual se conservé bajo refrigeracion a -15°C hasta su uso.
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Tabla 5 Plasmidos para la expresion de GP63 (Addgene)

Nombre Plasmido Propésito Deposita Inserto Uso Tags Expresado Mutaciéon  Promotor
Expresion de de . GP63 Produccion de I L .
D5_Ld 280600 | 4 135801 GP63 de Gavin £ 40 dominio proteina  ootnylacion e Ninguna o
. Wright . . + His-tag (WT)
L. donovani (L. donovani)  recombinante
Lmajor_gp63_10_0460 |, -0, SXESONAe - penns GP63 Produseiony  MycHis o Ninguna oy
wT - maj Ko (L. major, WT) >ay (C-terminal) (WT)
en mamiferos funcionales
Expresion de GP63 Ensayo de E265A
Lmajor_gp63_10_0460 GP63 inactiva Dennis ; it Myc-His . . o
# 171641 e (L. major, mt) funcion . Mamifero (mutacion CMV
E265A cataliticamente Ko E265A lit (C-terminal) |
(E265A) ( ) catalitica puntual)

*CMV (Citomegalovirus)
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6.2.2.2 Produccién de la proteina GP63 en el sistema ExpiCHO™ Expression
System.
Inicialmente, la proteina GP63 fue producida mediante expresion transitoria en

células ExpiCHO-S™ este es un sistema optimizado para altas tasas de expresion
en células de mamifero (126). Para ello, se utilizd el kit ExpiCHO™ Expression

System (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Las células ExpiCHO-S fueron cultivadas en medio ExpiCHO™ Expression
Medium, a 37 °C, 8 % de CO, y agitacion constante a 125 rpm, hasta alcanzar una
densidad celular 6ptima (6—8 x 10° células/mL). Posteriormente, se transfectaron
con el plasmido D5 Ld 280600 / #135821 que codifica la secuencia de GP63
fusionada a un dominio de purificacion (His-tag) utilizando el reactivo de transfeccion
ExpiFectamine™ CHO. A las 18-24 horas post transfeccion, se afiadieron los
potenciadores del sistema (ExpiCHO™ Enhancer y Feed), para maximizar la
produccion proteica. La expresion se monitore6 durante 5, 7 y 14 dias, tras lo cual
se recolect6 el sobrenadante del cultivo por centrifugacion (3000 x g, 10 min) y se

conservo junto con el pellet en refrigeracion hasta su uso.

6.2.3 Produccion de la proteina en GP63 en células HEK293T ATCC® CRL-
11268 ™

6.2.3.1 Pretratamiento de flask para cultivo adherente con revestimiento de
matrix extracelular (ECM coatings)
Los frascos para la produccion de la proteina a gran escala fueron pretratados con

una solucién que favorece la adherencia de las células y que se conserve la
confluencia deseada del 80-90%. Esta solucion se preparé con 500ml de agua
ultrapura precalentada, 1.32gr de Gelatina, 2,5gr de L-Lysina (Monohidrochloride
[0.5%], 2,5 de L-Arginina (Monohidrochloride) [0.5%], se mezcla en plancha
calentadora e imantada. Luego se adiciona suavemente 5 ml de glicerol [1%] y se
mezcla hasta que se vea transparente. Finalmente, se filtra con bomba al vacio en
cabina de bioseguridad y se mantuvo en refrigeracion hasta su uso. En cada cultivo

adherente realizado, se trataron los frascos con 5-10ml de esta solucion por 1 hora
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en cabina de bioseguridad. Luego se descartd el exceso quedando una capa que

recubre las paredes del frasco.

6.2.3.2 Transfeccion de células HEK293T para produccién de la proteina
GP63
La proteina recombinante GP63 fue expresada a gran escala de forma transitoria

en células HEK293T (ATCC® CRL-11268™). Las células fueron cultivadas en
medio Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) suplementado con 10 % de
suero fetal bovino (FBS), 1 % de penicilina/estreptomicina, cultivadas a 37 °C con 5
% de CO, en condiciones de adherencia. Para producir la proteina se sembraron

10x108 células totales por flask de 75cm? hasta alcanzar una confluencia del >85 %.

Cuando ya se contaba con la confluencia suficiente, se prepard el reactivo PEI
(polietilenimina) lineal de 25KDa, en medio libre de suero y antibiéticos Opti-MEM™
Gibco™, a una proporcién de 3:1 (PElI : DNA) con DNA plasmidico a una
concentracion de 90ug de DNA por flask. Con la solucién preparada (PEI-DNA 5mL)
y disuelta en 10 ml de medio completo, se reemplaza el medio de cultivo completo
con el que crecian las células. Finalmente, se incubaron durante 24, 48, 72 y 96
horas, para permitir la expresion optima de la proteina. Al término de cada punto
temporal se colectdé el medio y se reemplazé con uno fresco sin PEI ni DNA. El
sobrenadante colectado fue centrifugado a 3000 x g por 10 minutos para eliminar
células y residuos y se preservo en refrigeracion hasta su uso. Este mismo protocolo

se realiza tanto para la proteina WT como mutante (Anexo 6).

6.2.3.3 Ensayo paralelo de seguimiento de viabilidad celular (HEK293T)
En paralelo se transfectaron células HEK293T con GP63 a menor escala, con la

finalidad de evaluar la viabilidad celular. Teniendo en cuenta que los flask de 175cc
se colectaria el sobrenadante y las células so6lo serian recuperadas al final del
experimento (96h), para estos ensayos se utilizaron placas de 6 pozos con 1x10°
células totales por pozo. Se cultivan en medio IMDM suplementado con 10% de
suero fetal bovino (FBS), 1% de penicilina/estreptomicina, cultivadas a 37°C con 5%

de CO, en condiciones de adherencia, hasta alcanzar una confluencia del >85 %.
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Cuando ya se contaba con la confluencia suficiente, se preparé el reactivo PEI
(polietilenimina) lineal de 25KDa, a una proporcion de 3:1 (PEI:DNA) en medio libre
de suero y antibiéticos OPTI-MEM. Con esa solucién preparada (800uL) y disuelta
en 7200uL de medio completo, se reemplaza el medio de cultivo (2ml por pozo) y
se incubaron durante 24, 48, 72 y 96 horas, en paralelo a su ensayo en flask de 175.
Al término de cada punto temporal se colectd el medio y se recolectaron las células.
El sobrenadante fue centrifugado a 3000 x g por 10 minutos para eliminar células y
residuos y se preservo en refrigeracion hasta su uso. Las células fueron lavadas
con 2ml de PBS 1x en dos ocasiones para retirar el medio y asi poder desprenderlas

mediante tratamiento con tripsina.

La viabilidad del cultivo se evalu6 con el marcador 7AAD por citometria de flujo en
un FACSCalibur (Becton Dickinson), también se cuantificé la proteina GP63
expresada a nivel intracelular a las 24, 48, 72 y 96 horas post transfeccion. Esto se
realizd, inicialmente con el anticuerpo anti-His-Tag (APC anti-His Tag Antibody
clone J095G46) y posteriormente con el anticuerpo anti-GP63 (Leishmania Major

Surface Protease gp63 antibody 96/26 isotipo IgG2a de Biorad).

6.2.3.4 Tratamiento de los Pellets (Sedimentos)
Los pellets o sedimentos obtenidos post centrifugacion, de los cultivos de

produccion de la proteina en HEK293T durante 96 horas, fueron lavados con PBS
y congelados hasta posterior su uso. Luego, se descongelaron con la finalidad de
obtener los extractos proteicos totales, utilizando mPER™ Mammalian Protein
Extraction Reagent (Thermo Scientific), con el protocolo descrito por el fabricante.
El volumen de lisis se ajusto al tamano del pellet (aproximadamente 100—-200 pL por
1 x 10° células). La mezcla fue incubada durante 10—15 minutos a 4 °C con agitacion
suave para favorecer la disrupcion celular. Posteriormente, las muestras fueron
centrifugadas a 14,000 x g por 10 minutos a 4 °C para eliminar restos insolubles. El
sobrenadante que contenia las proteinas solubles fue recolectado y almacenado a

—-80°C hasta la purificacion, y andlisis por SDS-PAGE o Western blot. La
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concentracion proteica se cuantificé mediante el kit (His-Tag ELISA Detection Kit de

GenScript (Cat. No. L00436)), siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.2.3.5 Purificacion y Calidad de la proteina GP63
Los sobrenadantes recolectados tras la expresion de GP63 con su His-Tag fueron

centrifugados para eliminar restos celulares y posteriormente la proteina fue
purificada mediante cromatografia de afinidad usando columnas (HisPur™ (Ni-NTA)
spin purification Kit Pierce), aprovechando la presencia de la etiqueta Hisg en la
proteina recombinante. Los sobrenadantes fueron incubados con la resina incluida
en la columna y tras lavados con un buffer con una concentracion muy baja de
imidazol (para eliminar proteinas inespecificas), se realizé la elucion de la proteina
GP63-His con un buffer con alta concentracion de imidazol (250-500 mM). Las
fracciones eluidas, fueron posteriormente concentradas utilizando columnas
(Vivaspin 20, 20mL Prot 30KDa # VS2021) de filtracion por corte molecular de
30 KDa, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las proteinas concentradas

fueron almacenadas a —80 °C hasta su analisis posterior.

La calidad y pureza de la proteina recombinante GP63, se evaluaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) bajo
condiciones desnaturalizantes. Se cargaron alicuotas de las fracciones obtenidas
durante la purificacion en un gel al 10-12 %, y tras la separacion, las proteinas

fueron reveladas mediante tincion con azul de Coomassie.

6.2.3.6 Cuantificacion de la proteina GP63 recombinante
La deteccién cuantitativa de la proteina recombinante GP63 se realizé mediante un

ensayo tipo ELISA competitivo utilizando el kit His-Tag ELISA Detection Kit de
GenScript (Cat. No. L00436). Las muestras, controles y el Anti-His Monoclonal
Antibody (50uL de c/u), fueron incubados en placas previamente recubiertas con
anticuerpos especificos para la etiqueta Hiss, se esperd la competicidn por el tag
fusionado en la proteina GP63 permitiendo su captura. Tras lavados para eliminar
material no unido, se afadid un anticuerpo secundario conjugado a HRP (Antibody
Tracer). La sefal se desarroll6 mediante la adicion del sustrato TMB Solution, y la
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reaccion se detuvo con solucion acida (Stop Solution). La absorbancia (OD) se midio
a 450 nm en un lector de microplacas. La cuantificacion se realizé comparando con
una curva estandar incluida en el kit, y los resultados se expresaron como

concentracion de GP63 His-Tag en ng/mL.

6.2.4 Sistema de expresion constitutiva de la proteina GP63.

6.2.4.1 Produccién del lentivirus GP63
En la estrategia experimental del objetivo especifico 2, esta contenida la informacion

sobre los plasmidos con el gene para GP63 (pHL20 MND GP63 WT) y (pHL20 MND
GP63 MT), estos plasmidos fueron disefiados con la propiedad, de no solo poder
hacer la transfeccion para la expresion transitoria en HEK293T, sino que también
se podia utilizar para la produccion de un lentivirus (LV-MND-GP63 WT) para
expresion de la proteina nativa, o el plasmido (LV-MND-GP63 MT) para la proteina

mutada.

El plasmido transgene se suministra a las células GPRTC (HEK293-GPR),
optimizadas para la produccién de lentivirus, expresando de forma constitutiva todos
los genes para la conformacién estructural del lentivirus, sin necesidad de utilizar 3
0 mas plasmidos por separado, como se realiza regularmente. Se cultivaron a una
temperatura de 37°C y 5% de COz2 y al transcurrir 48 horas se empezé a colectar el
medio IMDM con el lentivirus, manteniéndolos en refrigeracion y cada 24 horas
adicionales se volvia a colectar el medio, hasta completar 5 dias. Finalmente, el

medio se concentro por ultra centrifugacion y se alicuota hasta su titulacion.

Se trata de un vector tipo SIN (self-inactivating) de tercera generacion, pseudotipado
con la glicoproteina G del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G). Cuyo promotor
tiene al gen eucariota MND (Myeloproliferative sarcoma virus enhancer—d|587rev—
negative control region—deleted) es un promotor ampliamente utilizado en vectores
lentivirales, deriva de la regién U3 del LTR del retrovirus Moloney murino (MoMLYV),
modificado mediante la adicion del “enhancer” del virus del sarcoma

mieloproliferativo, eliminando la regién reguladora negativa dI587rev. Este promotor
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tiene la ventaja que proporciona altos niveles de expresion sin incrementar el riesgo
de mutagénesis por insercion. El promotor MND es una opcion robusta cuando se

busca una expresion fuerte, sostenida y segura en multiples tipos celulares (120).

Este vector lentiviral se nombré (LV-MND-GP63WT o LV-MND-GP63mt), con los
que se realizaron las transducciones en lineas celulares linfoides y mieloides. El
MOI (Multiplicidad de infeccidn) utilizado en cada infeccion viral, se calculé para
cada experimento, para determinar el numero de particulas virales sobre un numero

de células asi:
MOI = Numero de particulas virales / Numero de células diana

Ejemplo: Si se desea infectar un cultivo que contiene 1 x 10® células utilizando
2 x 10° particulas virales, el MOI seria de 2, calculado como MOI =2x10°/1 x10°
= 2. Esto indica que, en promedio, cada célula recibiria dos particulas virales. No
obstante, es importante aclarar que la distribucion real de las particulas virales entre
las células no es uniforme, sino que sigue una distribucion estadistica de Poisson.
Esto significa que algunas células no seran infectadas, otras recibiran una particula,
y algunas podrian recibir multiples particulas virales durante el proceso de

transduccion.
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6.3 RESULTADOS CAPIiTULO 2.0

6.3.1 Produccioén de la proteina recombinante GP63 WT/mt

6.3.1.1 Produccion de GP63 recombinante en células CHO: dificultades en el
disefno del plasmido y purificacién no especifica.

Para el primer ensayo de produccion de la proteina recombinante se utilizé un
sistema transitorio de células CHO (Chinese Hamster Ovary) kit ExpiCHO. Estas
células fueron transfectadas con el plasmido D5 Ld 280600, codificante para la
proteina GP63 (WT) fusionado con una etiqueta de His-tag en el extremo C-terminal.
Luego de colectar el sobrenadante y pellet celular, se realiza la purificaciéon y
deteccion de la proteina; observando unas bandas electroforéticas en los geles de
SDS-PAGE (entre 70-50KDa) que podrian coincidir con el tamafio esperado de la
proteina recombinante (Figura 12A). Sin embargo, estas bandas estaban presentes
en todas las condiciones analizadas, incluyendo el control positivo de transfeccion,
el cual expresaba una proteina totalmente diferente (un anticuerpo tipo 1gG); lo que
sugiere que estas bandas corresponden a proteinas endégenas de las células CHO

0 a productos inespecificos de la transfeccion (Figura 12A).

Durante la purificacién con las columnas de niquel, se esperaba capturar la proteina
a través de su His-Tag. Sin embargo, al analizar nuevamente el SDS-PAGE de las
alicuotas obtenidas en cada uno de los pasos de la purificaciéon, como el “Flow
through” FT, los lavados W y la elucién final E; se identificaron bandas positivas en
los pasos iniciales (FT y W) y no como se esperaba en la elucion, tras la liberacion
de la proteina capturada por la columna (Figura 12B). Para comprobar si habia
proteina en las soluciones, se hizo un Western Blot (WB) para deteccién del His-
Tag en GP63; se emplearon nuevos controles positivos de proteinas conocidas con
His-Tag para validar la eficiencia y especificidad del WB. El resultado fue
inespecifico en nuestras muestras, observando bandas positivas en los controles

negativos, y en los carriles esperados no hubo positividad. Concluyendo que, si la

77



proteina GP63 producida no expresaba el His-Tag o no habia sido efectiva la
transfeccion y no habia GP63 recombinante. También, que el método de
identificacion de la proteina (WB) podria no ser el ideal, tal vez por tener una
sensibilidad menor a concentracion de la proteina producida. Por lo tanto, las
bandas inespecificas observadas serian proteinas endogenas de las células CHO

presentes en todas las condiciones (Figura 12D).

Posteriormente, al analizar el plasmido in silico observamos que tiene reportada la
inclusion del His-Tag en el mapa, pero al secuenciar no se detectan los aminoacidos
que codifican para esta estructura. Por lo tanto, sin el tag no seria posible purificar
la proteina por esa metodologia. En adicidn, la secuencia obtenida del plasmido no
tuvo concordancia en el alineamiento, en regiones como la secuencia sefial y el pro-
péptido, lo que podria afectar claramente la produccion de la proteina, identificacion

y purificacion adecuada (Anexo 2).

Con la incertidumbre acerca del plasmido y la imposibilidad de detectar a GP63 con
un anticuerpo especifico para la proteina en ese momento, se procede a la
adquisicion de nuevos plasmidos verificados y se cambia la plataforma de
expresion, para evitar proteinas contaminantes con el mismo peso molecular de
GP63.
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Figura 12 SDS-PAGE y Western Blot: Limitaciones técnicas con el sistema de expresién en células CHO.

Identificacion de interferencias enddgenas y errores en la construccion del plasmido que conducen a la inespecificidad para la deteccién de la proteina GP63. Geles
de SDS-PAGE con tinciéon de azul de comassie. A) Muestras post cultivo sin purificar y (MW) marcador de peso molecular (250KDa-10KDa), control positivo de
transfeccion expresion de IgG pellet (P+) y sobrenadante (S+), ensayos 1y 2 de produccién de GP63 condiciones de pellet (PE1-2) y sobrenadante (SE1-2). B)
Alicuotas sobrenadante post purificacion con columna de afinidad, Flow through (FT), lavados (W), elucién (E1). C) Gel para identificacion de His-Tag, 2 controles
His-Tag positivos las retro transcriptasas RI2 de 98KDa y E1 de 62KDa, el pellet del control positivo de transcripcion experimental IgG (P+), pellet del ensayo 1 de
GP63 (Pex1), sobrenadante del control positivo de transcripcion 1gG, muestras al azar de Flow through y lavados. D) WB anticuerpo anti His-Tag (dil 1:1000)
secundario (1:10.000) 5 segundos de exposicion.
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6.3.1.2 Construccion y validacién de un nuevo plasmido/transgene estandarizado
para la produccion de la proteina GP63.

Se generd un nuevo constructo mediante clonacion, cuya secuencia fue verificada
y contiene todas las regiones necesarias para la correcta obtencién de la proteina
GP63, por transfeccion o por su uso como transgene en la construccion de un
lentivirus. Por efecto de la digestion con las enzimas BamHI y Notl se extrajo el
fragmento de gp63 (WT y mt) de los plasmidos L. major_gp63 100460 WT vy L.
major_gp63_100460_E265A respectivamente (Figura 13 A-B). EI DNA se amplifica
por PCRy se liga al vector pHL20 MND que previamente habia sido cortado con las

mismas enzimas de restriccion (BamHI y Notl) (Figura 13 C-D).

Los analisis en gel de agarosa muestran un patron de bandas que coincide con la
insercion esperada del fragmento (Figura13 E). Ademas, con el fin de comprobar el
tamano final del constructo, orientacion del inserto e integridad, se corté el gen gp63
con otras enzimas de restriccion (EcoRV y Pvu), obteniendo un patron igual al
predicho en MacVector (Software) (Figura 13 F). Posteriormente, se realizd
secuenciacion de los plasmidos confirmando la fidelidad de la secuencia del inserto,
sin mutaciones o deleciones accidentales; pero si la confirmacion de la mutacion
puntual del plasmido (gp63 mt) de su version mutante (Figura 13 G). Finalmente, se
amplificaron y purificaron los constructos obteniendo 1.5ug/uL de DNA plasmidico

para los experimentos futuros.

Estos resultados validan la eficiencia del procedimiento de corte, purificacion,
ligacion y transformacion; obteniendo clones recombinantes adecuados para su uso
en la produccion de la proteina GP63, de forma transitoria en diferentes células
mamiferas, o el uso de este plasmido en la produccion de un lentivirus codificante

para GP63 intracelular.
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Figura 13 Representacion esquematica de la construccién del plasmido para expresion de GP63.

Mapas de los plasmidos. A) Representacion circular del plasmido que contiene el gen gp63 nativo (WT) resaltado en rojo. B) Representacion circular
del plasmido que contiene el gen gp63 mutante (mt) E265A resaltado en rojo. C) Plasmido linealizado zona gen gp63 y gel de corte con las enzimas
BamHI y Notl bandas para WT y mt. D) Plasmido final pHL20 MND con el inserto de gp63, se muestra solo el ejemplo WT, para el mutado es lo mismo
solo cambia la mutacion E265A. E) Gel de agarosa de la ligacion. F) Gel de los cortes en las enzimas de restriccion EcoRV y Pvu |l sobre la mitad
del gen gp63. G) Confirmacion por secuenciacion Sanger de la insercién del gen gp63 en el plasmido final y confirmacién de la mutaciéon E265A.
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6.3.1.3 La transfeccion de las lineas celulares linfoides (LB Ramos, LT Jurkat) y
mieloide (THP-1) no ofrecen buena eficiencia de transfeccién y produccién de
proteinas recombinantes.

Células de las lineas Ramos, Jurkat y THP-1 fueron transfectadas con el plasmido
(pHL20 MND GP63 WT/mt) y 5 dias post transfeccion se evalud el porcentaje de
poblacién positiva por citometria de flujo. A pesar de realizar la transfeccion bajo
condiciones estandarizadas, los niveles de transfeccion fueron subéptimos en las
tres lineas celulares, con una eficiencia que no superé el 38% de positividad para el
His-Tag de GP63, obtenido en LB Ramos. Se realiz6 seguimiento cada 48 horas y
los resultados fueron consistentes hasta 21 dias después, lo que sugiere una baja
capacidad de estas lineas para incorporar o expresar el constructo, limitando por

completo futuros analisis funcionales en esas poblaciones (Figura 14).

Este fendbmeno podria deberse a la naturaleza intrinsecamente resistente de estas
lineas celulares a los métodos convencionales de transfeccion, o bien a una baja
expresion sostenida del vector en el tiempo (115). Esta limitacion se ve acentuada
por la reduccion en la viabilidad celular observada tras la transfeccion,
especialmente marcada en la linea THP-1 cuando se utilizé el plasmido codificante

para la variante mutante de GP63 (Figura 14).

Las ceélulas en suspension, como los LB Ramos, suelen requerir métodos de
transfeccion mas eficientes y menos citotoxicos, como la nucleofeccién (por
ejemplo, el kit AMAXA V), para lograr una incorporacion efectiva del material
genético (127). No obstante, al emplear esta metodologia con el plasmido
codificante para la proteina GP63 WT, se obtuvieron eficiencias de transfecciéon de
apenas un 20%, resultados que siguen siendo suboptimos (Anexo 3). Ante esta
limitacion, se optoé por utilizar una linea celular adherente, con mayor capacidad de
captacion de ADN y adecuada para métodos de transfeccion mas simples vy

econdmicos, como el uso de polietilenimina (PEI).
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Figura 14 Transfeccion de las lineas celulares THP-1, LT Jurkat y LB Ramos con plasmido codificante para la proteina GP63 nativa (WT) y
mutante (mt).

Niveles de transfeccién. La deteccién de GP63 intracelular se realiza por citometria de flujo con anticuerpo anti His-Tag. Las células fueron cultivadas a temperatura
de 37°C y 5% de CO2 en medio RPMI 1640 suplementado con SFB al 10%, los datos graficados corresponden al dia 5 de cultivo. Observamos una transfeccion
suboptima en todas las células y con evidente viabilidad reducida en especial para los monocitos THP-1 (panel izquierdo). Los Linfocitos T Jurkat (centro) y Linfocito
B Ramos (panel derecho) toleran la transfeccion, sin alcanzar niveles satisfactorios de GP63. Condiciones evaluadas: células sin estimulo o Control, WT GP63
estado nativo, mt GP63 mutado.
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6.3.1.4 Las células HEK293T expresan de forma transitoria la proteina GP63 hasta
72 horas post transfeccion.

Las células HEK293T fueron inicialmente transfectadas con los plasmidos
codificantes para GP63 en sus versiones WT y mutante (mt), con el objetivo de
evaluar la eficiencia de incorporacion del DNA plasmidico y la viabilidad celular. Los
resultados demostraron que estas células son altamente susceptibles al proceso de
transfeccion, alcanzando tasas de positividad superiores al 60%, con un 70.7% para
la condicién WT y un 80.7% para la variante mutante (Figura 15). Estos niveles de
expresion fueron detectados 48 horas post transfeccién mediante citometria de flujo,
utilizando un anticuerpo dirigido contra la etiqueta His-Tag de GP63, lo cual permitio
confirmar la expresion intracelular de la proteina y la funcionalidad de los plasmidos

previamente construidos.

Los resultados fueron consistentes hasta 7 dias después de la transfeccion,
conservando un nivel superior al 60% de deteccion de GP63. Sin embargo, de forma
particular se observa una disminucién en la viabilidad de las células. Por lo tanto, se

requiere un seguimiento al cultivo desde el momento de la transfeccion.

Con la finalidad de producir la proteina recombinante GP63 WT y/o mt, para
purificarla y cuantificarla, se realizaron transfecciones a gran escala esperando un
alto rendimiento y masificacion de la proteina. En simultédneo, se realizaron otros
cultivos, en un volumen inferior, pero con las mismas condiciones experimentales,
con el propdsito de monitorear la viabilidad celular. La proteina se colect6 cada 24

horas, se filtré y purifico por columna de tamafio y afinidad.

Encontramos que la concentracion maxima de GP63 detectada por ELISA anti His-
Tag, fue de aproximadamente 20 = 3 ng/mL a las 24 horas post transfeccion,
alcanzando un maximo de 30 ng/mL a las 48h y que disminuye de forma tiempo
dependiente (Figura 16 A). ElI numero total de células en el cultivo fue aumentando
de forma discreta con el paso del tiempo, a las 24, 48 y 72 horas se contaron 2 0 3
generaciones mas (4x10° células/mL) con respecto a las células que iniciaron el
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cultivo (1x10° células/mL). No obstante, a las 96 horas el nimero de células totales
se reduce a 2x10° células/mL (Figura 16 B). Este hallazgo coincide con los valores
de viabilidad celular que se mantuvieron hasta las 72h en un 80%, y que a las 96h
disminuye en un 50% la sobrevida del cultivo por el crecimiento normal celular
(Figura 16 C).
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Figura 15 Las células HEK293T producen GP63 recombinante 48h post transfeccién con pHL20 MND gp63 WT/mt.

Niveles de transfecciéon. A) La deteccién de GP63 intracelular se realiza por citometria de flujo con anticuerpo anti His-Tag. Las células fueron cultivadas a
temperatura de 37°C y 5% de CO2 en medio IMDM suplementado con SFB al 10%, los datos graficados corresponden al dia 2 (48h) de cultivo. Observamos una
transfeccion adecuada alcanzando niveles >60% de transfeccion. Hay evidente viabilidad reducida en especial con GP63 mutante. B) Histograma e intensidad
media de fluorescencia MFI de la deteccién de anti His-Tag en GP63. C) Porcentaje de transfeccidon. Condiciones experimentales: células sin estimulo o Control,
transfeccion con gp63 WT estado nativo, transfeccién con gp63 mt mutado.
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Figura 16 La concentracion de GP63 recombinante 48 horas post transfeccién es inferior a la esperada.

Cuantificacion de la proteina GP63 por ELISA anti His-Tag. A) Evolucion temporal de la concentracion de GP63 (ng/mL) (n=6) B) Conteo celular de
HEK293T durante 4 dias. C) Porcentaje de viabilidad celular. Las condiciones B y C se realizan con azul de tripan en camara de neubauer y confirmado
con contador celular automatico, los datos representan (n=4) réplicas bioldgicas.
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La concentracion de la proteina recombinante GP63 obtenida en los cultivos de
células HEK293T fue considerablemente inferior a la esperada, incluso cuando se
realizé produccion a gran escala. La disminucion progresiva de la viabilidad celular
observada en paralelo sugiere que la baja recuperacion podria deberse a una
inhibicion de la plataforma de expresién o a un posible efecto citotoxico inherente a
la naturaleza metaloproteasa de GP63. Aunque no se descarta cierta pérdida de
proteina durante el proceso de purificaciéon, los sobrenadantes fueron cuantificados
antes y después de la concentracion, asi como tras la purificacion, manteniéndose
una relacion proporcional entre las mediciones. A pesar de los bajos niveles de
recuperacion, se lograron recolectar alicuotas de GP63 recombinante (WT y/o
mutante), las cuales fueron conservadas para su uso en ensayos funcionales

posteriores.

6.3.2 Produccion del lentivirus LV-MND-GP63 WT/mt

6.3.2.1 Generacion de un vector lentiviral en células GPRTC para la expresion de
GP63

Se llevaron a cabo dos ensayos de produccioén de lentivirus, en los cuales las células
GPRTC fueron transfectadas con los plasmidos pHL20 MND gp63, tanto en su
variante WT como mt. Posteriormente, las células fueron cultivadas durante cinco
dias, recolectando el sobrenadante cada 24h bajo condiciones de estricta

esterilidad.

En el primer ensayo se obtuvieron 500 mL de medio IMDM conteniendo lentivirus
codificantes para GP63, los cuales fueron concentrados 500 veces, alcanzando una
titulacion viral determinada por qPCR de 1x10® particulas virales por mililitro
(equivalente a 15 millones de particulas virales en 1 mL de solucién). Los lentivirus
producidos, tanto en su forma WT como mt, fueron utilizados para evaluar su
capacidad de transduccién en células B de la linea Ramos. Durante la medicion del
numero de copias del vector por célula (VCN), se observé que el lentivirus mutante
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no logré una transduccion efectiva en comparacion con el control estandar. En las
condiciones evaluadas con multiplicidades de infeccién (MOI) de 2 y 5, analizadas
en los dias 5 y 8 post transduccion, el VCN se mantuvo por debajo de 1, indicando
menos de una copia por célula. En contraste, el lentivirus WT mostré una
transduccion eficiente, con un VCN de 5.6 al dia 2 con MOI 2, y un VCN de 11 al

dia 2 con MOI 5, resultados que reflejan una integracion 6ptima del vector.

En la segunda produccién de lentivirus se recolectaron 500 mL de medio, los cuales
no fueron concentrados, manteniéndose a una dilucién 1x, con una titulacion viral
de 1x10° particulas virales por mililitro (100.000 particulas/mL). Este lote de
lentivirus fue alicuotado y empleado en transducciones destinadas a ensayos
funcionales, dado que la expresion intracelular de GP63 podria inducir citotoxicidad.
Por esta razon, se optd por utilizar titulos virales bajos con el fin de minimizar la

muerte celular prematura.
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6.4 DISCUSION CAPITULO 2

En las ultimas décadas, se han desarrollado distintas estrategias para la produccion
de GP63 recombinante en diferentes sistemas de expresion, con el fin de
caracterizar su estructura, su funcidon enzimatica e investigar la inmunogenicidad de

dicha proteina.

Los primeros estudios se enfocaron en sistemas procariotas como Escherichia coli
(E. coli), tal como lo reportaron Handman et al. en 1990 y posteriormente Button et
al. en 1991. Si bien estos sistemas permitieron una produccién abundante de la
proteina, las formas recombinantes carecian de modificaciones postraduccionales
necesarias para su correcto plegamiento, resultando proteinas insolubles o
funcionalmente limitadas (108,128,129). En 1993, Button et al. expresaron GP63 en
un sistema de Baculovirus, eliminando la region de anclaje a la membrana (GPI) y
modificando la sefial de secrecion, para obtener una forma secretada activable con
agentes como el cloruro de mercurio (HgCl2), alcanzando rendimientos de

produccion hasta de 1 mg/L de proteina (111).

Posteriormente, en 2001, Shaebani et al. lograron la expresion de GP63 en la
levadura Pichia pastoris, obteniendo una forma secretada con actividad gelatinasa
y una estructura glicosilada mas cercana a su configuracion nativa. Los autores
reportaron una expresion superior al 30 % del total proteico, aunque sin conversion
a unidades absolutas (mg/L), lo que indica una produccion eficiente, pero con
limitaciones en la cuantificacion precisa del rendimiento (130). Sin embargo, no fue
sino hasta el estudio de Roberts et al. 2022, cuando se produjo una version de GP63
en un sistema de células mamiferas, permitiendo un patréon de glicosilacion mas
compatible con la forma nativa del parasito (131). Este avance fue seguido por los
trabajos del grupo del Dr. Dennis Ko, quienes expresaron versiones WT y mutantes
mt de GP63 también en células mamiferas, con el objetivo de estudiar su actividad

sobre la quemoquina CXCL10 (48,83). Si bien las otras plataformas de produccion
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son mas baratas, faciles de manipular, y las proteinas muestran cierta actividad,

estas sirven mas como antigenos que como agentes bioactivos (42).

El uso de células mamiferas para producir proteinas recombinantes permite
alcanzar una conformacion tridimensional y un perfil de glicosilacion mas cercano a
la forma funcional de GP63, lo cual es fundamental para la fiabilidad de los ensayos
de interaccion estructural y funcional (132,133) . Este trabajo de tesis se situa en
esta linea de avance, utilizando GP63 recombinante expresada en células
mamiferas, tanto su version WT o nativa, como mutante (mt); asi que contar con
dos versiones de la proteina facilitd el analisis comparativo de su actividad catalitica

y sus efectos inmunobioldgicos sobre los LB.

La produccion y purificacion de la proteina recombinante GP63 present6 desafios
significativos; inicialmente en células CHO, debido al uso de un plasmido
defectuoso, que no contenia la etiqueta His-tag esperada y mostraba
inconsistencias en regiones clave, como la secuencia sefal y el pro-péptido. Estas
deficiencias, arrojaron resultados ambiguos, con presencia de bandas
electroforéticas inespecificas y la imposibilidad de purificar y detectar la proteina
GP63 con el His-tag, mediante cromatografia de afinidad y Western Blot,

respectivamente.

Para superar estas limitaciones, se realiz6 un proceso riguroso de disefio y
validacién de nuevos plasmidos. Se generé6 un nuevo constructo mediante
clonacion, cuya secuencia fue verificada en incluir todas las regiones necesarias
para la correcta obtencion de GP63, confirmando la confiabilidad del inserto y la
presencia de la secuencia His-tag.

A pesar de que se intentd expresar la proteina, por transfeccion en las mismas
células diana (lineas celulares Ramos, Jurkat y THP-1), estas mostraron una baja
eficiencia de transfeccion (valores suboptimos) sin superar el 38% de positividad y
una marcada disminucion en la viabilidad celular. Sin embargo, logramos producir

la proteina en células HEK293T, una plataforma eficiente y susceptible para la
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expresion transitoria de GP63 recombinante. En estas células se alcanzaron niveles
de transfeccion superiores al 60% de positividad, permitiendo la expresion de la
proteina y confirmando la integridad de los plasmidos construidos. No obstante, al
cuantificar la produccion a gran escala de GP63 en células HEK293T, encontramos
concentraciones considerablemente inferiores a lo esperado (maximo 30ng/mL de
GP63), y se observd una disminucién progresiva de la viabilidad celular. Estos
resultados podrian deberse, en primer lugar, a una posible inhibicion de la
plataforma de expresién: aunque las células mamiferas ofrecen un procesamiento
postraduccional mas fiel (como glicosilacion y plegamiento adecuado), pueden
presentar bajos niveles de secrecion si no se optimizan adecuadamente las
condiciones del sistema (134). En segundo lugar, la expresion de GP63 podria
inducir citotoxicidad intrinseca debido a su naturaleza metaloproteasa, lo cual podria
provocar muerte celular prematura o incluso el silenciamiento de su expresion
(135,136). En tercer lugar, si la sefal de secrecion no es eficiente o no se acopla
correctamente a la proteina, esta podria quedar retenida en compartimentos

intracelulares o ser degradada antes de su liberacion (137).

A pesar de que la produccion de GP63 recombinante fue baja, su potencial biolégico
de metaloproteasa permite que a concentraciones reducidas sea funcional. Se ha
demostrado que GP63 actua cataliticamente, no estequiométricamente, por lo que
una pequena cantidad puede tener un efecto sostenido si hay multiples contactos
cataliticos. Otros estudios han reportado actividad biologica de ectodominios desde
niveles tan bajos como 1-500 ng/mL (131). Adicionalmente, la expresion en células
mamiferas, aunque menos eficiente, garantiza un procesamiento postraduccional
mas similar al de Leishmania, lo que puede conferir mayor funcionalidad a la

proteina incluso en bajas cantidades.

Aunque existen diversos sistemas para producir GP63 recombinante, no se ha
documentado ningun caso de uso de lentivirus para expresar GP63 de forma estable

intracelularmente en células mamiferas. Asi que implementar esta estrategia ofrece
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una expresion de la proteasa novedosa y facilita estudios de funcién a largo plazo y

generar modelos mas robustos de interaccion proteina—proteina.

Logramos establecer con éxito la produccién de lentivirus codificante para GP63
WT, demostrando buenos niveles de transduccion en LB Ramos, con un numero de
copias del vector por célula (VCN), significativamente superior al del lentivirus
mutante, el cual no transducia las células eficazmente. Por esta razéon el
comparador en los ensayos funcionales fue el control sin estimulo y un control de

transduccion, con un lentivirus codificante para la proteina GFP.

Estas aproximaciones experimentales son cruciales, ya que proporcionan las
herramientas genéticas y los sistemas de expresion, verificados y necesarios para
futuros analisis funcionales y mas detallados de la proteina GP63; a pesar de las
optimizaciones posibles en el rendimiento de la produccion proteica y la gestidon de

la viabilidad celular en cultivos a gran escala.
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6.5 Resumen de Hallazgos:

Inicialmente la produccion de GP63 recombinante fue fallida debido a un
plasmido defectuoso que carecia del His-tag y presentaba incongruencias

en su secuencia, lo que impedia una purificacion y deteccion adecuadas.

Se generaron y validaron exitosamente nuevos constructos plasmidicos
para GP63 (WT y mt) con secuencias verificadas, y se produjo lentivirus
GP63 WT funcional que demostré buenos niveles de transduccion en

células LB Ramos.

Las células HEK293T demostraron ser adecuadas para la expresion
transitoria de GP63, aunque la produccion de la proteina fue inferior a lo
esperado y la viabilidad celular disminuy6 con el tiempo, posiblemente
debido a la toxicidad de GPG63.
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7.0 CAPITULO 3

OBJETIVO ESPECIFICO: Evaluar el efecto inmunomodulador de la expresion

de la proteina GP63 sobre moléculas linfocitos B in vitro.

7.1 MARCO TEORICO

7.1.1 Activacion de los Linfocitos B (LB)

7.1.1.1 Activacion T Dependiente

La activacion T dependiente de los LB representa el mecanismo regulado para la
generacion de respuestas humorales especificas y duraderas. Consiste en un
reconocimiento, sefializacion e induccion de la expresidn génica de proteinas
activadoras, seguida de una proliferacion celular. Durante este proceso interactuan
diferentes receptores con sus ligandos; el receptor del linfocito T (TCR) con el
complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHCII) con su respectivo péptido
y las proteinas coestimuladoras como el CD28 con CD80/CD86. Mientras que en
los LB el CD40 (138) tras la union con su ligando CD40L (expresado en LT) inicia
una cascada de diferenciacion para ambas células, proporcionando sefales de
supervivencia y diferenciacion (139). Mas adelante, quinasas como BLK, SyK,
ZAPT0, Lck, son responsables de la fosforilacién, de las proteinas que conducen la
senal en la cascada de activacion, dentro de los linfocitos (94,140,141). Lo que los
vuelve blancos terapéuticos de interés para el control de la activacién. Finalmente,
todas esas sefiales, junto a citoquinas circundantes, inducen la activacion completa
del LB, promoviendo su proliferacion clonal, el cambio de isotipo de
inmunoglobulina, la maduracion de afinidad en los centros germinales, y la
diferenciacién hacia células plasmaticas secretoras de anticuerpos o LB de
memoria(142,143) .
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7.1.1.2 Activacién T Independiente
La activacion T independiente permite a los LB responder directamente a ciertos

tipos de antigenos sin requerir la cooperacion de los LT. Este mecanismo es
importante en la respuesta inmune contra patégenos, que tienen estructuras
moleculares altamente repetitivas como el lipopolisacarido (LPS) bacteriano.
Existen dos tipos principales de antigenos T independientes: Los del tipo 1 (TI-1)
incluyen moléculas como los mitégenos policlonales, que pueden activar LB
independientemente de la especificidad de su BCR a concentraciones altas, pero
también pueden actuar de forma especifica a bajas concentraciones. Los del tipo 2
(T1-2) son antigenos con estructuras repetitivas que entrecruzan multiples BCR en

la superficie de los LB, lo que conduce a su activacion (144,145).

Este tipo de activacion se caracteriza por presentarse a través del BCR y/o
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) como los receptores tipo Toll. Por
ejemplo, el reconocimiento de CpG por TLR9 o LPS por TLR4, lo que genera una
respuesta rapida, caracterizada principalmente por la producciéon de IgM, con
cambio de isotipo limitado y generacion reducida de memoria inmunoldgica. Sin
embargo, esta respuesta es efectiva para la neutralizacion inicial de patégenos,
especialmente en las mucosas. También, esta respuesta es importante en el
mantenimiento de niveles basales de anticuerpos naturales que participan en la

primera linea de defensa humoral (146,147) .

7.1.1.3 Senalizacion celular en LB
La senalizacion del LB inicia con la activacién del receptor BCR al unirse al antigeno,

el BCR esta compuesto por una inmunoglobulina de membrana, asociada con los
heterodimeros Iga/lgB (CD79a/CD79b), que contienen los motivos de activacion
basados en tirosina (ITAMs) necesarios para la transduccion de sefales. Al
reconocer un antigeno, se recluta y activa a la tirosina quinasa SyK. De forma
paralela, los TLR como TLR4 y TLR9 al reconocer antigenos, activan la via MyD88
que termina en la activacion de NF-kB (144,148). Esta convergencia, potencia la

expresion de genes involucrados en supervivencia, proliferaciéon y produccion de
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citoquinas. Recientemente han tomado importancia las moléculas de la sefalizacion
en el campo de la terapéutica, formulando tratamientos dirigidos a modular esas
cascadas de activacibn como por ejemplo el Fostamatinib, un medicamento
inhibidor de Syk (spleen tyrosine kinase) . Esto demuestra el interés en las
intervenciones de inmunoterapia dirigida al componente de sefalizacién celular
(24,149,150).

7.1.1.4 SyKy PKC
SyK es una quinasa de tirosina citoplasmica esencial en la senalizacion del BCR.

Tras unirse a los ITAMs fosforilados por quinasas Src, se auto fosforila en residuos
de tirosina de su dominio de activacion, estabilizando su forma activa y potenciando
su actividad. Una vez activada, fosforila sustratos como BLNK, PLCy2, Vav y
subunidades de PI3K, conduciendo a la activacion de PKC, que fosforila e inactiva
IkB, permitiendo la translocacion nuclear de NF-kB . La activacién de Syk
desencadena vias de sefalizacion que regulan la reorganizacion del citoesqueleto
para la sinapsis inmunoldgica y la migracion celular (151,152), y promueve la
supervivencia via mTOR, integrando sefales de activacién con requerimientos
biosintéticos.

Ademas, Syk activa vias MAPK como ERK1/2, JNK y p38, que controlan
proliferacion, diferenciacion y respuesta al estrés, y fosforila factores de
transcripcion como NFAT, AP-1 y CREB, modulando genes como CD69, CD25 y
ciertas citoquinas. Su desregulacion puede conducir a proliferacion descontrolada y

transformacién maligna, subrayando su papel en la homeostasis de los LB (95,153).

7.1.1.5 Via TLR (Toll-like Receptor)
Los TLR4 y TLR9 son PRRs clave en los LB, que reconocen LPS bacteriano y

secuencias CpG no metiladas de DNA bacteriano o viral, respectivamente. El TLR4,
presente en la superficie y en compartimentos endosomales, reconoce PAMPs

extracelulares e internalizados, y tras unirse al LPS recluta MyD88 y TRIF, activando
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NF-kB, AP-1 e IRF3; ademas puede actuar sinérgicamente con el BCR para
potenciar la activacion. El TLR9, expresado de manera constitutiva o inducible,
reconoce DNA en endolisosomas acidos, reclutando MyD88, IRAK1/4 y TRAFG,
activando rutas similares a TLR4, pero con mayor induccion de IRF7 y produccién
de interferones tipo |. También promueve proliferacién, diferenciacion a células
plasmaticas, produccion de anticuerpos sin sefiales del BCR y altas cantidades de
IL-6, IL-10 y TNF, junto con aumento de MHC Il y coestimuladores. Su
desregulacion se asocia con enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso
sistémico (145,154).

7.1.1.6 NF-kB
El NF-kB es un factor de transcripcion clave en la activacion, supervivencia y

diferenciacion de LB, formado por dimeros (p65/RelA, RelB, c-Rel, p50, p52)
retenidos en el citoplasma por IKB. Su activacion ocurre por la via candnica, inducida
por BCR, TLRs y CD40, que implica fosforilacion y degradacion de IkBa, permitiendo
la translocacion de p65/p50; y por la via no candnica, activada por BAFF y CD40L,
que usa NIK e IKKa para procesar p100 a p52 y formar RelB/p52 (155,156). Entre
los genes inducidos figuran factores de supervivencia (Bcl-2, Bcl-xL, A1), citoquinas
(IL-6, TNF), quemoquinas y moléculas como CD40 y CD80/86. NF-kB es esencial
para la diferenciacion a células plasmaticas mediante Blimp-1. GP63 modula este
factor clivando p65/RelA y generando una forma truncada que altera la respuesta

inmune, favoreciendo la supervivencia de Leishmania en células mieloides (56).

7.1.1.7 Secreciéon de IgM en LB
La IgM es la primera inmunoglobulina secretada en su forma soluble tras la

activacion, lo que representa la primera linea de defensa humoral. La transicion de
la forma de membrana a la forma soluble esta mediada por eventos de empalme y
corte del mMRNA, lo que permite su secrecion efectiva al medio extracelular (157).
En los LB virgenes se encuentra en su forma monomérica unida a la membrana,
actuando como el receptor de antigenos (BCR), luego post activacion se secretan

las formas pentaméricas, que tienen alta avidez por el antigeno, por los multiples
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sitios de unién (158). La secrecion requiere la expresion del gen alternativo (exén
secretor), que codifica la regidn carboxilo terminal especifica para la forma soluble
(slgM), en lugar de la region transmembranal . Este cambio es regulado por factores

de corte y empalme como E2A, PTB y hnRNPs.

En el reticulo endoplasmatico, las cadenas pu y las ligeras se ensamblan en forma
de monomeros y luego se unen dando forma pentaméricas, para esto es esencial
la proteina J (joining chain). Ya ensamblada se transfiere al aparato de Golgi donde
es glicosilada, se empaqueta en vesiculas que se fusionan con la membrana
plasmatica y se libera el pentamero al espacio extracelular (159,160). Esta version
secretada del anticuerpo también es fundamental en la via clasica del complemento,
y se detecta en el suero en etapas muy tempranas de una infeccion. La IgM natural
secretada de forma constitutiva por los linfocitos B1 tiene un papel adicional en la

homeostasis inmune y la eliminacién de células apoptéticas (142,161).

7.1.1.8 Marcadores funcionales de LB

7.1.1.9 CD19

El CD19 es una glicoproteina transmembrana que, junto con CD21, CD81 y CD9,
forma un complejo correceptor del LB que amplifica las sefales iniciadas por el
BCR. Se expresa desde el estadio pro-B hasta células plasmaticas, aunque
disminuye en la diferenciacion terminal. Su cola citoplasmica contiene residuos de
tirosina fosforilados por quinasas Src, que sirven como puntos de anclaje para PI3K,
Vav y otras moléculas de senalizacion. CD19 reduce el umbral de activacion del
BCR, permitiendo que los LB respondan a bajas concentraciones de antigeno,
siendo clave para la seleccion positiva, activacion periférica y mantenimiento de la
respuesta humoral. Su deficiencia provoca disminucion de anticuerpos y su
sobreexpresion se asocia con autoinmunidad, subrayando su papel en el equilibrio

de la activacion de los LB (162).
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7.1.2.0 CD38
El CD38 es una ectoenzima transmembrana con funciones como ADP-ribosil ciclasa

y cADPR hidrolasa, regulando la sintesis y degradacion de cADPR, un segundo
mensajero que moviliza calcio desde reservorios intracelulares via receptores de
rianodina. Se expresa a bajos niveles en LB maduros en reposo, pero aumenta
notablemente tras la activaciéon y durante la diferenciacion a células plasmaticas,
regulado por citoquinas como IL-4 e IL-13 y factores como IRF4 y BLIMP-1. Ademas
de su papel en la sefializacién de calcio (163), actua como molécula de adhesion,
facilitando interacciones célula-célula y célula-matriz. Su alta expresién en células
plasmaticas lo convierte en un marcador util en contextos fisioldgicos y patoldgicos,

incluido el mieloma multiple (164,165) .

7.1.2.1 CD40
El CD40 es una glicoproteina transmembrana de la superfamilia de receptores TNF,

expresada en LB, células dendriticas, macrofagos y epiteliales. Es clave en la
activacion dependiente de linfocitos T, recibiendo sefales coestimuladoras a través
de CD40L. Su activacién regula procesos como supervivencia, cambio de isotipo,
formacion de centros germinales y diferenciacién a células plasmaticas y de
memoria. Sefaliza mediante NF-kB (TRAF2, TRAF3, TRAF5, TRAF6), MAPK (ERK,
JNK, p38), PI3K/Akt y JAK/STAT, induciendo genes de supervivencia, proliferacion
y diferenciacion, asi como factores anti apoptéticos (Bcl-2, Bel-xL), citoquinas (IL-6,

IL-10) y factores de transcripcion como c-Myc. (138,155,166).

7.1.2.2 CD27
El CD27 es una glicoproteina transmembrana de la superfamilia de receptores TNF

y marcador distintivo de linfocitos B de memoria. Su ligando, CD70, se expresa en
linfocitos T, LB y células dendriticas activadas. Se encuentra en niveles bajos en LB
virgenes y elevado en LB de memoria, facilitando su diferenciacién fenotipica
(CD27- vs. CD27%). La senalizacion por CD27 favorece la supervivencia,
proliferacion y diferenciacion hacia células plasmaticas, asi como el mantenimiento

de la produccion de anticuerpos a largo plazo. Ademas, se asocia al cambio de
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isotipo y puede mostrar expresion aberrante en linfomas B, afectando el pronéstico
(167,168).

7.1.2.3 CD45
CD45, también conocido como PTPRC (Protein Tyrosine Phosphatase Receptor

Type C) o antigeno leucocitario comun (LCA), es una glicoproteina transmembrana
expresada abundantemente en todas las células hematopoyéticas nucleadas,
especialmente en linfocitos, y es un regulador esencial de la activacion mediada por
receptores de antigenos de los LT y LB. El CD45 desempefia un papel crucial en
las etapas iniciales de transmisién de sefales y alteraciones en la expresion génica
y los desequilibrios en las isoformas de CD45 frecuentemente causan
inmunodeficiencias, trastornos autoinmunes y enfermedades oncoldgicas
(169,170).

7.1.2.4 HLA-DR
Las moléculas codificadas por los genes del HLA de clase Il son HLA-DR, -DP vy -

DQ, los cuales tienen expresion restringida en las células presentadoras de
antigenos y su funcién principal de HLA-DR es presentar antigenos peptidicos a los
LT CD4+. EIHLA-DR también puede servir como un marcador de activacién celular
(171,172).

7.1.2.5 STING
La via cGAS-STING es importante en la deteccion de DNA citosdlico que

desencadena respuestas inmunes antivirales y antitumorales. El sensor cGAS
reconoce el DNA intracelular y produce cGAMP, que activa a STING en el reticulo
endoplasmatico, iniciando una sefalizacion que culmina en la activacién de IRF3 y
NF-kB, e induce la expresion de interferones tipo | y citoquinas proinflamatorias. Su
regulacion estd estrechamente vinculada a la apoptosis, con efectos tanto de
activaciéon como de supresion, y su desbalance participa en cancer, enfermedades
neurodegenerativas y autoinmunidad. Este eje representa un punto critico de la
inmunidad innata y un prometedor blanco terapéutico (173,174).

102



7.1.2.6 CD11b
El CD11b, también conocido como integrina aM (ITGAM) o Mac-1, es una

glicoproteina expresada principalmente en células mieloides, incluyendo neutrdfilos,
monocitos, macréfagos y células dendriticas que reconoce iC3b, una fraccion del
complemento que se deposita sobre patogenos (175). CD11b facilita la adhesion
celular por unién a ICAM-1 (CD54), la migracion transendotelial y la fagocitosis.
Puede tener roles tanto proinflamatorios como reguladores y es crucial para la
funcion de los neutrofilos y macrofagos en sitios de inflamacion, permitiendo su
reclutamiento desde la circulacion hacia los tejidos afectados. Promueve la
produccion de citoquinas como IL-1B y TNF. Su expresién en LB es inusual, pero
se puede presentar en estados activados atipicos, proinflamatorios o
reguladores(176,177) . Si bien este receptor del complemento no esta asociado
directamente por contacto al reconocimiento de GP63, si se han asociado con que
GP63 corta a C3 generando el ligando natural del CD11b el iC3b (178,179). Esa
unién en el contexto de Leishmania facilita la entrada del parasito a los macrofagos

para prolongar su supervivencia.

Tabla 6 Resumen de la descripcion funcional de las moléculas analizadas en
Linfocitos B
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Molécula

Mecanismo o Funcién Inmunolégica

Referencia

Syk

PKC

TLR4

TLR9

NF-kB

IgM

CD19

CD38

CDA40

CD27

CD45

HLA-DR
(MHC-II)

STING

CD11b
(Mac-1)

Quinasa clave en sefalizacidon del BCR; activa adaptadores como BLNK, PLCy2, y NF-
KB. Regula la supervivencia via mTOR. Implicado en sinapsis inmunoldgica y
diferenciacion de LB.

Activada por Syk y PLCy2; fosforila IkB permitiendo activacién de NF-kB. Regula
transcripcion de genes proinflamatorios.

Reconoce LPS, activa NF-kB, AP-1 e IRF3 via MyD88/TRIF.

Sinergia con el BCR, amplificando activacion de LB.

Reconoce DNA CpG; activa IRF7, MyD88, produccion de IFN-1y citoquinas
proinflamatorias. Induce activacién y diferenciacién de LB sin sefal via BCR.

Factor de transcripcién activado via BCR, TLRs y CD40; regula supervivencia,
diferenciaciony genes proinflamatorios. Actua en via candnicay no candnica de
activacion celular.

Primera Ig secretada, inicia la respuesta humoral; activa complemento via clasica. En
LB B1 se secreta de forma natural; requiere proteina J para unir monémeroy generar
un pentamero.

Correceptor del BCR; amplifica senal; recluta PI3K, Vav.

Esencial para activacidon, memoria, y tolerancia.

Enzimay marcador de células plasmaticas; regula Ca>* via cADPR.

Se usa como marcador diagndstico en mieloma multiple.

Receptor de CD40L; activa NF-kB, MAPKy PI3K/Akt; esencial en la activacion T
dependiente. Crucial para cambio de isotipo en centros germinales.

Receptor de CD70; promueve memoriay diferenciacion a célula plasmatica.

Fosfatasa tirosina; regula sefalizacion de BCR; controla via JAKs.
Mutaciones en este marcador se asocian con inmunodeficiencias.

Presenta péptidos exégenos a LT CD4+.
Inicia respuesta adaptativa. Marcador de activacion en APCs.

Activado por cGAMP (via cGAS), induce IFN-1y citoquinas proinflamatorias. Implicado
en inmunidad antiviral y antitumoral.

Promueve adhesién, migracién y fagocitosis; reconoce iC3b. Relevante en entrada de
Leishmania via unién a iC3b.
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7.1.2.7 Vias de supervivencia y proliferacion en LB
La supervivencia y proliferacién estan reguladas por la integracién de senales del

BCR, TLR, CD40 y citoquinas como BAFF e IL-6. Estas vias activan factores de
transcripcion como NF-kB y STAT3, promoviendo la expresion de genes anti
apoptéticos como Bcl-2 y facilitando la entrada en el ciclo celular. La persistencia de
estas senales favorece la diferenciacion hacia células productoras de anticuerpos o
de memoria (180,181).

7.1.2.8 Muerte celular programada: Apoptosis
La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada esencial para

mantener la homeostasis inmunoldgica. En linfocitos B puede activarse mediante
sefales extrinsecas, como la interaccion con receptores de muerte, o por vias
intrinsecas, asociadas a estrés celular o dafio del DNA. Ambas rutas convergen en
la activacion de caspasas ejecutoras, principalmente la caspasa-3, considerada la
proteasa central del proceso, responsable de degradar proteinas estructurales y
funcionales de la célula (182). Este mecanismo permite la eliminacion selectiva de
linfocitos autorreactivos o sobre activados sin generar inflamacion, gracias a
cambios morfolégicos controlados como la condensaciéon nuclear, fragmentacion
del DNA y formacion de cuerpos apoptéticos que son fagocitados por células
vecinas. Ademas, la apoptosis coexiste con otros tipos de muerte celular, como
necrosis, autofagia, necroptosis, piroptosis y ferroptosis, cada uno con rasgos

morfoldgicos y bioquimicos distintivos (183,184).

Con base en la relevancia inmunolégica de todos estos procesos, vias y
marcadores, se disefid una estrategia experimental que permitiera evaluar de
manera directa el impacto de GP63 sobre los LB. Para ello, se implementaron dos
aproximaciones complementarias; la produccion de la proteina recombinante GP63
para realizar la exposicion exdgena y la expresion intracelular mediante un sistema
lentiviral. Estas herramientas permitieron ejecutar diferentes interacciones entre la

proteasa y los LB, para analizar sus efectos fenotipicos y funcionales.
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7.2 MATERIALES Y METODOS

7.2.1 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (MNSP)

Las células mononucleares de sangre periférica (MNSP) fueron aisladas de la
muestra de 20ml de sangre venosa, extraida de los donantes sanos. La separacion
de los mononucleares se dio mediante centrifugacion usando un gradiente de Ficoll-
Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich) durante 30 min a 450g. Los mononucleares
fueron sembrados en placas de 6, 12, 24 pozos con medio RPMI completo, se
incubaron en medio RPMI con 10% de SFB a 37°C con 5% CO.. La disposicién de
estas células estuvo determinada por el tipo de experimento, de exposicién exdgena
a la proteina GP63 o de transduccion con el lentivirus para expresar la proteina

intracelularmente.

7.2.2 Exposicion de LB Ramos y MNSP a la proteina GP63 recombinante

Para evaluar el potencial efecto de la proteina GP63 sobre LB in vitro, se realizé un
ensayo de dosis respuesta en LB Ramos. En placa de 48 pozos se cultivaron en
medio RPMI completo los LB a una densidad de 2x10° células por pozo. Las células
se dividieron en dos grupos: una fraccion fueron tefidas con CFSE
(Carboxyfluorescein succinimidyl ester) para evaluacion de la proliferacion y otra
fraccion sin tenir. Una vez estabilizadas, las células fueron tratadas con la proteina
GP63 WT/mt a diferentes concentraciones (5, 10, 20 ng/mL), previamente diluidas
en medio de cultivo estéril. La proteina fue anadida directamente al medio y las
células se incubaron a 37 °C con 5% de CO, por 24h y 48 horas para el grupo con
CFSE y 48h para los otros analisis. Se incluyeron células sin tratamiento como
control sin estimulo. Finalizada la incubacién, las células fueron recolectadas para
anadlisis por citometria de flujo de la viabilidad, proliferacién y activacion;
adicionalmente se colectaron los sobrenadantes para cuantificacion de citoquinas y

anticuerpos.
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7.2.3 Analisis de viabilidad

La viabilidad celular se evalu6 por dos métodos complementarios: citometria de flujo
utilizando 7-aminoactinomicina D (7-AAD Viability Staining Solution, BioLegend
#420404) y conteo manual en camara de Neubauer con azul de tripan. Para el
analisis por citometria, las células recolectadas de los experimentos se centrifugaron
y se lavaron con PBS 1x; posteriormente se adicioné el equivalente a una
concentracion final de 5 ug/mL durante 15 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. Luego, las muestras fueron lavadas y suspendidas en 400 yL de PBS 1x
y analizadas por citometria de flujo en BD FACSCanto; se seleccionaron las células
7-AAD* (permeables) como no viables, expresadas en porcentaje de viabilidad

dentro de una poblacion total.

En paralelo, se realizd6 un conteo manual, mezclando volumenes iguales de
suspension celular y azul de tripan al 0.4% (Sigma-Aldrich), y se cargaron 10 yL en
una camara de Neubauer. Las células viables (no incorporan el colorante y se ven
claras) y las no viables (azuladas) se contaron bajo un microscopio 6ptico de luz
con aumento de 10x o 20x. Estas aproximaciones se utilizaron tanto para las células

tratadas exdégenamente o transducidas.

7.2.3.1 Determinacion de tipo de muerte celular
La caracterizacion del tipo de muerte celular se realizé utilizando el marcador 7AAD

junto al marcador de apoptosis Apotracker™ Green (BioLegend #750000921) que
permite discriminar células con membrana plasmatica comprometida. Un millén de
células fueron recolectadas, lavadas con PBS 1x y marcadas con 5L de cada
solucién. La incubacion se realizé durante 15 minutos a temperatura ambiente,
protegida de la luz. Posteriormente, las muestras fueron lavadas y suspendidas en
400 yL de PBS 1x y analizadas inmediatamente en el citdmetro de flujo. Los datos
fueron analizados mediante software de citometria (FlowJo v10.10) ajustando los

cuadrantes con controles sin tincidn, células viables y células tratadas y obteniendo

107



el porcentaje o frecuencia de células viables, células en apoptosis temprana, células

en apoptosis tardia y necrosis.

7.2.3.2 Evaluacion morfologia de los cultivos por microscopia de luz y
fluorescencia
Los cultivos celulares fueron monitoreados diariamente mediante microscopia

invertida luz y de fluorescencia, para evaluar el estado general de las células y la
expresion de la GFP tras la transduccién. Las observaciones se realizaron utilizando
un microscopio invertido (Thermo Scientific EVOS FL Cell Imaging System)
equipado con filtros adecuados para la deteccion de fluorescencia verde (excitacion
~488 nm, emisién ~510-530 nm). Se documentaron imagenes representativas de
los cultivos en distintos aumentos (4x, 10x, 20x y 40x), permitiendo registrar tanto la
morfologia celular como la intensidad y distribucién de la GFP en las células
transducidas. Ademas, se presto especial atencidon a la morfologia celular, con el fin
de identificar caracteristicas compatibles con procesos de muerte celular, tales
como apoptosis (retraccion celular, formacibn de cuerpos apoptoticos,
condensacion nuclear), asi como posibles alteraciones relacionadas con otros tipos
de muerte no convencional. El analisis de fluorescencia permitié estimar de manera
cualitativa la eficiencia de transduccion y descartar auto fluorescencia o
contaminacion. Las imagenes se almacenaron en formato digital con fecha y

condicion correspondiente para su posterior analisis.

7.2.4 Determinacion de proliferacion

La proliferacion celular se evalu6 mediante tincion (CFSE, BiolLegend), este
colorante fluorescente se une covalentemente a las proteinas citoplasmaticas y se
diluye progresivamente con cada division celular. Para los LB se determind un
numero maximo de 4 generaciones para las evaluaciones a las 48h de cultivo, por
el ritmo bioldgico de proliferacion de esta linea celular (nueva generacion cada 12 -
24h). El numero de LB tefiido dependié de cada experimento; las células se lavaron
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con PBS 1x y luego se suspendieron en 500ul de PBS1x y 500ul de la solucion de
CFSE (preparada previamente a 5mM en DMSO). Se incubé durante 5 minutos a
temperatura ambiente en la oscuridad. Para detener la tincion y permitir la union
estable del colorante, se anadié 1mL de SF) frio y se incubo por 1 min a 4°C. Luego,

se adicionaron 10mL de PBS 1x y se centrifugaron por 5min.

Posteriormente, las células fueron suspendidas en medio RPMI completo y
sembradas en las condiciones experimentales de tratamiento con la proteina
recombinante GP63. Los datos se adquirieron por citometria de flujo en el canal de
fluoresceina (FITC), desde el momento cero de incubacion, las 24 y 48 horas post
estimulos. El analisis se realizé utilizando software como FlowJo v10.10 aplicando
un modelo matematico de prediccion para calcular el indice de proliferacion, el

indice de divisiones y el indice de expansion celular.

En los LB transducidos con el lentivirus LV-MND-GP63 se realizdé un seguimiento
de conteo celular por 21 dias, para comprobar el numero de células totales en el
cultivo posterior a la transduccion con diferentes MOI del virus. Este conteo se
realizd con azul de tripan en camara de Neubauer, y asi se pudo obtener el valor

(Fold Increase) de la proliferacion celular.

7.2.5 Cuantificacion de marcadores celulares y citoquinas intracelulares por
citometria de flujo

La caracterizacion fenotipica de LB fue realizada mediante citometria de flujo
enfocandose en marcadores tanto de membrana como intracelulares asociados a
la activacion (CD38, HLA-DR, CD40, Syk, STING), diferenciacién (CD38, CD11b,
CD27) y linaje (CD19, CD45), (Tabla 7). Las células fueron recolectadas al final de
cada tratamiento experimental, procurando alcanzar para estos ensayos una
concentracion de 1x10¢ células. Las células obtenidas, fueron lavadas con PBS 1x
y suspendidas en el volumen final de la solucidbn que contenia los anticuerpos

monoclonales conjugados directamente a fluorocromos durante 15-20 minutos en
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oscuridad. Posteriormente, se lavaron dos veces con PBS 1x y se continud
directamente el analisis en el citbmetro para aquellos marcadores que no

necesitaran fijacion.

Para aquellos marcadores de caracteristicas intracelulares o que requerian fijacion,
posterior a los lavados, se les adiciond una solucion de fijacion con
paraformaldehido al 4% y se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente. Luego,
se lavaron con PBS 1x, y se permeabilizaron usando un buffer de permeabilizacion
y el volumen del anticuerpo intracelular en la misma solucion incubando por 20 min.
Finalmente, se lavaron con PBS 1x y las muestras fueron adquiridas en el citometro
de flujo. Se aplicaron controles de compensacién para el analisis de multiples
marcadores. El analisis de datos se realizé con FlowJo v10.10 aplicando estrategias
de “gating” secuencial para excluir detritos celulares y dobles, para luego identificar
y evaluar las diferentes subpoblaciones de interés, con base en la intensidad de

fluorescencia de los distintos marcadores.
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Tabla 7 Anticuerpos para la deteccion de marcadores celulares por citometria de flujo

Anticuerpo Fluorocromo Clon Marca Catalogo / Ref. Tipo de marcador
CASPASA 3 activa PE C92-605 BD Pharmigen™ 550821 Intracelular (apoptosis)
CD11b APC-Cy7 M1/70 Invitrogen A15390 Superficie
CD19 APC HIB19 BD Pharmigen™ 555415 Superficie
CD19 PE HIB19 BD Pharmigen™ 555413 Superficie
CD27 PE-Cy7 0323 BD Pharmigen™ 567289 Superficie
CD3 PE-Cy7 UCHT1 BioLegend® 300420 Superficie
CD38 FITC HIT2 BD Pharmigen™ 555459 Superficie
CD40 PE FGK45 BioLegend® 157506 Superficie
CD4 APC-Cy7 RPA-T4 BioLegend® 300518 Superficie
CD45 APC H130 BioLegend® 304037 Superficie
GP63 N/A 96/26 Bio-Rad OBT2004 Intracelular (primario)
HLA-DR PE TU36 Invitrogen MHLDRO04 Superficie
HLA-DR PE-Cy7 LN3 BioLegend® 327018 Superficie
His tag PE J095G46 BioLegend® 362603 Superficie (tag)
His tag APC J095G46 BioLegend® 362605 Superficie (tag)
His tag PE-Cy7 J095G46 BioLegend® 362620 Superficie (tag)
IgM total FITC G20-127 BD Pharmigen™ 555782 Superficie
IL-10 PE JES5-16E3 BioLegend® 505001 Intracelular (citoquina)
STING PE T3-680 BD Pharmigen™ 564965 Intracelular
Syk APC 4D10.2 BioLegend® 644306 Intracelular (sefializacion)
Syk APC 4D10.2 BioLegend® 644305 Intracelular
Syk FITC 4D10 BD Pharmigen™ 552476 Intracelular
TNF PE Mab11 BD Pharmigen™ 559321 Intracelular (citoquina)
TNF FITC Mab11 BioLegend® 502906 Intracelular
Goat anti-Mouse IgG Secondary Antibody PE No dato Invitrogen P852 Superficie / intracelular
Goat Anti-Mouse Ig (Multiple Adsorption) APC Poly1270 BD Pharmigen™ 550826 Superficie / intracelular
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7.2.6 Ensayos de cuantificacion molecular

7.2.6.1 Concentracion de TNF, IL-6 e IgM en el sobrenadante.
La deteccion cuantitativa de la citoquinas TNF, IL-6 y el anticuerpo IgM, se realizo

mediante un ensayo de ELISA competitivo utilizando los kits comerciales (Tabla
8.0). Las muestras, controles y curva de calibracion fueron incubados en placas
previamente recubiertas con anticuerpos especificos. Tras ser lavados para eliminar
material no unido, se afadié el anticuerpo secundario conjugado a HRP, la sefial
se desarroll6 mediante la adicion del sustrato TMB, y la reaccidon se detuvo con
solucion acida . La absorbancia (OD) se midié a 450 nm en un lector de microplacas.
La cuantificacion se realiz6 comparando con una curva estandar incluida en el kit, y
los resultados se expresaron como concentracion de TNF (pg/mL), IL-6 (pg/mL) e
IgM (ng/mL).

7.2.6.2 Concentracion de GP63 intracelular
La proteina GP63 expresada intracelularmente fue cuantificada mediante citometria

de flujo en diferentes tiempos post transfeccion (3, 4, 5, 7, 10, 14 y 21 dias). Dado
que se tratdé de una deteccion intracelular, las células fueron previamente fijadas y
permeabilizadas para permitir el acceso del anticuerpo durante la tincidn. Las
muestras se incubaron con el anticuerpo anti-GP63 (Leishmania Major Surface
Protease gp63 antibody 96/26 isotipo IgG2a de Biorad) y con un anticuerpo
secundario (Invitrogen™ Goat anti-Mouse 1gG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary
Antibody, PE). Posterior a la incubacion, los datos fueron adquiridos en el citometro

de flujo BD Canto y se analizan los resultados en el software Flowjo v10.10.
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Tabla 8 Ensayos inmunoenzimatico ELISA para cuantificacion

] Kit Nimerode Limite de Rango Tipo de
Molécula ] ] . L
(Invitrogen) Catalogo deteccion dinamico muestra
Human Suero,
15.6-1000
TNF TNF-a BMS213INST ~3 pg/mL plasma,
pg/mL
ELISA Kit sobrenadante
Human Suero,
7.8-500
IL-6 IL-6 BMS223INST ~1 pg/mL plasma,
pg/mL
ELISA Kit sobrenadante
Human Suero,
125-8000
IgM IgM 88-50620 ~4 ng/mL plasma,
ng/mL
ELISA Kit sobrenadante

7.2.7 Activacion de LB Ramos in vitro

Para la activacion de LB en cultivo, las células fueron sembradas a una densidad
de 0.5-1x10® células/mL en medio RPMI| completo. Se estimularon con
lipopolisacarido (LPS, 10-50 ug/mL), PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate,
50 ng/mL) y/u oligonucleétidos CpG tipo B (1-10ug/mL), agregados directamente al
medio de cultivo. Las células se incubaron a 37 °C con 5% CO, por 24 horas. Se
incluyeron controles sin estimulo, para evaluar de forma comparativa la activacion
celular mediante citometria de flujo. En los ensayos donde se evalud la produccién
intracelular de citoquinas post activacion, como IL-10, y TNF se afiadié Brefeldina A
(Biosciences) al cultivo celular a una concentracion de 10 pyg/mL durante las ultimas
4 horas de incubacién. Este tratamiento es un inhibidor del transporte vesicular del
reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi, y se usa comunmente para atrapar
citoquinas intracelulares, ya que inhibe la secrecidén de citoquinas, permitiendo su

acumulacion intracelular y posterior deteccién por citometria de flujo.
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7.2.8 Transduccion de LB Ramos y MNSP con LV-MND-GP63 y LV-MND-GFP

Los LB Ramos y MNSP de donantes sanos fueron transducidos con el vector
lentiviral (LV-MND-GP63 WT o mt) que codifica la proteasa GP63. En los casos en
que se requeria un control de transduccién para validar la expresién de una proteina
distinta, se utilizdé un lentivirus codificante para el gen reportero GFP (LV-EF1a-
GFP), con el objetivo de determinar si los efectos observados estaban vinculados al
sistema de expresién o a la proteina expresada. Este lentivirus fue suministrado por
el Dr. Uimook Choi, staff del LCIM-GIS del NIH.

Previamente, las particulas virales fueron producidas en células GPRTC (HEK293-
GPR) y concentradas por ultra centrifugacion y tituladas. Con la concentracion viral
del stock de lentivirus y con la densidad de células calculadas para el experimento,
se calcularon con anticipacion los MOI. Las células fueron cultivadas en medio
RPMI completo, a la densidad requerida para alcanzar el MOI del experimento. Para
incrementar la eficiencia de transduccion, se emplearon potenciadores de la
transduccion como el LentiBOOST™ (Sirion Biotech), un potenciador de
transduccion, anadido directamente al medio de cultivo a una concentracion de
1ug/mL o el Polybrene (hexadimetrina bromuro, Sigma-Aldrich) a una concentracion
final de 8 pg/mL. Inmediatamente después, se agrego el lentivirus a la dosis
correspondiente (MOI previamente determinado). Las células fueron incubadas a
37 °C con 5% de CO,. La eficiencia de transduccion fue evaluada entre 48 y 72
horas post transduccion mediante citometria de flujo, evaluando la expresion
intracelular de la proteina GP63 o del control GFP o mediante tincion intracelular.

Se incluyeron controles sin vector para discriminar efectos inespecificos (Anexo 7).

7.2.9 Extraccién de DNA y PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) para
cuantificacion del nimero de copias del vector por célula o (Vector copy
number VCN)

De cada experimento de transduccion en LB Ramos y MNSP se recolectaron 1x10°

células para cuantificacion del VCN. Estas células fueron conservadas a -80°C
hasta su procesamiento. La extraccidon del DNA se realizdé con el kit comercial
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"DNeasy Blood & Tissue" (Qiagen). Las células se lisaron mediante incubacién con
tampon ATL y proteinasa K a 56 °C hasta completar la digestion. Posteriormente,
se afiadio tampdén AL y etanol al 100% para favorecer la union del DNA a la
membrana de silica de las columnas. Luego se sometieron a una serie de lavados
con los buffers AW1 y AW2 para eliminar proteinas, sales y otros contaminantes.
Finalmente, el DNA fue eluido en un volumen apropiado de buffer AE. La
concentracion y pureza del DNA extraido se evaluo por espectrofotometro (Thermo
Scientific™ NanoDrop™ One C Microvolume UV-Vis) considerando una relacion
A260/280 entre 1.8 y 2.0 como indicador de pureza adecuada. Se evalud la
expresion del fragmento HIV-U5-PBS, que es una region especifica del genoma del
VIH (Virus de la Inmunodeficiencia Humana) que se encuentra en el extremo 5' de
la LTR (Long Terminal Repeat) del virus. Para realizar la cuantificacion comparativa
se utilizé como gen normalizador humano mkl2 (myocardin-like protein 2). El cual
codifica una proteina reguladora de genes involucrados en el citoesqueleto de actina
y diferenciacion muscular. El numero de células se calculé como la mitad del conteo
de MKL2, ya que cada célula es diploide. Se utilizaron los siguientes esquemas de

cebadores y sondas:

HIV-PBS Assay

HIV-U5-PBS F 5 CTGTTGTGTGACTCTGGTAACT 3
HIV-U5-PBS R 5 TCGCTTTCAAGTCCCTGTTC 3
HIV-U5-PBS_Probe 5'- /56-FAM/AA ATC TCT A/ZEN/G CAG TGG CGC CCG
/3IABKFQ/ -3'
MLK2 Assay
MKL2-lastExon F 5 AGATCAGAAGGGTGAGAAGAATG 3
MKL2-lastExon R 5 GGATGGTCTGGTAGTTGTAGTG 3’

MKL2-lastExon_Probe | 5'-/5-HEX/TG TTC CTG C/ZEN/A ACT GCA GAT CCT
GA/3IABKFQ/ -3'

Se definieron los niveles de expresion relativa por el método de AACt. La
amplificacion y medicion en tiempo real se realizé en un 7500 Fast Real-Time PCR
System de Applied Biosystems.
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7.3 RESULTADOS CAPIiTULO 3

7.3.1 Efecto de la proteina recombinante GP63 WT/mt sobre LB Ramos y MNSP
humanos

En este proyecto evaluamos el potencial efecto de la proteina GP63 sobre células
inmunes humanas. Como primer paso, expusimos linfocitos B humanos a la
proteasa con el objetivo de determinar si induce cambios en la viabilidad, la
proliferacion y la expresién de marcadores relacionados con la sefalizacion vy

activacion celular.

7.3.1.1 La viabilidad y proliferacion de los LB Ramos expuestos a GP63 WT
recombinante disminuye de forma dosis dependiente.

Utilizando la proteina GP63 recombinante producida en células HEK293T, se
realizaron ensayos de dosis-respuesta en células Ramos expuestas durante 48
horas a concentraciones de 5, 10 y 20 ng/mL de GP63 en su forma WT o mt. Se
observd una disminucion significativa en la viabilidad celular con la dosis mas alta
de GP63 WT, alcanzando un 61.8% de células viables tras 48 horas de exposicién.
En contraste, las condiciones con 5y 10 ng/mL de GP63, asi como el control sin
estimulo, mantuvieron una viabilidad superior al 90% (Figura 17 A). A diferencia de,
la exposicion a la misma concentracion de la proteina mutante (GP63 mt) mantuvo
la viabilidad celular por encima del 70% (Figura 17 B). Estos resultados sugieren
que la actividad catalitica de la proteina GP63 WT podria comprometer la integridad
celular, provocando una disminucion en la supervivencia de los linfocitos B. La
citotoxicidad fue evaluada mediante la exclusion de azul de tripan y la deteccion de
células positivas para el marcador 7-AAD por citometria de flujo. Igualmente, los
linfocitos B Ramos expuestos a la proteina GP63 recombinante mostraron una
disminucion en su capacidad proliferativa, determinada con CFSE por citometria de
flujo. El modelo de proliferacion celular de LB Ramos sin estimulos, se muestra en

la Figura 18 A. En los ensayos con la proteina GP63 recombinante, se determiné
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un numero maximo de 4 generaciones a las 48h de cultivo, teniendo en cuenta el
ritmo bioldgico de proliferacion de esta linea celular (nueva generacion cada 12 -
24h). El modelo sugiere que en la concentracion de 20ng/mL, hay una disminucién
significativa del indice de proliferacién y de expansion de los LB tratados con la
proteina WT, comparado con el control sin estimulo (Figura 18 B). El indice de
divisién presenta la misma tendencia, sin un valor de p significativo (Figura 18 C);
finalmente, el analisis con la proteina mutante muestra que no tiene mayor impacto

sobre la proliferaciéon de los LB a ninguna de las concentraciones probadas.
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Figura 17 La viabilidad de los LB disminuye de forma dosis dependiente con la exposicion a GP63 WT recombinante.

LB Ramos expuestos por 48h in vitro a dosis creciente de la proteina GP63 WT o mt. A) Evaluacion de la viabilidad celular por citometria de flujo con
el marcador 7AAD, plots de analisis con la proteina WT. B) Porcentaje de viabilidad celular. Datos confirmados en conteo con azul de tripan en camara
y contador celular automatico, los datos representan (n=3) réplicas biolégicas. La prueba estadistica realizada es ANOVA de dos vias y sus
comparaciones multiples (test de Tukey). Los asteriscos indican un valor de significancia *p <0.05.
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Figura 18 La proliferacion de los LB disminuye con la exposiciéon a GP63 WT recombinante.
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basal de LB Ramos sin estimulo (2x10° células), células tefiidas con 0.5uM de CFSE con seguimiento por 0,24,48
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7.3.1.2 Los linfocitos B Ramos tratados con GP63 WT expresan mayores niveles
de CD38.

Dado que la viabilidad y la proliferacion pueden estar influenciadas por sefales de
activacion celular, se evaluo la expresion de marcadores de superficie (CD19, CD38
y HLA-DR) e intracelular (Syk) de los linfocitos B Ramos, para determinar si GP63

induce cambios fenotipicos asociados a su activacién funcional.

En los mismos ensayos de exposicion por 48h a diferentes dosis de la proteina
GP63 WT o mt, se determind por citometria de flujo el valor de intensidad media de
fluorescencia (MFI) diferencial entre estos marcadores (Figura 19 A-B). Se encontré
que CD19 siendo un marcador de linaje de linfocitos B, con participacion en la
amplificacion de sefales via BCR, no tuvo mayores diferencias en su expresion
respecto al control, ni con la proteina mutante, indicando que no hubo perdida del
linaje B en estas células (Figura 19 A). En el mismo sentido, la expresion intracelular
de Syk, tirosina quinasa clave en la sefalizacion via BCR (corriente abajo) no
presentdé cambios significativos; 10 que sugiere que tal vez la activacion celular a
través de esta via no fue completamente inducida o inhibida por GP63 (Figura 19 A

panel superior).

La expresion de HLA-DR una molécula del MHC-II implicada en presentacion
antigénica, no mostré diferencias significativas entre las condiciones evaluadas,
pero si una leve tendencia a aumentar su expresion de forma dosis dependiente
con la proteina WT, esto sugiere que la capacidad para presentar antigenos en

general no estaria alterada (Figura 19 A panel inferior).

En contraste, la expresion de CD38, molécula asociada con activacion celular,
diferenciacion y regulacién de funciones inmunolégicas, mostré un aumento
significativo en la intensidad media de fluorescencia (MFI) tras la exposicién a 20
ng/mL de GP63 WT, duplicando los niveles observados en el control (Figura 19 B).
En cambio, las concentraciones mas bajas, asi como las exposiciones a la proteina

mutante, no evidenciaron cambios relevantes en la expresién de este marcador.
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Estos resultados sugieren que la dosis de 20 ng/mL de GP63 WT podria inducir una
activacién parcial o alternativa en los linfocitos B Ramos. Sera necesario contrastar
estos hallazgos con la coexpresion de otras moléculas, incluyendo receptores y

citoquinas, para determinar su relevancia biolégica y funcional.

7.3.1.3 La sobreexpresion de la molécula CD38 por estimulo de GP63 WT se
conserva en un modelo inmunolégico mas complejo como los MNSP

De manera consistente a lo observado en la linea celular de LB Ramos, el aumento
de CD38 se mantuvo en los linfocitos B derivados de células mononucleares de
sangre periférica (Figura 20 A). La expresion de CD38 aumentd progresivamente
con el tiempo, con una expresion maxima a las 72h siendo 3 veces mas alta que el
control sin estimulo (Figura 20 B). Esto sugiere que el efecto podria ser reproducible
en un modelo fisiolégicamente mas relevante y no un hallazgo particular de la linea

celular.

Si bien el resultado obtenido en MNSP proviene de una sola réplica bioldgica, la
tendencia observada es clara y coherente con el efecto detectado previamente en
el otro modelo. Estos hallazgos merecen ser considerados y explorados en futuros

estudios con mayor poder estadistico.
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Figura 19 Marcadores celulares de LB Ramos modulados tras la exposicion a diferentes
concentraciones de GP63 WT o mt.

Distribucion y cuantificacion de las proteinas Syk, CD19, CD38 y HLA-DR, en linfocitos B de la linea celular
Ramos posterior a la exposicion in vitro a 5 ,10 y 20ng/ml de GP63 recombinante durante 48 h. A) Histograma
de los marcadores representados como: sin estimulo (control) en azul, estimulo con proteina WT en rojo y
estimulo con proteina mutante (E265A) en naranja. B) Cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia
(MFI) para cada grupo. Los datos de cada grupo estan representados por la mediana (n=3) réplicas bioldgicas.
La prueba estadistica realizada es ANOVA de dos vias y sus comparaciones multiples (test de Tukey). Los
asteriscos indican un valor de significancia **p <0.005.

122



A.
A AI /\
I [\ A
18 [ | | i1
L | J
/M y ;
y ) \ . \ F,
e B | - Ty ] T Ty Ty Ty by o -y ]
W' ot o wt W' oW oW ot W W oW W o
» CD19 >
| I".I |
\ | \
. [ A
i | S
/| \ r \
S —— vy hereyp—rreraprrrr—rrviay—rver—y
P . . y
ml "w m’ |C‘ w lﬂ‘ w lﬂ) lﬂ. Iﬂ! l?l w I}, I:" ln’
» CD38 >

B.
cD19
=3 Control
10000, WT
8000 ol
g 6000
4000
2000
24h 48h T2h
CD3s
4000
3000
& 2000
1000 H ’
0 :
24h 48h 72h
HLA-DR
20000
150001
& 100004
50004
N
24h 48h 72h

Figura 20 Cinética de expresion de marcadores celulares en MNSP (HD) tratados con una dosis unica

de 20ng/mL de GP63.

Distribucion y cuantificacion de las proteinas CD19, CD38 y HLA-DR en mononucleares de sangre periférica
(MNSP) de un donante sano, con exposicion in vitro a 20ng/ml de GP63 WT o mt, durante 24, 48 y 72h. A)
Histograma de las poblaciones: sin estimulo (control) en azul, estimulo con proteina WT en rojo y estimulo con

proteina mutante (E265A) en naranja. B) Cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia (MFI) para cada

marcador. Los datos corresponden a un n=1.
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7.3.1.4 La exposicion a GP63 recombinante induce la produccién de la citoquina
TNF y la inhibicion de IgM e IL-6.

En los ensayos de deteccidon de TNF humana, se observé una induccién de esta
citoquina proinflamatoria tras la exposicién a 20 ng/mL de las formas WT y mutante
de la proteina GP63. Este efecto fue evidente tanto en la linea celular de linfocitos
B Ramos (tras 48 horas de tratamiento) como en células mononucleares de sangre
periférica (MNSP) de un donante sano, estimuladas durante 48 y 72 horas. En los
linfocitos B Ramos, la secrecidn de TNF alcanzé en promedio 10 pg/mL en ambas
condiciones (WT y mutante), duplicando los niveles del control sin estimulo, sin
diferencias significativas entre ambas formas de la proteina (Figura 21 A). En
contraste, en el modelo de MNSP, las concentraciones de TNF fueron
aproximadamente el doble con la proteina WT y hasta seis veces mayores con la

proteina mutante, en comparacion con el control (Figura 21 B).

Con relacién a la IgM soluble, detectada en el sobrenadante de los cultivos de LB
Ramos y en MNSP, se encontré que bajo efecto de la proteasa WT los niveles de
IgM fueron bajos con respecto al control a través del tiempo. Esto fue mas evidente
en la linea celular donde la concentracion de IgM en la condicion WT fue en
promedio 318ng/mL comparado con un 814ng/mL del control, mientras que con la
intervencion mutante fue 626ng/mL de IgM. En los MNSP observamos la mitad de
lo obtenido en la linea celular, pero conservando la tendencia de que en la presencia
de la proteasa tanto WT como mt se mantuvieron muy por debajo del control a las
48 y 72h de medicion (Figura C-D). Esto sugiere que las células pueden estar en un
estado de activacién y diferenciacion menos avanzado, por influencia de la proteasa

0 una inmunomodulacion que pueda estar regulando la respuesta humoral.

Finalmente, se hizo medicidén de IL-6 en el sobrenadante de estos experimentos y
en ninguna de las condiciones analizadas hubo deteccion de esta citoquina. Tras
repeticiones confirmatorias, se concluye que la proteasa GP63 WT o mutante no

afectan la produccién de IL-6 en los LB Ramos.
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Figura 21 Concentracion de TNF e IgM en LB Ramos y MNSP expuestos a GP63 recombinante. Ensayo inmuno enzimatico (ELISA) para la
cuantificacion de TNF (Ay B) y de IgM soluble (C y D). A) TNF de LB Ramos con exposicion in vitro a 20ng/ml de GP63 WT o mt, durante 48h (n=4).
B) TNF de MNSP tratados in vitro con 20ng/ml de GP63 WT o mt, por 48 y 72h. Los datos corresponden a un donante sano con n=2 réplicas
experimentales. C) Niveles de IgM en LB Ramos. D) Niveles de IgM en MNSP. La prueba estadistica aplicada es test Mann Whitney con un valor de
significancia *p<0.05.
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7.3.1.5 Evaluacién de la expresion de marcadores celulares y cuantificacion de las
citoquinas TNF e IL-10.

Se estimularon LB Ramos por 24h con activadores como LPS, PMA, CpG y con la
proteina GP63 recombinante en su forma nativa (WT) y mutante (mt). Estos
compuestos se seleccionaron por su capacidad de inducir activacion a través de
distintas vias, LPS y CpG mediante los TLRs (TLR4 y TLR9, respectivamente) y
PMA para activacion directa de la proteina quinasa C (PKC). El objetivo fue
comparar el efecto de GP63 y de los activadores conocidos sobre los LB Ramos.
Inicialmente, se analiz6 por citometria de flujo los niveles de CD19, CD38 e
incorporamos unos marcadores adicionales para identificar el estado de memoria,

madurez y regulacion celular como CD27, CD45 y CD11b respectivamente.

En general, no hay inducciones significativas en la expresion de estas moléculas
por efecto de los activadores conocidos. Sin embargo, se conservo la tendencia de
induccion de CD38 con la proteasa WT (Figura 22 A,B), este fendmeno se
manifiesta exclusivamente en presencia de esta version de la proteina, y no se
observa con otros activadores, demostrando que este evento podria ser mediado
por la actividad de la proteasa. En el tratamiento con CpG se ve una menor MFI
para CD27 y CD11b (Figura 22 B), lo que puede corresponder a un menor numero

de células, por pérdida de la muestra durante su procesamiento.

Por otro lado, teniendo en cuenta la naturaleza del experimento (activacién celular),
se detectaron niveles relativamente bajos de TNF en el sobrenadante del cultivo de
los LB Ramos. Se evidencia una leve tendencia a la induccion de esta citoquina por
LPS y por GP63 mutante, mientras que con la proteina WT los niveles de TNF fueron
muy bajos, incluso por debajo del valor del control, indicando que tal vez la proteasa
en su forma activa podria mediar los niveles de TNF a nivel extracelular (Figura 23).
En paralelo, en experimentos de activacion celular por 4 horas, mas la accién de la
Brefeldina A para la deteccién de TNF e IL-10 intracelular, se observé que el PMA

aumentoé considerablemente la expresion de ambas citoquinas al interior de los LB
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Ramos, lo que induce un efecto proinflamatorio importante en las células. Mientras
que el estimulo con GP63 WT, si bien fue levemente superior al control, su efecto
no fue comparable al inducido por PMA. La condicion mutante se mantuvo por
debajo de los niveles incluso del control y los otros activadores no mostraron

cambios (Figura 24).
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Figura 22 Perfil de activacion de linfocitos B Ramos estimulados con LPS, PMA, CpG y GP63 recombinante.

Distribucién y cuantificacion de las proteinas CD19, CD38, CD27, CD45 y CD11b expuestos a 10ug/mL de LPS, 50ng/mL de PMA,
10ug/mL de CpG y 20ng/ml de GP63 WT o mt durante 24h. A) Histograma de la expresién cada marcador, los colores representan las
diferentes condiciones de activacién. B) Cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia (MFI) para cada molécula. Los datos
(n=2) réplicas bioldgicas estan representados por la media.
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Figura 23 Deteccion de TNF en linfocitos B Ramos activados con LPS, PMA,
CpG y GP63 recombinante.

Ensayo inmuno enzimatico (ELISA) de cuantificacion de TNF en el sobrenadante de
LB Ramos expuestos a 10ug/mL de LPS, 50ng/mL de PMA, 10ug/mL de CpG y
20ng/ml de GP63 WT/mt durante 24h. El limite de deteccion de la prueba (7.8pg/mL-
500pg/mL). Los datos representan (n=4) réplicas experimentales. La prueba
estadistica aplicada es test Mann Whitney con un valor de significancia *p<0.05.
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Figura 24 Deteccion de TNF e IL-10 intracelular en linfocitos B Ramos
estimulados con LPS, PMA, CpG y GP63 recombinante.

Distribucion y cuantificacion de las citoquinas TNF e IL-10 expuestos a 10ug/mL de LPS,
50ng/mL de PMA, 10ug/mL de CpG y 20ng/ml de GP63 WT/mt durante 4h, con posterior
tratamiento con Brefeldina A por 2 horas. A) Histograma de la expresién de las citoquinas
con cada estimulo, los colores representan los diferentes activadores utilizados. B)
Cuantificacién de la intensidad media de fluorescencia (MFI) de la deteccién de las

citoquinas intracelularmente.
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7.3.2 Transduccion de Linfocitos B Ramos y MNSP con el lentivirus (LV-MND-
GP63) Parte 1

Luego de analizar los efectos de la proteina GP63 en su forma recombinante, el
objetivo en esta etapa fue evaluar el impacto de su expresion intracelular. Para ello,
se realiz6 la transduccion de células B Ramos utilizando un lentivirus codificante
para GP63 en sus formas WT y mt, empleando una multiplicidad de infeccién (MOI)
de 5 y 2. Posteriormente, se evaluaron los posibles efectos citotoxicos y las

alteraciones en la supervivencia celular en los dias 5 y 8 post transduccion.

7.3.2.1 La viabilidad de los LB Ramos transducidos con el lentivirus LV-MND-GP63
WT disminuye de forma tiempo y dosis dependiente.

Se observd una disminucion de aproximadamente 30—40% en la viabilidad celular
tras la transduccion de los linfocitos B Ramos con el lentivirus LV-MND-GP63 WT
al dia 5 (Figura 25 A). Asimismo, se evidencio una reduccion en el numero total de
células en el cultivo (Figura 25 B). Con el fin de caracterizar el tipo de muerte celular
inducida, se empled la tincion combinada de 7AAD y Apotracker™, lo que permitié
discriminar entre apoptosis temprana, tardia y necrosis celular. A partir de estos
marcadores se cuantificaron los diferentes subtipos de muerte celular,
determinando que la caida de la viabilidad se asocia principalmente con un aumento
en eventos de tipo apoptético. Al dia 5 post transducciéon con el LV-MND-GP63 WT
el 63.8% de LB Ramos eran completamente viables, y el 6.28% estaba en apoptosis
temprana, el 25.7% en apoptosis tardia y el 2.4% en necrosis (Figura 26 AB). Este
fendbmeno aumenta con el paso del tiempo, siendo al dia 8 post transduccion solo
un 47.3% de los LB Ramos viables, un 6.87% en apoptosis temprana, un 40.3% en

apoptosis tardia, y un 5.56% en necrosis (Figura 26 CD).

Considerando la posibilidad de que la dosis empleada de lentivirus fue muy alta y
podia estar siendo citotoxica para la célula, se recrea el experimento con un MOI
inferior (MOI 2), encontrando que la muerte celular persiste, pero la magnitud del
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dafo es la mitad de lo observado con el MOI 5. Para el quinto dia post transduccion
el porcentaje de células viables fue 75.9%, en apoptosis temprana 3.32%, 14.6% de
apoptosis tardia, y necrosis 6.23% (Figura 26 EF). Al octavo dia se encontraron
61.7% de células viables, 3.83% en apoptosis temprana, un 26.6% de apoptosis

tardia, y un 7.90% en necrosis (Figura 26 GH).

Adicionalmente, se observaron diferencias morfolégicas marcadas entre las
condiciones experimentales. En el control, las células presentaban un crecimiento
en suspension, con morfologia redondeada y sin signos evidentes de muerte celular.
En contraste, los linfocitos B Ramos transducidos mostraban una disposicién en
racimos, pérdida de integridad de membrana, retraccion y fragmentacion nuclear,
presencia de vacuolas citoplasmaticas y exposicion del material genético. Estos
resultados son compatibles con muerte celular programada, especificamente

apoptosis (Figura 27).
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Figura 25 La viabilidad celular de los Linfocitos B Ramos disminuye por efecto
del LV-MND-GP63 WT.

Linfocitos B Ramos transducidos a un MOI 5 con LV-MND-GP63 WT y mt,
determinacion de la viabilidad celular al dia 5 y 8 post tratamiento. Ensayo en placa
con 1x106 c/pozo. A) Porcentaje de células viables. La prueba estadistica aplicada
es test Mann Whitney con un valor de significancia *p<0.05 B) Cuantificacion del
numero total de células en el cultivo, se realiza con azul de tripan en contador
automatico comprobado con conteo manual en camara de neubauer.
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Figura 26 Clasificacion de tipo de muerte celular en LB Ramos transducidos con LV-MND-GP63. Distribucion y cuantificacion de las poblaciones celulares
tefiidas con 7AAD y Apotracker™ al dia 5 y 8 post transduccién a un MOl de 5y 2. A-C-E-G) Dotplots de las poblaciones de linfocitos B-D-F-H) Porcentaje de
células vivas, en apoptosis temprana, tardia y en necrosis celular.
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LB Ramostransducidos con LV-MND-GP63 Dia 8

10x 20x

Control

LV-MND-GP63
WT MOI 5

LV-MND-GP63
WT MOI 2

Figura 27 Evaluacion morfolégica mediante microscopia de luz de cultivos de LB Ramos transducidos con LV-MND-GP63 WT.

Las imagenes sugieren que la transduccion con el lentivirus que expresa la proteina WT induce cambios morfolégicos y muerte celular. Observacion
por microscopio invertido de luz. Panel superior: control sin tratamiento, Panel central: LB Ramos tratados con el lentivirus a un MOI 5 y Panel
inferior: LB tratados con el lentivirus a un MOI 2. Objetivos de derecha a izquierda (4x, 10x, 20x y 40x). Estas imagenes corresponden al octavo dia
post transduccién.
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7.3.2.2 Diferencias en la eficiencia de transduccion: el lentivirus codificante para la
proteina WT logra alta integracion mientras que el mutante reqistro una integracion
nula.

El numero de copias del vector integrado por genoma fue determinado mediante
PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR), con el uso de cebadores especificos para
la secuencia del vector, para un gen de referencia y dos estandares conocidos de
control. El analisis revel6 una relacion dosis dependiente, con el LV-MND-GP63 WT
(MOI 2) se integraron al menos 2 copias del vector por célula al dia 5 y 8 post
transduccion, este valor es considerado seguro en estudios preclinicos (< 5
copias/célula). Mientras que con el MOI 5 el numero de copias por célula fue de 6.49
al dia 5 y para el dia 8 bajo a 4.39 (Figura 28). Si bien esta tendencia sugiere una
integracion mas eficiente puede representar un alto riesgo de inserciones multiples

asociadas con toxicidad y mutagénesis.

En contraste, el lentivirus codificante para la proteina mutante, como se menciono
en el apartado (6.3.2.1), no mostré integracién detectable en el genoma de los LB
Ramos transducidos, a pesar de ser cultivados bajo las mismas condiciones, que el
lentivirus de la proteina nativa WT. El valor maximo obtenido fue 0.31 (<1
copia/célula) con el MOI 5, ocho dias después de la transduccion. Esto sugiere una
pérdida de su capacidad de infeccidn o integracion celular, lo que impide su uso en

los experimentos posteriores en LB Ramos.
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Figura 28 Comparacion del numero de copias integradas en los LB Ramos
transducidos.

Deteccién del VCN por gPCR cuantitativa del vector (HIV-U5) y gen de referencia
(MKL2). Los valores reportados corresponden a observaciones del dia 5 y 8 post
transduccion. En gris estan representados los valores de los estandares, en morado
el LV-MND-GP63 WT y en naranja el LV-MND-GP63 mt mutante.

7.3.2.3 El control de transduccion codificante para la proteina GFP (LV-EF1a-GFP)
descarta que la muerte celular sea atribuible al vector, sino que se debe al tipo de
proteina expresada GP63.

Para evaluar si la disminucion en la viabilidad celular era atribuible al vector o la
proteina expresada, se realizé una transduccion paralela con un lentivirus control,
que codificaba unicamente para la proteina verde fluorescente (GFP). Se evidencio
que con esas condiciones no hubo pérdida significativa de la viabilidad celular,
indicando que el vector por si solo no afecta la sobrevida de los LB Ramos. Se
probaron 4 diferentes MOI (1, 2.5, 5, 10) y la viabilidad celular se mantuvo por
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encima del 70% en todas las condiciones al dia 5 post transduccion (Figura 29).
Incluso el porcentaje de GFP intracelular se mantuvo por encima del 80% al dia5y
8 post traduccion (Figura 30 A-B). Por el contrario, el lentivirus codificante para
GP63 WT si indujo la muerte celular por apoptosis de los linfocitos. Estos resultados
sugieren que el efecto citotdxico es atribuible a la proteina GP63 y no al sistema

lentiviral.
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Figura 29 Porcentaje de GFP en LB Ramos transducidos con LV-EF1a-GFP.

Deteccion de la proteina verde fluorescente por citometria de flujo al dia 5 post transduccién.
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Dia 5 post Transduccion con LV-MND-GFP
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Figura 30 Microscopia de luz y fluorescencia en cultivos de LB Ramos transducidos con LV-
EF1a-GFP: Deteccion intracelular de GFP.

Las imagenes sugieren que la transduccion con el lentivirus que expresa GFP no induce cambios morfoldgicos
ni muerte celular. Observacion por microscopio invertido de luz (ML) y fluorescencia (MF). MOI 10, 5, 2.5y 1. A)
Dia 5 post transduccion representado ML:MF. B) Dia 8 post transduccién. Objetivos de derecha a izquierda
(10x, 20x y 40x).
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7.3.2.4 La proliferacion de LB Ramos en cultivo es inhibida de forma MOI-
dependiente, por la transduccion con el LV-MND-GP63 WT

Posterior a la transduccion observamos que no solo se reducia de forma progresiva
la viabilidad de los linfocitos, sino también una aparente inhibicion de su capacidad
proliferativa. Para evaluar este efecto, se realizé un seguimiento de los LB Ramos
transducidos a diferentes MOI durante un periodo de 14 dias. A lo largo de este
tiempo, se evidencio una disminucion en la densidad celular y una ausencia de la
expansion tipica esperada en el cultivo, comparado con un control sin estimulo y
con un control de transduccion (lentivirus codificante para GFP). Este efecto fue
dependiente de la cantidad de virus empleado, ya que a mayor MOI se observé una
mayor inhibicidén en la proliferacion celular (Figura 31 A), sugiriendo que el impacto
funcional y citotoxico esta asociado a la dosis del lentivirus y a la expresion de la
proteina GP63 WT (Figura 31 B).

Adicionalmente, se observo que el medio de cultivo transducido con el LV-MND-
GP63 WT permanecia con su color original rojizo por mas tiempo, a diferencia de
los controles, que viraban rapidamente a tonalidades amarillas como indicativo del
metabolismo celular activo (Figura 31 C). También al observar los cultivos en
microscopio invertido de luz y fluorescencia, se evidencio la poca confluencia celular
dosis dependiente, siendo la de MOI 5 mas baja en comparacién con las otras
condiciones dia tras dia. Esto sugiere una menor actividad metabdlica asociada a
la escasa proliferacion, en las condiciones de mayor MOI en la que se expresa la
proteina GP63, mientras que con el lentivirus de GFP no hubo muerte celular, ni
inhibicién en la proliferacion y se mantuvo la transduccion estable hasta el dia 14
(Figura 32), estableciendo que la transduccion per se no alteraba estas
caracteristicas, sino que era un fendmeno mediado especificamente por la proteasa
GP63.
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Figura 31 La proliferacion y viabilidad celular de los LB Ramos disminuye MOI-dependiente por efecto del LV-MND-GP63 WT.

Linfocitos B Ramos transducidos con MOI 1, 2 y 5 con LV-MND-GP63 WT, y MOI 10 con LV-EF1a-GFP. A) Fold-increase de cuantificacion total de células en el
cultivo para determinar proliferacion celular, seguimiento realizado por 14 dias. Representado en rojo el control sin estimulo, en verde el control de transduccion,
azul oscuro MOI 1, azul claro MOI 2, y morado MOI 5. B) Dotplots del porcentaje de viabilidad de los LB Ramos por citometria de flujo, evaluacién del marcador
7AAD al dia 7 post transduccion. C) Fotografia dia 7 post transduccion de los frascos de cultivos celulares. De izquierda a derecha, el control sin estimulo, control
de transduccion MOI 10 GFP, MOI 1, 2 y 5 de GP63. Se observa la diferencia en el color del medio de cultivo, reflejo de la actividad metabdlica celular.
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LB Ramos post transduccion (40X)

Dia 5 Dia 7 Dia 10 Dia 14

MOl 1
LV-MND-GP63

MOI 2
LV-MND-GP63

MOI 5
LV-MND-GP63

CONTROL

MOI 10
LV-MND-GFP

Figura 32 Microscopia de luz y fluorescencia de LB Ramos transducidos: la proliferacion y
muerte celular son MOI-dependiente.

Las imagenes representan la observacion por 14 dias de los cultivos celulares transducidos con LV-
MND-GP63 WT con: Fila 1 MOI 1, Fila 2 MOI 2, y Fila 3 MOI 5; Fila 4 control sin estimulo y Fila 5
control de transduccion con LV-EF1a-GFP MOI 10 con sus fotos espejo de microscopia invertida de luz
(ML) y fluorescencia (MF). De izquierda a derecha las fotos representan los dias de observacion 5, 7,
10 y 14. Objetivo de (40x)
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7.3.2.5 El numero de copias del vector (VCN) en los LB Ramos transducidos con
LV-MND-GP63 mostré una integraciéon proporcional al MOI y una disminucién
progresiva con el tiempo.

Los valores de numero de copias del vector por célula (VCN), determinados
mediante qPCR cuantitativa, evidenciaron una integracion dependiente de la dosis.
Al dia 5 post transduccién, se observaron VCN de 1.34, 5.25 y 6.58 para los MOI de
1, 2 y 5, respectivamente. Sin embargo, al dia 10 se registré6 una disminucion
significativa en el VCN, con valores de 0.05 (MOI 1), 0.2 (MOI 2) y 3.48 (MOI 5).
Esta reduccidon se asocia a una alta tasa de muerte celular en las primeras fases
post transduccion; las células que integran el lentivirus y expresan intracelularmente
la proteina GP63 son eliminadas, mientras que aquellas que no expresan la proteina
sobreviven y repueblan el cultivo. En contraste, las células transducidas con el
lentivirus control que expresa GFP, a pesar de presentar un VCN mas bajo (0.7 al
dia 5 y 0.16 al dia 10), mantienen la viabilidad celular, lo que permite una
persistencia mas estable de la poblacion transducida a lo largo del tiempo (Figura
33).
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Figura 33 Numero de copias del vector (VCN) de LB Ramos transducidos con
LV-MND-GP63 WT, mostré una integracion proporcional al MOI.

Deteccion del VCN por gPCR cuantitativa del vector (HIV-U5) y gen de referencia
(MKL2). Los valores reportados corresponden a observaciones del dia 5 y 10 post
transduccion. En gris estan los representados los valores de los estandares, en
verde la transduccién con LV-EF1a-GFP, y en morado el LV-MND-GP63 WT. El dia
5 se observa la integracion MOI dependiente y al dia 10 una pérdida de la
integracion del vector.

7.3.2.6 La produccion de IgM, TNF e IL-6 es significativamente baja en los LB
Ramos transducidos con el LV-MND-GP63 WT

Los sobrenadantes de los LB Ramos transducidos con el lentivirus codificante para
la proteina GP63 WT no mostraron produccion detectable de la citoquina IL-6, y los
niveles de TNF (<7.8pg/mL) se encontraron por debajo del umbral minimo de
deteccion establecido por el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) utilizado, por lo que

se consideraron no cuantificables. En cuanto a la produccion de la IgM, se observé
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una disminucién significativa y MOI dependiente en los sobrenadantes de los LB
Ramos transducidos con una concentracion de 120pg/mL con MOI 2 y para MOI 5
79pg/mL, en comparacion con el control de transduccion (GFP MOI 10 407pg/mL)
y el control sin estimulo (800pg/mL). Estos resultados sugieren que la transduccion
con el lentivirus codificante para GP63 WT regula negativamente la capacidad de

secretar IgM en ausencia de otros estimulos (Figura 34).

IgM (LB Ramos)

1000 - : * ; *p value <0.05
X *
c __ 800 u..l
. (T
§ % 600
cC=
°D
O™ 2004
0
\ N N W
O N
& ° R
(¢ & o @°
<)
o, ol ol
S & &
v v v

Figura 34 Concentracion de IgM en LB Ramos transducidos con LV-MND-GP63
WT.

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la cuantificacion de IgM soluble en
sobrenadante de LB Ramos transducidos con LV-MND-GP63 WT y LV-EF1a-GFP,
las mediciones se realizan al dia 5 post transduccién (n=4 réplicas experimentales).
En rojo se reporta el control sin estimulo, en verde el control de transduccion, en
azul MOI 2 y en morado MOI 5. La prueba estadistica aplicada es test Mann
Whitney con un valor de significancia *p<0.05.
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7.3.2.7 Al dia 5 y 7 post transduccién con LV-MND-GP63 WT en los LB Ramos hay
aumento en la expresion de CD11b y no de CD38.

Del mismo experimento de seguimiento por 14 dias de los LB Ramos transducidos,
los dias 5y 7 se evaluaron los marcadores CD19, CD38, CD40, HLA-DR, y CD11b,
encontrando que, a diferencia de lo evidenciado con la proteina GP63
recombinante, en estas células transducidas no hubo aumento de CD38. Tampoco
hubo diferencias en la expresion de HLA-DR y el marcador CD19 obtuvo niveles
bajos con respecto a los controles, con una leve tendencia MOI dependiente, pero
sin llegar a superar el valor de los controles al dia 7. EI CD40 al dia 5 era levemente
superior a los controles, pero al dia 7 hay una caida general de la expresion de esta

molécula (Figura 35).

Finalmente, el resultado mas llamativo fue la alta expresién de CD11b con respecto
a los controles, tanto para el dia 5 como para el dia 7 post transduccién. Estos
hallazgos difieren de lo observado previamente con la proteina recombinante, lo que
sugiere que la expresién intracelular de GP63 podria estar activando rutas distintas
o generando un entorno celular particular, vinculado a procesos especificos de la

maquinaria intracelular de los LB.
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Figura 35 Expresion de marcadores extracelulares en LB Ramos transducidos con LV-MND-GP63 WT.

Distribucién y cuantificacion de las proteinas CD19, CD38, CD40, HLA-DR y CD11b. Los datos corresponden al dia 5 y 7 post
transduccion. A) Histograma de la expresion cada marcador, los colores representan las diferentes condiciones experimentales. B)
Cuantificacién de la intensidad media de fluorescencia (MFI) para cada molécula.
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Con el objetivo de realizar ensayos funcionales y de activacion en una poblacién
celular que exprese GP63 de forma intracelular y conserve la viabilidad para su
estudio a largo plazo, se transducen nuevamente linfocitos B Ramos utilizando un
MOI reducido de 0.5. Para optimizar los niveles de integracion lentiviral, se llevaron
a cabo dos rondas consecutivas de transduccion, complementadas con la adicion

de Polybrene® (5 ug/mL) como potenciador de la eficiencia infecciosa.

7.3.2.8 Perfil de activacion intracelular: Expresion de Syk, STING, e IgM total al dia
3 y 7 post transduccion.

Luego de la transduccién en los LB Ramos, se evaluaron diferentes proteinas
implicadas en la sefializacién intracelular con la finalidad de conocer si eran
moduladas por GP63. La proteina Syk que participa en la activacién clasica a través
del BCR en los LB, no presentd ningun cambio significativo con relacién al control
sin estimulo, ni al dia 3 ni al dia 7 post transduccion (Figura 36). Esta medicion se
basé en la deteccién de Syk total asi que no es posible concluir acerca de su
actividad funcional, por lo tanto, en cuanto a la presencia de la proteina, no hubo
diferencia. De igual forma, la deteccién de IgM total al dia 3 post transduccion no
presentd diferencias con respecto al control (Figura 36 A), sin embargo, el dia 7
aumentd el doble comparado con el control (Figura 36 B). Por otro lado, la molécula
STING, un sensor citosélico de ADN, mostro niveles de expresion elevados con una
tendencia dependiente del tiempo. La intensidad media de fluorescencia (MFI)
aumentd de 150 al dia 3 a 400 al dia 7 post transduccién (Figura 36 C-D), con una
relacién aproximada de 2:1 en comparacion con el control. Aunque la expresion de
GP63 fue inducida mediante un vector lentiviral, lo que podria, en principio, afectar
la expresion de STING por la introducciéon de material genético exdgeno, los datos
indican que los efectos observados no son atribuibles al vector en si, sino a la
actividad funcional de la proteasa GP63. Su expresion intracelular genera un estado
de estrés celular que no se observa en células transducidas con un vector lentiviral

equivalente que expresa la proteina GFP.
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Figura 36 Expresion de marcadores intracelulares en LB Ramos transducidos con LV-MND-GP63 WT. Distribucion y cuantificacion de Syk,
STING e IgM total. Los datos corresponden al dia 3 y 7 post transduccion. A y C) Dotplots de la expresion cada proteina con sus porcentajes por
poblacion. B y D) Histogramas y cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia (MFI) para cada molécula.
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7.3.2.9 La muerte celular de los LB Ramos inducida por GP63 intracelular, podria
estar asociada a la activacion de la via apoptotica mediada por la Caspasa 3.

En esta cohorte de transduccion también se evalué la muerte celular mediante
citometria de flujo con Apotracker™ y 7AAD para identificar la apoptosis temprana,
tardia y necrosis celular. También se realizo la deteccion de la Caspasa 3 como
marcador adicional de apoptosis. Al dia 3 post transduccion se obtuvieron LB
Ramos con una viabilidad de 86.7%, un 4.21% en apoptosis temprana, el 1.58% en
apoptosis tardia, 7.48% en necrosis, y los niveles de Caspasa 3 presentaron un MFI
de 608. Desafortunadamente, el control sin transduccién de esa medicion se perdid
durante los lavados en la tincién de citometria, sin embargo, los datos del dia 7
tienen valores de MFI similares, lo que nos permite asociar que desde una fase
temprana comienza la activacion de las vias apoptdticas, sin generar una muerte
instantanea o que predominan mecanismos compensatorios, de adaptacion al
estrés causado por la transduccidn lentiviral. Para el dia 7 se observa una poblacion
de células vivas en un 34.6%, en apoptosis temprana el 19.5%, en apoptosis tardia
el 41.2% y en necrosis el 4.80% (Figura 37). Los valores de MFI de Caspasa 3
fueron de 368, tres veces mas que el control sin estimulo. Esta caspasa es la
responsable de la escision de moléculas que conducen al fenédmeno de apoptosis,
con fragmentacion del ADN, condensacion de la cromatina y formacién de cuerpos
apoptoticos, los cuales observamos en evaluaciones por microscopia

anteriormente.
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7.3.3 Transduccion de LB Ramos y MNSP humanos con lentivirus (LV-MND-
GP63) Parte 2

7.3.3.1 Correlacién inversa entre la expresion intracelular de GP63 y la viabilidad de
los LB Ramos

La expresion intracelular de GP63 fue evaluada por citometria de flujo en los dias
3,4, 7,14 y 21 post transduccion en dos réplicas experimentales (WT1 y WT2),
realizadas bajo condiciones idénticas y mediciones simultaneas. Mientras que la
réplica WT2 mantuvo la viabilidad hasta el dia 21, la WT1 no sobrevividé mas alla del
dia 5 post transduccion. Al compilar los datos de ambas réplicas, se evidencio un
patrén de expresién dependiente del tiempo (Figura 38), alcanzando un pico
maximo de intensidad al dia 7, seguido de una disminucion progresiva. Para el dia
21, la expresion de GP63 era indetectable, reflejando la pérdida del transgén y el

reemplazo completo de la poblacién transducida por células no transducidas.

Adicionalmente, se observé una correlacién inversa entre la expresion de GP63 y la
viabilidad celular: a mayor expresion de la proteina, menor porcentaje de células
viables (Figura 39), lo que sugiere un efecto dosis-dependiente de GP63 sobre la
induccién de muerte celular. Cabe destacar que esta representa la primera
evidencia de deteccion intracelular de GP63 por citometria de flujo en linfocitos B,
considerando que la deteccidn de esta proteina mediante anticuerpos ha sido

histéricamente dificil de lograr.

En conjunto, estos hallazgos apoyan la hipétesis de que la presencia sostenida de
GP63 en el citoplasma celular promueve mecanismos de muerte celular

programada.
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C. Dia 7 post transducciéon MOI 0.5
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Figura 38 Cuantificacion de la expresion intracelular de GP63 en Linfocitos B Ramos
transducidos con el LV-MND-GP63 WT.

Los datos corresponden al seguimiento de expresion de GP63 intracelular en LB transducidos los dias 3, 4, 7, y 14.
Citometria de flujo intracelular con determinacién de MFI de GP63 con anticuerpo anti-GP63. A y B) Dotplots de las
poblaciones, sobrevida de los LB e histograma de cuantificacion de la MFI de GP63 al dia 3 y 4 post transduccién. El dia 4
observamos dos réplicas identificadas como WT1 y WT2. Se continta el seguimiento Unicamente para WT2 por pérdida de
la viabilidad celular de la réplica WT1 al dia 5 post transduccién. C y D) Dotplots de las poblaciones, sobrevida de los LB e
histograma de cuantificacion de la MFI de GP63 al dia 7 y 14 post transduccion.
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Figura 39 Analisis de correlacion con asociaciéon negativa entre la expresién
de GP63 y la viabilidad celular de LB Ramos transducidos.

La grafica representa el analisis de correlacion para datos no paramétricos tipo
Spearman entre la intensidad media de fluorescencia (MFI) de GP63 (eje x) y el
porcentaje de viabilidad (7AAD) de los LB Ramos transducidos con LV-MND-GP63
(eje y) en los dias 3,4,5,7 y 14. Observando una correlacion negativa (r=-0.99)
significativa con un valor de ****p <0.0001, indicando que a mayor expresion
intracelular de GP63, menor viabilidad celular.
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7.3.3.2 Expresién de marcadores de superficie en los LB Ramos transducidos con
LV-MND-GP63: Induccién atipica de CD11b.

Se evalué la expresion de marcadores de superficie en los LB Ramos transducidos
a un MOI de 0.5. El marcador relacionado con linaje (CD19) a los dias 3 y 7 post
transduccion, mostro valores de MFI inferiores al control sin estimulo y al control de
transduccion (Figura 40-41). Esta disminucion podria deberse a la modulacion de
GP63 sobre vias de sefializacién intracelular relacionadas con la transcripcion o el

procesamiento de este receptor, previo a su expresion en la membrana.

La activacion de CD38 y CD40 mostré que CD38 se mantuvo por debajo del nivel
del control, siendo consistente con la medicion anterior a diferentes MOls. Por otro
lado, el CD40 al dia 7 tuvo un aumento que sugiere una activacion tardia en los LB;
fendmeno asociado de igual forma a la modulacion intracelular realizada por GP63
(Figura 40-41). En cuanto a la presentacion antigénica (HLA-DR) no se presentaron
cambios significativos en comparacion con los controles tanto al dia 3 como al 7
post transduccién. En contraste, se observd una subpoblacion de LB (20.7%) con
aumento de CD11b al dia 3, comparado con el control sin estimulo (0.42%). Al dia
7 se observa que disminuye el valor a un 4.0%, pero sigue siendo mayor al control

sin estimulo (0.65%).

Este hallazgo sugiere que la expresion endogena de GP63 podria promover un perfil
de activacion aberrante, inflamatorio o una reprogramacion funcional de los LB,
reflejado por la induccion de CD11b y disminucién de CD19 tras la transduccién con
LV-MND-GP63. Al reunir estos datos de CD11b a un MOI de 0.5, con todos los
datos de expresion de CD11b obtenidos durante los experimentos anteriores con
MOl de 1, 2y 5, para el dia 7 encontramos un efecto dosis (MOI) dependiente en la
expresion de esta molécula, a mayor concentracién del virus, mayor expresion de
CD11b (Figura 42). Esta elevacion de CD11b resulta muy llamativa, dado que este
marcador no es tipicamente expresado en LB y podria indicar un cambio en el

estado funcional o fenotipico, inducido por la presencia intracelular de GP63.
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Figura 40 Expresion dia 3 de marcadores de superficie CD19, CD38, CD40, HLA-DR y CD11b en LB Ramos transducidos a un MOI de 0.5 A) Dotplots de
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Figura 42 Expresién de CD11b MOI dependiente por modulacion intracelular
de GP63.

La imagen representa los datos de intensidad media de fluorescencia (MFI) de
CD11b para el dia 7 post transduccion con LV-MND-GP63, a diferentes MOI de 0.5,
1, 2,y 5. Se observa una relacion directa en el aumento de CD11b por efecto de la
dosificacion del lentivirus. Se representa en azul el control sin estimulo, en verde el
control de transduccion (GFP) y en violeta (diferentes tonalidades representando la
intensidad de la dosis) del lentivirus.

7.3.3.3 La expresion intracelular de GP63 en los LB Ramos altera su identidad y
condiciona su capacidad frente a sehales inmunes.

Se evalué la modulacion fenotipica de marcadores linfocitarios en linfocitos B
Ramos transducidos con el vector lentiviral LV-MND-GP63 y sus respectivos

controles, tras la estimulacion con distintos ligandos activadores (LPS, PMA y CpG).
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La respuesta fue analizada mediante los cambios en la intensidad media de
fluorescencia (MFI) de los marcadores CD19, CD38, CD27, CD45 y CD11b, con el
objetivo de determinar si la presencia intracelular de la proteasa GP63 alteraba la
capacidad de activacion celular. Los linfocitos B GP63* presentaron un perfil
fenotipico diferencial, caracterizado por una baja recuperacion de CD19, ya que
ninguno de los estimulos utilizados logré aumentar su MFI a niveles comparables al
control. Este hallazgo respalda la hipétesis de que GP63 inhibe la expresion de
CD19 a nivel transcripcional, lo que podria reflejar una alteracion del linaje B (Figura
43A).

Asimismo, se observo una escasa modulacién de CD38 y CD45, cuyos niveles de
expresion se mantuvieron estables frente a los estimulos aplicados. En particular,
CD38 no presentd cambios significativos, ni por la expresion de GP63 ni por los
estimulos activadores, lo que sugiere que no constituye un blanco funcional
relevante en este contexto. Por su parte, la estabilidad en la expresion de CD45
sugiere integridad de membrana celular y descarta artefactos técnicos o errores de
tinciéon (Figuras 43 C-D). Por ultimo, se detect6 una reduccion aproximada del 50%
en la MFI de CD27 en los linfocitos B GP63* comparados con el control sin estimulo,
lo que podria indicar una inhibicion de los procesos de maduracién celular o una

interferencia directa en las sefiales de activacion (Figura 43 B).

Finalmente, se observd que la expresion de CD11b se mantuvo elevada en los
linfocitos B GP63*, alcanzando niveles comparables a los inducidos por el estimulo
con PMA (via activacién de PKC). De manera similar, la estimulacion con LPS
también logré mantener la expresion de CD11b en niveles equivalentes, lo que
sugiere una activacion sostenida de esta molécula en presencia de GP63. Por otra
parte, la via CpG (TLR 9) se mantuvo inhibida en los LB transducidos, asi que
estimulos a través de la via TLR9 tal vez no sea la que induce el CD11b en estos
LB (Figura 43 E). Estos datos podrian indicar la presencia de un fenotipo no
convencional en LB, de tipo regulador, sobre activado o anérgico. Es importante

resaltar la temporalidad del experimento, ya que estas células congeladas al dia 2
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de transduccion y luego procesadas en estos ensayos funcionales, tendrian
aproximadamente dia 3 0 4 post transduccion y muchos de estos marcadores tienen
a cambiar entre el dia 5 y 7. Aun asi, estos resultados sugieren que la presencia
intracelular de GP63 altera la capacidad de respuesta fenotipica de los LB frente a

los activadores clasicos.

7.3.3.4 La secrecion de IgM soluble y de TNF por los LB Ramos Gp63+ esta inhibida
y no es restaurada bajo estimulo de activacion clasica

En los ensayos de activacion en los LB Ramos transducidos se presenté una
secrecion notablemente reducida de IgM al sobrenadante, la cual no fue restaurada
por ninguno de los estimulos activadores empleados, incluyendo LPS, PMA o CpG.
Este efecto se comparé con el control sin estimulo, que obtuvo en promedio una
concentracion basal de 738ng/mL a diferencia de las otras condiciones que no
superaron los 400ng/mL aproximadamente; lo que sugiere una inhibicion robusta
del programa secretor de inmunoglobulinas inducida por GP63 (Figura A 44). Por
otro lado, la produccién de la citoquina TNF también se encontré disminuida en las
células transducidas con GP63; con un valor nulo de deteccion comparado con el
control sin estimulo que fue 12.6pg/mL. Sin embargo, este fenotipo fue parcialmente
revertido con la estimulacion con las dos dosis de LPS (8.01pg/mL y 9.6pg/mL) y
con las de CpG (8.3pg/mL y 12.2pg/mL). Cabe resaltar, que en las células
transducidas con un vector control codificante para GFP, no se observo inhibicion
en la produccion de esta citoquina con un valor de 14.5pg/mL, lo que indica que los

efectos observados son especificos de la expresion de GP63 (Figura 44 B).
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LB Ramos activados durante 24 h
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LB Ramos activados durante 24 h
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Figura 43 GP63 promueve un fenotipo no convencional en los LB Ramos que

se caracteriza por resistencia a la activacion clasica.

La imagen representa los histogramas y la cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia
(MFI)de A) CD19, B) CD27, C) CD38, D) CD45y E) CD11b en LB Ramos, siendo control sin estimulo
(azul claro), transducidos con LV-EF1a-GFP (verde) y transducidos con LV-MND-GP63 (rosado). Se
activaron por 24h con las dosis: 10 y 50 pg/mL de LPS (rojo), 50ng/mL de PMA (morado), 1 y

10ug/mL de CpG (azul oscuro). Los datos corresponden a dos réplicas bioloégicas (n=2).
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Figura 44 La proteina GP63 inhibe la secrecién de IgM y la producciéon de TNF por LB Ramos
transducidos sin restauracion con la activacion clasica.

Ensayo inmuno enziméatico (ELISA) para deteccién de A) Concentracion de IgM soluble / secretada
al sobrenadante de los cultivos de LB Ramos. Se representa un control sin estimulo, un control
transducido con LV-MND-GP63 sin activacion y LB transducidos / activados. B) Concentracién TNF
secretada al sobrenadante de cultivos de LB Ramos sin transduccion, un control transducido con LV-
EF1a-GFP (MOI 10) y una condicién de LB transducidos con LV-MND-GP63 a (MOI 0.5). En ambos
casos durante 24h se expusieron a las dosis: 10 y 50 uyg/mL de LPS, 50ng/mL de PMA, 1y 10ug/mL
de CpG. Los datos corresponden a dos réplicas biolégicas (n=2). Los espacios en blanco/sin barras,
corresponden a mediciones no cuantificables o por fuera de la linealidad de la prueba segun el
fabricante. La prueba estadistica realizada fue Kruskal-Wallis test con indican un valor de
significancia **p 0.005 y *p 0.05.
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7.3.3.5 Los MNSP transducidos con LV-MND-GP63 presentan una alteracién en la
distribucion de subpoblaciones celulares sin afectar drasticamente la viabilidad
celular

En un modelo de mayor complejidad celular, como lo son las MNSP transducidas
con un MOI de 0.5, se realiz6 un seguimiento temporal entre las 24 y 120 horas post
transduccion. Aunque se observd una disminucion progresiva en la viabilidad
celular, esta fue menos pronunciada en comparacion con la registrada en la linea
celular Ramos. Sin embargo, se evidenciaron cambios relevantes en la distribucién

de las subpoblaciones celulares.

Las células GP63" mostraron un aumento sostenido en la proporcion de células
CD3* (Figura 45), acompafiado por una disminucion significativa en la frecuencia de
linfocitos B CD19*, asi como de la fraccion CD3"CD197, que presumiblemente
incluye monocitos y células NK. Dentro de la poblacion de linfocitos T CD3", se
observd una tendencia al aumento leve y progresivo de los linfocitos T CD4%,
mientras que la frecuencia de linfocitos T CD8* permanecioé relativamente constante

a lo largo del tiempo.

Estos cambios fenotipicos no se observaron en las células transducidas con el
control lentiviral GFP* (Figura 46), lo que sugiere que la expresion intracelular de la
proteasa GP63 podria inducir alteraciones especificas en la composicién celular de
MNSP humanas.

7.3.3.6 Produccion de TNF por los MNSP transducidos con LV-MND-GP63

En el modelo de MNSP transducidos, se observd una produccién elevada y
sostenida de TNF con niveles cercanos a los 30pg/mL, detectados desde las 24
horas post transduccion. Este perfil inflamatorio no fue replicado por el control que
expresa GFP, donde los niveles de TNF se mantuvieron bajos (menos de 10pg/mL)
por el mismo periodo de tiempo (Figura 47). Este hallazgo contrasta con los

resultados obtenidos en linea celular de LB Ramos, en la cual la expresion de GP63

169



intracelular se asocié con una inhibicién significativa de la produccién de la
citoquina, incluso tras estimulacion con agonistas como LPS o CpG. Estas
diferencias sugieren que la produccién de TNF inducida por GP63 en MNSP no
depende exclusivamente de los linfocitos B, sino que puede involucrar otras
subpoblaciones como monocitos, células NK o linfocitos T. Ademas, es posible que
la interaccidn celular (contacto célula-célula o sehales paracrinas) potencien la
respuesta inflamatoria, colectiva, fendmeno ausente en el sistema de la linea celular
pura. En conjunto estos datos destacan la importancia del microambiente

inmunoldgico en la modulacién de la respuesta inducida por GP63.
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MNSP transducidos con LV-MND-GP63 (MOI 0.5)

260K = 290K = { I
] s 5
03
i : ”3
s ] 1 cose 1
o 1988 o 1
8 .y 8 ey con
P 150K = ( 3 < 3 395
< o 1 I ]
24h | i 7 0
100K = § 0’ 1 § 0 3
¢ .d 019+ % i
50K = 3 399 Fi
3 cots.co: 3
4 wd w3 9 wvd
v R L T ST R R LT ] Cp ~ 1 Ty Ty
o 0w 0 w0 0 10 w oo w0 w0 0’
260Kk = 250K = ‘ 1 {
[ }
1 €03+
200 200K = . 1671 - 1
8 m"; 8 ot~ CO4-
: E in2
150K = 150K = < 3 < 3
a8h | : ;] 3 ]
b 2 1 - 9 {
100K = 100K = § w0’ E L g 0
22 2% i 3 D19+ ° .d
50K = 50K = 3 399 4
3 core. cos 1R
5 w'd 288 0’
0l O L O AL LRI e a1 SR S T » T Ty Ty
0’ w0 10° w0 0’ I w0’ W o w’ ! w®
. .
260K = s
4 03
200K = 200k =
1 Dead ¢ 8 3
] 7.78 7
150K = 150K = < <
<« x "7 < < Y
8 b Q Q
e § §
100K = ook = < g
b|
S0k = 80K =
4 . . . . d T S —————
° ° K 10K 180K 20K 280K W w ? b s = & A
250k = 20k 5 5 1
1 1 [l
] i A “3
200% = 1
i « o
- 8 8 lo‘ ¥ | CO4-
] : 352
150K = Single Cels < < 3
; 5| 3 = = 1
i i g £ gl
100k = g g |
| o S 1
] co1gs
sox 308
L 1 T T T T i BERAA LT R Ty R R Tt SER TRt ]
) 0K WOK 180K 00K 280K 0 o 10 0° o w0 w0 w*
PECA Comp-PerCP-Cy5-5-A : TAAD Comp-PE-A: CD4

Figura 45 GP63 altera la distribucion de subpoblaciones en MNSP. La imagen representa los Dotplots de la citometria de flujo de MNSP transducidos con LV-
MND-GP63. Representa la supervivencia celular con (7AAD), poblacion CD3+, CD19+, CD19-CD3-, CD4+ Y CD4- .
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MNSP transducidos con LV-MND-GFP (MOI 10)
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Figura 46 Los MNSP transducidos con LV-EF1a-GFP no presentan alteraciones en la distribuciéon de subpoblaciones ni en la viabilidad celular. La

imagen representa los Dotplots de la citometria de flujo de MNSP transducidos. Se observa la supervivencia (7AAD), poblacién CD3+, CD19+, CD19-CD3-, CD4+
Y CD4-.
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Figura 47 MNSP de donantes sanos transducidos con LV-MND-GP63
presentan produccion sostenida de TNF a diferencia de los transducidos con
LV-EF1a-GFP.

Ensayo inmuno enzimatico (ELISA) para deteccion de la concentracion en pg/mL de TNF
en el sobrenadante de cultivos de MNSP comparando un control de transduccién LV-EF1a-
GFP (MOI 10) y MNSP transducidos con LV-MND-GP63 a (MOI 0.5). El seguimiento se
realizé por 24, 48, 96, y 120 horas post transduccion. Los datos corresponden a 3 réplicas
bioldgicas (donantes sanos) (n=3). La prueba estadistica realizada es ANOVA de dos vias
y sus comparaciones multiples (test de Tukey). Los asteriscos indican un valor de
significancia **p0.005 y ***p 0.0006.

7.3.3.7 Expresion de CD38 y HLA-DR en MNSP transducidos no presenta
diferencias.

En el modelo de MNSP humanos transducidos con el vector lentiviral LV-MND-
GP63, se evalud la expresion de los marcadores de activacion CD38 y HLA-DR en
distintas subpoblaciones celulares a lo largo del tiempo (24, 48, 96 y 120 horas), y
se compararon con células transducidas con el vector control que expresa GFP. En
cuanto a CD38, no se observaron diferencias significativas en las poblaciones de
linfocitos B CD19*, ni en linfocitos T CD4* o LT CD8"*. Sin embargo, en la fraccién

CD3°CD19™ (que incluye monocitos y células NK), se evidencié una tendencia
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decreciente en la expresién de CD38, con el tiempo, en presencia de GP63. En
contraste, las células transducidas con el vector GFP* no mostraron cambios
detectables en la expresion de CD38 en ninguna de las subpoblaciones analizadas
(Figura 48).

En relacion con HLA-DR, los linfocitos B CD19* no mostraron variaciones
relevantes. Por su parte, los linfocitos T CD4* y LT CD8* presentaron una tendencia
al aumento progresivo en la expresion de HLA-DR tanto en las condiciones GP63*
como GFP*, lo que sugiere una activacion basal inducida por el proceso de
transduccion per se. De forma destacable, la fraccidn de monocitos y células NK
transducidas con GP63 mostrd una disminucion progresiva en la expresion de HLA-
DR a lo largo del tiempo, en coherencia con la capacidad previamente descrita de
GP63 para modular funciones en células del linaje mieloide. Esta disminucién no se
observo en las células GFP™, lo que refuerza la especificidad del efecto atribuible a
la proteasa GP63 (Figura 49).

En conjunto, estos resultados sugieren que GP63 puede inducir una reprogramacion
parcial de los marcadores de activacion en MNSP humanas, con efectos

diferenciados segun la subpoblacién celular analizada.
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MNSP transducidos con LV-MND-GP63 (MOI 0.5)
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Figura 48 Modulacion diferencial de CD38 y HLA-DR en subpoblaciones celulares de MNSP
transducidos con LV-MND-GP63.

Se representan los histogramas y la cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia (MFI) de CD38 y
HLA-DR en MNSP transducidos que expresan GP63 intracelular, esta medicidén se clasificd por subpoblacion
celular LB CD19+, LT CD4+ y CD8+, Monocitos y células NK en la fraccion CD3-CD19-. Esta evaluacion se
realizd por 24, 48, 96, y 120h. Los datos corresponden a tres réplicas biolégicas de donantes sanos (n=3).
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MNSP transducidos con LV-MND-GFP (MOI 10)
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Figura 49 GFP no induce una reprogramacion de marcadores de activacion inmune en MNSP.

Se representan los histogramas y la cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia (MFI) de CD38 y
HLA-DR en MNSP transducidos con LV-EF1a-GFP, esta medicion se clasificé por subpoblacién celular LB
CD19+, LT CD4+ y CD8+, Monocitos y células NK en la fraccion CD3-CD19-. Esta evaluacion se realizd por 24,
48, 96, y 120h. Los datos corresponden a tres réplicas biolégicas de donantes sanos (n=3).

176



7.4 DISCUSION CAPITULO 3

En este trabajo se utilizé la linea celular Ramos como modelo derivado de un linfoma
de Burkitt humano, establecido a partir de células B malignas que retienen muchas
caracteristicas funcionales y fenotipicas de los LB maduros (185). Esta linea
expresa marcadores tipicos del linaje B como CD19, CD20, CD22 y CD38, y
mantiene un receptor (BCR) funcional, lo que la convierte en un sistema util para
estudiar eventos asociados a la sefializacion del BCR, activacion, proliferacion y
diferenciacion de los LB. Su estabilidad, facilidad de cultivo y transducibilidad, la
hacen adecuada para ensayos con vectores lentivirales y exposicion a proteinas
recombinantes (186) , como en el presente estudio. En este contexto, la linea
Ramos fue seleccionada como modelo experimental para explorar el efecto de la
proteasa GP63 sobre LB, bajo condiciones controladas y reproducibles que

simularon mecanismos fisiopatologicos relevantes.

El analisis de los efectos de GP63 sobre los LB de la linea celular Ramos y las
células mononucleares de sangre periférica de pacientes sanos, dependid

significativamente de la via de exposicion a la proteina (exdgena vs. intracelular).

Es importante considerar que, en el contexto de la adicion exdgena de GP63, no se
puede asumir de forma directa que la proteina haya sido internalizada por las
células. Existe la posibilidad de que la proteasa ejerza su efecto a través de
receptores de superficie, como los TLRs o el BCR, sin necesidad de ingresar a la
célula (187,188). No obstante, también se ha descrito que GP63 puede
internalizarse mediante receptores como CR3 (CD11b/CD18), receptores de
manosa (CD206), integrinas 31 que reconocen fibronectina, y receptores tipo lectina
C (49,177,189,190). En este estudio, no se evalué la evidencia directa de
internalizacién de la proteina posterior a la exposicion exégena, por lo que no es
posible concluir si los efectos observados en ese contexto se deben a la
internalizacidon o exclusivamente a una sefalizacion desde la superficie. Sin

embargo, por los resultados inferimos que, con la adicion de GP63, inicialmente hay
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una induccién a través de los receptores y con el paso del tiempo (entre 1 a 3 horas)

(41,42,191,192), al ser internalizada, interviene en la sefalizacion intracelular.

La adiciéon de GP63 recombinante, como la realizada en nuestro estudio, representa
un enfoque experimental que imita de forma funcional la accion de los exosomas y
el mecanismo complejo de comunicacién celular; particularmente en lo relacionado
con la dosificacién localizada y sostenida de la proteasa sobre las células diana.
Esta estrategia permite aislar el efecto especifico de GP63, sin la interferencia de
otros componentes vesiculares, y resalta su capacidad intrinseca para modular la

respuesta inmune (193).

Por otra parte, con el lentivirus para la expresion intracelular de GP63, si se
garantiza la presencia de la proteina en el ambiente citoplasmatico, o que permite
una intervencion mas especifica sobre rutas de sefalizacién, citoesqueleto y
mecanismos de muerte o proliferacion celular (21,194). Estas alteraciones desde el
interior complementan y fortalecen las observaciones obtenidas mediante la adicién
exdgena de la proteina, sugiriendo que GP63 puede ejercer efectos tanto desde la

superficie celular como a través de su accién intracelular directa.

Al analizar los efectos sobre la viabilidad y la proliferacion celular, observamos de
forma consistente que, tanto la exposiciéon exdgena como la expresion intracelular
de la proteasa GP63 WT, disminuyen la viabilidad y la capacidad proliferativa de los
LB Ramos. Esto ha sido reportado en otras células como las células asesinas
naturales (NK) al entrar en contacto con parasitos de Leishmania spp (195). La
reduccion de la viabilidad con GP63 WT recombinante, fue significativa a una dosis
de 20ng/mL, disminuyendo las células viables a 61% a las 48h, un efecto que se
atribuye a la actividad catalitica de la proteina. Esta dosis de proteina es mucho mas
baja de lo reportado por otros grupos, donde han empleado dosis en el orden de
magnitud de los microgramos (ug/ml) (42). Sin embargo, las exposiciones
realizadas en esos estudios fueron de pocas horas entre 1y 3 horas de tratamiento,

mientras que nuestra dosis que, si bien es baja, estuvo por mas tiempo en contacto
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con las células (48h) y pudo ejercer su funcion por un periodo mas prologado,

igualando los efectos de una concentracién mayor o incluso amplificarlos.

Del mismo modo, la expresién intracelular de GP63 WT en LB Ramos, indujo una
disminucién de la viabilidad celular de aproximadamente 30-40% a los 5 dias post
transduccion, aumentando la mortalidad a medida que avanzaba el tiempo (47.3%
de células viables al dia 8 post transduccion con MOI 5). En estudios como el de
Antonia et al, no se indicaron concentraciones precisas de la proteina recombinante
ni se evalud la viabilidad celular tras exposicion a GP63 (48,83) . Esta omisién
impide establecer comparaciones y umbrales minimos efectivos o margenes de

toxicidad, limitando la reproducibilidad cuantitativa.

La muerte celular inducida por GP63 WT intracelular se caracteriz6 principalmente
por eventos apoptéticos, incluyendo apoptosis temprana y tardia, asi como la
activacion de Caspasa 3, un marcador clave de apoptosis (182,184). Ademas, se
observaron cambios morfolégicos como agrupacion celular, pérdida de integridad
de membrana y fragmentacion nuclear; mientras que con el plasmido que expresaba
la proteina GFP no se evidencié muerte celular, lo que confirma que el efecto en la

mortalidad de las células es debido a GP63 y no al sistema lentiviral.

La modulacion de la viabilidad celular inducida por GP63 ha sido previamente
estudiada en el contexto de la interaccidn entre parasitos de Leishmania spp. y las
células del hospedero. En células mieloides, como los macrofagos, se ha observado
que la presencia de GP63 promueve la supervivencia celular en lugar de inducir
apoptosis (196). En contraste, Hallé et al. (2009) reportaron que linfocitos expuestos
a fragmentos de membrana de Leishmania major, ricos en GP63, sufrian apoptosis

asociada a una alteracion en la expresion de caspasa-3 (41).

Adicionalmente, Cecilio et al. (2014) describieron una disminucion en los niveles de
Bcl-2 junto con un aumento en la expresion de BIM, un perfil caracteristico de la
activacion de vias apoptéticas. De manera similar, Mukherjee et al. (2006) también
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documentaron esta correlacion en el contexto de la muerte celular programada
mediada por GP63 (196,197).

Los hallazgos de este proyecto incluyeron mediciones exactas de dosis de GP63 y
evaluaciones de viabilidad celular, lo cual fortalece la interpretacién biologica y
permite hacer afirmaciones mas solidas; en especial al recrear el comportamiento
citotoxico de GP63 en un sistema libre del parasito, y de forma dirigida a una

poblacion celular no convencional como lo son los LB.

La inhibicién de la proliferacion también fue un hallazgo constante. La GP63 WT
recombinante caus6 una disminucién significativa del indice de proliferacion vy
expansion de los LB Ramos. De manera similar, la expresion intracelular de GP63
WT resulté en una inhibicion aparente de la capacidad proliferativa, observandose
una disminucion en la densidad celular y una ausencia de la expansion tipica de los
cultivos, lo cual fue dependiente de la dosis del lentivirus (MOI). La proteina mutante
(mt) de GP63, en contraste, no mostré tener impacto en la viabilidad y proliferaciéon
cuando se hizo la exposicion exégena, y no se pudo evaluar eficazmente en el
contexto intracelular debido a una integracidn deficiente del lentivirus. La atribucién
de estos efectos sobre la proliferacion celular directamente a la proteina GP63 y no
al sistema lentiviral fue confirmada mediante el uso de un lentivirus control que

expresaba GFP, el cual no afecto la proliferacion celular.

La consistencia de los efectos observados sobre la proliferacion sugiere la
participacion de rutas de sefalizacion intracelular especificas, cuya alteracién por
GP63 podria explicar el fenotipo inhibitorio, particularmente aquellas asociadas a la
activacion del BCR y la regulacion del ciclo celular en los LB, especialmente la
inactivacion de la via de proteina quinasa C (PKC) y de la cascada de quinasas
activadas por mitégenos (MAPK) por GP63, se ha asociado con inhibicién de la
proliferacion celular (16,55,198). Esta via de activacion a través de la estimulacion
del BCR y de receptores coestimuladores, desencadena senales necesarias para la

progresion del ciclo celular. A su vez, la activacion de PKC puede inducir la
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fosforilacion de componentes de la via MAPK, como ERK1/2, JNK y p38,
promoviendo la expresion de factores de transcripcion (por ejemplo, c-Myc, AP-1)
que regulan genes implicados en la proliferacion y diferenciacion de los LB (41). Asi,
ambas vias estan funcionalmente interconectadas y su activacion coordinada
resulta esencial para una respuesta proliferativa eficaz tras el reconocimiento

antigénico (199).

Adicionalmente, se ha descrito que la estimulacion de la via de TLR9 es crucial para
inducir la proliferacién de LB en humanos, especialmente en contextos de activacion
(144,200). En nuestro estudio, la inhibicion observada en la proliferacion tras el
tratamiento con GP63 sugiere que esta proteasa podria estar interfiriendo con la
sefnalizacion mediada por TLR9 (201), ya sea bloqueando su activacién o afectando
componentes clave de su via intracelular. Este planteamiento se refuerza con la
observacion de que, durante la estimulacion con CpG (ligando especifico de TLR9),
los LB tratados con GP63 no mostraron una respuesta a la activacion, lo que
confirma que esta via se encuentra funcionalmente inhibida, posiblemente como

parte del mecanismo inmunomodulador ejercido por GP63(202,203).

Posterior al analisis de viabilidad y proliferacién celular, evaluamos el estado de
activacion de los LB. Este proceso fundamental mediante el cual las células del
sistema inmune responden a estimulos externos, como antigenos, citoquinas o
sefales del microambiente; que implica una serie de eventos coordinados que
incluyen la reorganizacion del citoesqueleto, la transduccion de sefales
intracelulares tras el compromiso del BCR o de receptores coestimuladores, y la
modificacion de la expresion de moléculas de superficie (94,97). Este proceso
también se caracteriza por iniciar el ciclo celular, la proliferacién, la diferenciacion
funcional y la produccién de inmunoglobulinas (204—207). También, la secrecion de
citoquinas y quemoquinas que modulan el entorno y coordinan la respuesta inmune.
La evaluacién de estos cambios fenotipicos y funcionales constituye una
herramienta esencial para interpretar el estado inmunoldgico de las células y su

grado de compromiso con una respuesta efectora o reguladora.
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Teniendo en cuenta este aspecto, se evalud la modulacion diferencial de los
marcadores de superficie e intracitoplasmaticos por GP63, dependiendo de si la
exposicion fue exdgena o la expresion intracelular. EI comparar los efectos segun
la localizacion de GP63 permite discriminar entre mecanismos mediados por
senales de superficie y aquellos dependientes de rutas intracelulares mas

profundas.

A pesar de la disminucién de viabilidad, los LB expuestos a GP63 WT recombinante
mostraron un aumento significativo en la expresion de CD38, un marcador asociado
con activacion, diferenciacién plasmocitoide y regulaciéon inmunolégica (164,208).
La exposicion a GP63 WT (20ng/mL) indujo un aumento significativo en la expresiéon
de CD38 en LB Ramos, duplicando el valor del control y sugiriendo una activacion
parcial o alternativa. Este efecto fue consistente en LB derivados de MNSP donde
el aumento de CD38 fue progresivo y maximo a las 72h. En contraste, la expresion
intracelular de GP63 WT no produjo un aumento de CD38; de hecho, los niveles de
expresion se mantuvieron por debajo del control. Esta diferencia es crucial y sugiere
que las vias de senalizacion activadas son distintas segun la localizacion de la

proteina.

Estos hallazgos sugieren una activacion o una reprogramacion fenotipica inducida
por la proteasa. El CD38, ademas de ser un marcador de superficie ampliamente
utilizado para caracterizar distintas etapas del desarrollo de los LB, y
subpoblaciones funcionales como los LB reguladores (CD24" CD38") y los
plasmablastos, cumple funciones criticas como modulador de la senalizacion
intracelular y del microambiente inmunoldégico (163,209,210). Su asociacion con el
complejo del BCR, especialmente con CD19, asi como su participacién en las vias
de AKT y MAPK, lo posicionan como un regulador clave de la activacién,
proliferacion y diferenciacion de los LB (211-213). Adicionalmente, su actividad
enzimatica contribuye a la generacion de adenosina, una molécula
inmunosupresora que puede favorecer un entorno de tolerancia o evasién inmune
(163,214,215). En este contexto, la inducciéon de CD38 por GP63 podria reflejar un
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intento de reprogramacion hacia un fenotipo regulador o anérgico, coherente con el
efecto observado en la baja proliferacion. Estos hallazgos plantean la posibilidad de
que CD38 actue como un intermediario funcional, en la respuesta de los LB frente
a sefales exdégenas como GP63, con implicaciones tanto fisiopatolégicas como

terapéuticas.

Por otro lado, la expresién intracelular de GP63 WT mediante un sistema lentiviral
resulto en la induccion significativa del marcador CD11b (MAC-1/CR3) en los LB de
la linea celular Ramos, sugiriendo una reprogramacién hacia un fenotipo regulador

o activado asociado a funciones inmunomoduladoras (175).

Aunque el CD11b no se expresa en condiciones de reposo en LB convencionales,
presentd una expresion sorprendentemente alta en los LB Ramos transducidos con
GP63 WT intracelularmente. Este aumento de CD11b fue dependiente de la dosis
de lentivirus (MOI) y sugiere un cambio funcional o fenotipico en los LB, indicando
un posible perfil "no convencional" de tipo regulador, sobre activado o anérgico
(216,217). Es importante destacar que la exposicion exdégena no mostréo una

induccion significativa de CD11b, ni siquiera en comparacién con otros activadores.

Su induccion puede ser promovida por sefales inflamatorias, activacion por TLRs,
o estimulos derivados de patdégenos, escenarios en los que GP63 podria estar
mimetizando ciertos efectos inmunolégicos. EI aumento de CD11b en LB se ha
asociado con capacidades reguladoras, tales como la supresion de LT CD4+, la
inhibicion de la sefializacién del BCR, y la modulacién de vias como NF-kB y STAT3-
HIF-1a (217). Estas propiedades sugieren que la expresion de GP63 en los LB no
solo altera su perfil de activacion, sino que podria favorecer la adquisicion de un
fenotipo B-regulador (Breg) funcionalmente tolerogénico (9,146,218). Esta hipotesis
cobra relevancia a la luz de reportes previos en los que el CD11b ha sido implicado
en la regulacion de respuestas inflamatorias en enfermedades autoinmunes y en la
generacion de tolerancia periférica (175,219-221). Asi, la induccion de CD11b por

GP63 intracelular no solo representa un marcador fenotipico de activacion, sino que
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también puede constituir una via critica, a través de la cual esta proteina ejerce

efectos inmunomoduladores sobre los LB.

A diferencia de la expresion alta de los marcadores anteriormente mencionados, el
CD19 no mostré alteraciones relevantes con la exposicion exégena a la proteasa,
pero si presentd una leve disminucion en condiciones de transduccion lentiviral.
Este hallazgo sugiere que la modulacion ejercida por GP63 sobre la biologia de los
LB no se realiza a través de la activacion directa del complejo del BCR, donde CD19
actta como un correceptor clave, sino que probablemente implica vias
independientes o incluso inhibidoras de la sefalizacion clasica (162). La reduccién
de CD19 en el contexto de la expresion intracelular podria reflejar un mecanismo de
retroalimentacion negativa o de tolerancia inducida, como se ha descrito en LB
expuestos a sefiales cronicas, inflamatorias o de estrés intracelular (222).
Adicionalmente, se ha reportado que alteraciones en la expresion de CD19 afectan
la organizacién de la sinapsis inmunoldgica y la intensidad de la sefial a través del
BCR; por lo tanto, su disminucién podria estar relacionada con una reduccion
funcional de la activacion convencional. Estos datos soportan la idea, de que la
localizacion intracelular de GP63 es determinante para la reprogramacion fenotipica
observada, modulando de manera selectiva marcadores relacionados con
diferenciacion, activacion reguladora e inmunomodulacién, sin necesariamente
activar el eje clasico del BCR/CD19.

Al mismo tiempo, la expresién de HLA-DR no mostré cambios significativos ni con
la exposicion a GP63 recombinante ni con su expresion intracelular. La evaluacién
de HLA-DR en LB constituye una herramienta clave para determinar su estado
funcional y potencial de activacidén. Algunos estudios sugieren, que GP63 altera las
balsas lipidicas en células mieloides como los macréfagos, afectando la
presentacion de antigenos (223,224). El HLA-DR, como molécula del complejo
mayor de histocompatibilidad clase Il (MHC-II), esta involucrada en la presentacion
de antigenos a los LT CD4", y su expresion se incrementa tras la activacion celular

(171,172). Su analisis tanto en condiciones de exposicion exdgena como de
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expresion intracelular de GP63, fue relevante para determinar si GP63 podia inducir
un fenotipo activado en los LB, potencialmente vinculado a funciones de
presentacion de antigeno, diferenciacién o incluso reprogramacioén hacia subtipos
con funciones reguladoras (146,225). Sin embargo, sus resultados no fueron lo
suficientemente correlacionables con un estado en particular y no fue posible

asociarlo directamente al fenotipo observado.

En el mismo contexto de evaluacién de la activacién celular, se habia seleccionado
Syk como molécula blanco teniendo en cuenta su papel central en la sefializacion
intracelular. Syk es una tirosina quinasa esencial para la fosforilacion de los motivos
ITAM del complejo del BCR, y participa en procesos clave como la reorganizacion
del citoesqueleto de actina, el trafico vesicular, la presentacion antigénica y la
supervivencia celular. Algunos estudios han documentado su papel critico en la
integracion de sefales en los LB (226,227). Las predicciones in silico reportadas en
el capitulo 1 de este trabajo, indicaban que GP63 podia interactuar directamente
con Syk, lo que planteaba una hipdtesis bioquimica solida sobre su modulacién

funcional.

Sin embargo, de manera inesperada, Syk no mostré cambios significativos en su
deteccion total, tanto con la exposicion exégena a GP63 como con su expresion
intracelular. Esto puede ocurrir ya que los resultados obtenidos mediante analisis in
silico no siempre se replican de forma idéntica en experimentos in vitro, debido a las
diferencias entre las condiciones simuladas y los sistemas bioldgicos reales
(105,228). Es importante resaltar, que no evaluamos cambios en la fosforilacion
de Syk, por lo tanto, no podemos asegurar que no hubiese interaccién que afectara
su funcién, pero al menos en la deteccion total no se encontraron diferencias. En
este sentido, la posibilidad de que GP63 interactue con Syk no se descarta, y tal vez
la activacion atipica y déficit en la proliferacion observada, pueda deberse a la
capacidad de GP63 para modular esta via, generando anergia en estas células.

Este hallazgo sugiere que, al menos en el sistema experimental empleado, Syk no
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representa un blanco directo de la actividad de GP63, o que su regulacién pudiera

requerir condiciones adicionales no reproducidas en este modelo.

A raiz de los resultados obtenidos con Syk, nos llevd a considerar otras posibles
vias intracelulares de activacion, como la via cGAS—-STING, bastante relevante en
el contexto de transduccion viral y mediacion de respuestas inflamatorias frente a la
deteccion del DNA citosolico (229).

La expresion intracelular de GP63 WT se asocid con niveles elevados de STING,
de forma tiempo-dependiente. Esto sugiere que la presencia intracelular de GP63
generd un estado de estrés celular y muerte programada, que pudo liberar material
genético que activo esta via; resaltando que este comportamiento no se observo
con el lentivirus control de expresion de GFP, lo que descarta al sistema lentiviral

como inductor.

La via cGAS-STING es un eje central en la activacion de la inmunidad innata,
particularmente en la deteccion de DNA citosoélico proveniente de virus, bacterias,
parasitos o incluso del propio huésped (230). En el contexto de vectores lentivirales,
se ha demostrado que el DNA empaquetado en las preparaciones virales puede
activar a las células a través de esta via. Siendo cGAS la enzima responsable de
detectar dicho DNA y activar STING, independiente de vias de receptores tipo TLRs
o RIG-I, resultando en la produccién de interferén y otras citoquinas proinflamatorias
(174). Curiosamente, en nuestro caso no se evidencié aumento en la produccion
de citoquinas proinflamatorias como TNF o IL-6, tras la transduccién con el lentivirus
codificante para GP63 WT ratificando, que lo observado no es atribuible al lentivirus

per se, sino al efecto modulador de GP63 intracelular.

La exposicion de LB de la linea Ramos a GP63, también se asoci6 con un ligero
aumento en la expresién de CD40. En los ensayos donde se evalué el impacto de
la expresion intracelular de la proteina GP63 en LB Ramos, se observo que la
expresion de CD40 mostré una leve superioridad en comparacion con los controles

al quinto dia post transduccion. Sin embargo, esta tendencia no se mantuvo, ya que
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al séptimo dia se registro una caida general en la expresion de esta molécula. Esto

sugiere una aparente modulacion temporal de CD40 por la GP63 intracelular.

Por otro lado, en la transducciéon posterior con un MOI mas bajo (0.5), el CD40
mostré un aumento al dia 7, lo que podria indicar una activacioén tardia, tal vez por

ser una dosis inferior, le tomé mas tiempo elevar este marcador en los LB.

La relevancia de CD40 en el contexto de moléculas asociadas a Leishmania, ha
sido documentada en células dendriticas, donde la expresién de CD40, junto con
otras proteinas coestimuladoras como CD86, actuan como un marcador de
activacion y respuesta de LT (138,142). Si bien en nuestro modelo las células
evaluadas fueron LB y no en células dendriticas (CDs), la ligera elevacion de CD40
podria reflejar un efecto indirecto en la induccion de la activacion celular modulada
por GP63.

El CD40 es un receptor expresado de forma constitutiva en LB desde la fase pre-B
tardia hasta los LB de memoria. Su interaccion con CD40L (CD154), expresado
principalmente en LT activados, es fundamental para la activacion completa de los
LB, la proliferacion, cambio de isotipo y la maduracion de afinidad en los centros
germinales (138). Esta senalizaciéon no solo promueve la diferenciacion hacia
células plasmaticas y de memoria, sino que también favorece la supervivencia
celular mediante la induccién de moléculas anti apoptéticas. En conjunto, CD40
constituye un nodo esencial en la cooperacién B -T y en la generacién de respuestas
de anticuerpos de alta afinidad (142). Es importante resaltar, que este marcador no
fue evaluado en los ensayos con MNSP donde su alteracion en LB seria mas
relevante, ya que, en ese modelo, el microambiente de contacto con las células que
contienen su ligando causaria efectos diferentes; se evalué unicamente en LB de la
linea celular Ramos, donde mas que el efecto activador, resaltamos la modulacién

en la expresion de esta proteina en la superficie del linfocito.
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Por otro lado, el CD27 se identificd en los estudios como un marcador clave para
determinar el estado de memoria, madurez y regulacién celular de los linfocitos B.
En experimentos que involucraron la exposicion exdégena de linfocitos B Ramos a la
proteina GP63 o a activadores conocidos como LPS, PMA y CpG, no se observaron
inducciones significativas en la expresion de CD27 de forma general. No obstante,
se noté una menor intensidad media de fluorescencia (MFI) para CD27 con el
tratamiento con CpG, aunque esta disminucion se atribuyd potencialmente a una

pérdida de muestra durante el procesamiento.

En contraste, cuando los LB fueron transducidos el MFlI de CD27 disminuyo
aproximadamente a la mitad en comparacion con el control no estimulado. Esta
notable reduccidn sugiere una posible inhibicién en la maduracion celular o una
interferencia en las sefiales de activacion debido a la presencia intracelular de
GP63. Ademas, se observd que, incluso ante la estimulacién con activadores
clasicos, los LB que expresaban GP63 intracelularmente mostraron una escasa

modulacién de CD27, manteniendo sus niveles estables.

No existe evidencia directa de CD27 con vinculacién a GP63 de Leishmania en la
literatura. Sin embargo, su papel como marcador de LB de memoria y su capacidad
para promover la diferenciaciéon hacia células plasmaticas lo sittan como un

indicador de activacién y maduracion de LB.

Los resultados obtenidos revelan que la proteasa GP63 ejerce un alto impacto sobre
la respuesta funcional de LB, afectando la viabilidad, proliferacién, fenotipo de
activacion y finalmente tanto la produccion de citoquinas como la secrecion de
inmunoglobulinas. Este nivel de modulacion sobre mediadores inflamatorios y sobre
la respuesta humoral resalta el papel multifacético de GP63 en la regulacién de la

respuesta inmune adaptativa.

En cuanto a las citoquinas, él TNF fue el marcador mas regulado. La exposicion
exoégena a GP63 (WT y mutante) indujo un incremento moderado de TNF en LB

Ramos, mientras que en MNSP la respuesta fue mas pronunciada, especialmente
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con la forma mutante, alcanzando hasta seis veces los niveles del control. Este
hallazgo sugiere que, en un ambiente inmunolégico mas complejo, la interaccion
célula-célula y las sefiales de citoquinas paracrinas potencian la respuesta
inflamatoria, un fendbmeno ausente en el sistema mono celular de los LB Ramos. En
contraste, la expresion intracelular de GP63 WT en los LB Ramos condujo a una
supresion marcada de TNF, con niveles indetectables en sobrenadante, lo que
indica que la proteasa activa podria interferir directamente con la sefializacién
proinflamatoria. La reversion parcial de este efecto con LPS o CpG respalda la

hipétesis de un bloqueo selectivo de rutas especificas.

La IL-6 por su parte, se mantuvo ausente en todas las condiciones evaluadas, lo
que indica que la modulacion ejercida por GP63 pudo mantener inhibida la secrecién
de esta citoquina proinflamatoria. Mientras que, la IL-10, asociada a fenotipos
reguladores (9), solo mostré incrementos discretos con GP63 WT en ensayos
intracelulares de corta duracion. Estos cambios modestos, junto con la supresion de
TNF en LB Ramos, podrian reflejar un perfil mas regulador que activador en

condiciones especificas (231-233).

Se ha reportado que GP63 suprime la activacion de vias de sefializacién intracelular
proinflamatorias como las MAPK quinasas, NF-kB, AP-1y JAK/STAT, resultando en
una disminucion en la produccién de oxido nitrico, IL-6 y TNF en células mieloides
(macrofagos) (89,234,235). También, disminuye la activacion del inflamosoma al
cortar directamente componentes como NLRP3, pro-IL-1B y TXNIP, lo que
contribuye a la reduccion de IL-1B (55,236). Esto coincide con lo observado en
nuestro modelo experimental donde el perfil inflamatorio evaluado esta por debajo

del control sin estimulo y del control de transduccién de expresion de GFP.

En cuanto a la respuesta humoral, los datos muestran una inhibicién consistente de
la produccion de IgM tanto con GP63 recombinante, como con su expresion
intracelular, siendo este ultimo contexto el de mayor magnitud. En la linea celular

Ramos, la exposicion a GP63 WT redujo significativamente la IgM soluble en
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comparacion con el control, con un efecto mas marcado que la proteina mutante, lo
que apunta a un papel clave de la actividad catalitica en la supresion de la secrecion
de la IgM. En MNSP, aunque los niveles basales fueron menores, la tendencia de
reduccion se mantuvo, lo que sugiere que este efecto es independiente del tipo de

sistema celular y del ambiente que rodea al LB.

Con la expresion intracelular de GP63 WT se generd una inhibicién robusta y dosis-
dependiente, que no fue revertida por estimulos con (LPS, PMA o CpG), lo que
indica una alteracion sostenida del programa secretor de inmunoglobulinas. Esta
supresion podria deberse a interferencias en rutas de activaciéon y diferenciacion
hacia células plasmaticas, posiblemente mediadas por la degradacion de moléculas
de sefializaciéon clave o por cambios en el balance de citoquinas pro y
antiinflamatorias, lo cual ya se ha asociado a GP63 en la literatura (237-239). Un
hallazgo atipico fue el incremento de la expresion de IgM total al dia 7 con MOI bajo
(0.5), lo que sugiere que tal vez la produccién de la IgM no esta alterada, sino solo
el proceso de secrecion, lo cual tiene sentido teniendo en cuenta los reportes
asociados a GP63 con la modulacién del transporte vesicular y ambiente lisosomal

(89), siendo esto un aspecto que requeriria estudios adicionales.

En conjunto, estos resultados posicionan a GP63 como un modulador de la funcion
de los LB, capaz de alterar todos los aspectos evaluados en las células; la viabilidad,
la proliferacién, la expresion de marcadores de activacién, la produccién de
citoquinas y la secrecién de anticuerpos, de forma dependiente del contexto y de la
dosis empleada de Ila proteina/lentivirus. En analisis exploratorios de
enriquecimiento funcional, logramos unir las vias en comun y coincide con la
categoria de regulacion de los LB (Anexo 4). Este patron sugiere que GP63 podria
contribuir, durante la modulacion de la respuesta inmune, favoreciendo en algunos
casos la supresion de funciones efectoras de LB con un perfil mas regulador y, en
otros, la amplificacion de sefiales proinflamatorias mediadas por la interacciéon con

otras poblaciones celulares.
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7.5 Resumen de los hallazgos:

La proteina GP63 de Leishmania ejerce un efecto citotoxico y anti
proliferativo significativo dosis dependiente, sobre los linfocitos B humanos
(inea Ramos), ya sea que se dosifique exdgenamente o se exprese
intracelularmente. La muerte celular esta asociada principalmente a eventos

apoptéticos, incluyendo la activacion de Caspasa 3.

Los efectos de GP63 sobre los marcadores de superficie celular y el fenotipo
de los linfocitos B varian crucialmente segun la via de exposicion. Con la
exposicion a GP63 WT recombinante, se induce un aumento significativo en
la expresion de CD38 en LB Ramos y MNSP, lo que no se observa con la
expresion intracelular de GP63. Mientras que, con la expresion intracelular,
se inducen niveles mas bajos de CD19 y una alta expresiéon de CD11b un
marcador no tipico en estas células. Este aumento de CD11b sugiere un
posible cambio funcional o una reprogramacion fenotipica aberrante de los

LB, potencialmente de tipo regulador o anérgico.

La exposicion a GP63 (WT y mt recombinante), induce la produccion de TNF
en LB Ramos y MNSP, Sin embargo, la expresion intracelular de GP63 WT
en LB Ramos conduce a una disminucién significativa o incluso indetectable
de TNF y una robusta inhibicién de la secrecién de IgM soluble, efectos no
restaurados por estimulos activadores clasicos. En contraste, en el modelo
mas complejo de MNSP transducidos, se observan niveles elevados de TNF,
atribuible a las diferentes subpoblaciones celulares (como monocitos, células
NK o linfocitos T) en la respuesta inflamatoria colectiva inducida por GP63 en

un microambiente inmunolégico mas fisioldgico.
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8.0 CONCLUSIONES GENERALES

Los analisis in silico de acoplamiento y dinamica molecular, demuestran una
interaccidn bioquimica favorable y robusta entre la metaloproteasa GP63 y la
proteina Syk, validando a su vez la importancia del Glu (E) 265 para el
mecanismo potencial de clivaje y que la mutacién E265A desestabiliza por

completo la funcion catalitica de la proteina.

Se logro la produccion de GP63 recombinante en las células HEK293T para
la expresion transitoria de la proteasa, aunque con rendimientos bajos y una
reduccion progresiva de la viabilidad celular, probablemente asociada a la

toxicidad de la proteina, logramos su validacion funcional in vitro.

Con la optimizacion y validacion de nuevos constructos plasmidicos se
obtuvo un lentivirus LV-MND-GP63 WT funcional con alta eficiencia de

transduccion en LB Ramos y MNSP.

La proteasa GP63 modula la funcién de los LB humanos de forma dosis y
contexto-dependiente. Presenta efectos citotoxicos y anti proliferativos
mediados por apoptosis, altera marcadores de activacibn de manera
diferencial e impacta tanto la produccién de citoquinas, como la secrecion de
IgM. Particularmente, la aplicacién exdgena favorece la induccion de CD38 'y
TNF, mientras que la expresion intracelular reduce CD19, aumenta CD11b y
suprime drasticamente TNF e IgM, sin reversién por estimulos activadores

clasicos.
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9.0 LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS

Si bien los hallazgos obtenidos aportan evidencia novedosa sobre el papel de GP63
en la modulacion de la senalizacion de los LB, el estudio presenta algunas
limitaciones que deben ser consideradas. En primer lugar, la produccion de la
proteina recombinante en células HEK293T mostré rendimientos bajos y una
reduccion de la viabilidad celular, lo que restringio la cantidad de proteina disponible
y podria haber limitado la amplitud de los ensayos funcionales. De igual manera,
aunque los analisis in silico y las validaciones con el mutante E265A fortalecen la
hipotesis de un clivaje dirigido sobre Syk, no se alcanzé una confirmacion definitiva
del sitio y mecanismo de corte. Adicionalmente, los efectos diferenciales observados
entre la aplicacion exdégena y la expresion intracelular de GP63 requieren estudios
adicionales y aproximaciones protedmicas de mayor resolucion, para determinar el

alcance fisiolégico y clinico de estas modulaciones.

Por esta razdn sugerimos que, en fases futuras, se pueda ampliar la evaluacién de
GP63 a un mayor numero de MNSP provenientes de donantes sanos, asi como de
pacientes con enfermedades autoinmunes o proinflamatorias, con el objetivo de
determinar si la proteina es capaz de modular o revertir fenotipos inflamatorios
caracteristicos de estas células. Posteriormente, se validaria en modelos animales,
tanto mediante la exposicion exdégena de GP63; por ejemplo, utilizando sistemas de
liberacidon controlada como bombas de infusién, junto con o sin administracion de
citoquinas, como a través de la expresion endégena mediada por el vector lentiviral

desarrollado.

Estas aproximaciones se evaluarian en modelos animales de enfermedades
proinflamatorias o autoinmunes, con la finalidad de explorar el potencial
inmunomodulador de GP63 in vivo. Asimismo, su aplicacion podria extenderse a
patologias como el cancer, induciendo la muerte celular programada, abriendo la

posibilidad de considerar a GP63 como una estrategia terapéutica innovadora.
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11. ANEXOS

ANEXO 1 Analisis de secuencias de GP63 en las diferentes especies de
Leishmania reportadas en la base de datos TryptripBD.
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Region catalitica de GP63 en diferentes espec

[¥3. LARLEM1108 280011300 | Leishmania arabica strain LEM1108 | major surface protease gp63 putative | protein | length=247
(14, LBRM2903 100010500 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903 | major surface protease gpé3 putative | protein | length=577
¥5. LBRM2903 100010600 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903 | major surface protease gp63 putative | protein | length=578
[v]6. LBRM2903 100011100 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903 | major surface protease gp63 putative | protein | length=478
¥17. LBRM2903 100011400 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903 | major surface protease gp63 putative | protein | length=362
is MHOM/BR/75/M2903 | major surface protease gp63 putative | protein | length=446
9. LBRM2903 100012600 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903 | major surface protease gp63 putative | protein | length=363
¥110. LBRM2903 100013000 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903 | major surface protease gp63 putative | protein | length=333
11, LBRM2903 100013100 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903 | major surface protease gp63 putative | protein | length=383
(112, LBRM2503 100013200 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903 | major surface protease gp63 putative | protein | length=344
[¥113. LBRM2903 100013300 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903 | major surface protease gp63 putative | protein | length=405
(w14, LBRM2903 000006200 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903 | major surface protease gp63 putative | protein | length=478
[w15. LBRM2903 000007400 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903 | major surface protease gp63 putative | protein | length=478
[¥)16. LBRM2903 000008600 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903 | major surface protease gp63 putative | protein | length=363
¥117. LBRM2903 000008900 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903 | major surface protease gp63 putative | protein | length=584
)18, LBRM2903 000009800 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903 | major surface protease gp63 putative | protein | length=584
[w119. LbrM.10.1550 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | GP63 leishmanolysin | protein | length=559
[w120. LbrM.10.1560 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | GP63 leishmanolysin (fragment) | protein | length=340
[¥]21. LbrM.10.1570 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | GP63 leishmanolysin | protein | length=584

. LbrM.10.1580 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | GP63 lei: i | protein | =567
[¥123. LbrM.10.1590 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | GP63 leishmanolysin | protein | length=707
4. LbrM.10.1610 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | GP63 leishmanolysin | protein | length=584
[¥125. LbrM.10.1620 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | GP63 leishmanolysin | protein | length=584
[¥126. LbrM.10.1630 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | GPG3 leishmanolysin | protein | length=584
[¥127. LbrM.10.1640 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | GP63 leishmanolysin | protein | length=711
[w128. LbrM.10.1650 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | GP63 leishmanolysin | protein | length=584
[¥]29. LbrM.10.1660 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | GP63 leishmanolysin | protein | length=577
[w130. LbrM.10.1670 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | GP63 leishmanolysin (fragment) | protein | length=574
[¥131. LbrM.10.1680 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | GP63 leishmanolysin | protein | length=401
[V132. LbrM.10.1690 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | GP63 leishmanolysin | protein | length=511
[¥133. LbrM.10.1710 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | GP3 lei: i | protein |
V134, LbrM.10.0470 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | GP63 leishmanolysin | protein | length=577
¥135. LbrM.10.0480 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | metallo-peptidase Clan MA(M) Family M8 | protein | length=584
[w136. LbrM.10.0500 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | metallo-peptidase Clan MA(M) Family M8 | protein | length=385
[¥137. LbrM.10.0510 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | metallo-peptidase Clan MA(M) Family M8 | protein | length=622
¥138. LbrM.10.0520 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | metallo-peptidase Clan MA(M) Family M8 | protein | length=575
[w139. LbrM.10.0530 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | metallo-peptidase Clan MA(M) Family M8 | protein | length=501
). LbrM.10.0540 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | metallo-peptidase Clan MA(M) Family M8 | protein | length=557
[¥141. LbrM.10.0550 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | metallo-peptidase Clan MA(M) Family M8 (fragment) | protein | length=615
[¥]42. LbrM.10.0560 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | metallo-peptidase Clan MA(M) Family M8 | protein | length=623
[¥143. LbrM.10.0570 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | metallo-peptidase Clan MA(M) Family M8 | protein | length=450
[¥]44. LbrM.10.0580 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | metallo-peptidase Clan MA(M) Family M8 | protein | length=622
[¥145. LbrM.10.0590 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | GP63 leishmanolysin | protein | length=589
[¥146. LbrM.10.0600 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | GP63 leishmanolysin | protein | length=611
7. LbrM.10.0610 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | GP63 leishmanolysin | protein | length=621
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[¥147. LbrM.10.0610 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | GP63 leishmanolysin | protein | length=621

(v]48. LbrM.31.2260 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2304 | metallo-peptidase Clan MA(M) Family M8 | protein | length=648(2)
(w49, LbrM.31.2260 | Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | metallo-peptidase Clan MA(M) Family M8 | protein | length=648
[v]50. LdBPK 280600.1 | Leishmania donovani BPK282A1 | major surface protease gp63 putative | protein | length=566

[¥151. LdCL 100010100 | Leishmania donovani CL-SL | GP63 leishmanolysin | protein | length=538

¥]52. LdCL 100010300 | Leishmania donovani CL-SL | GP63 leishmanolysin | protein | length=538

[¥153. LdCL 100010500 | Leishmania donovani CL-SL | GP63 leishmanolysin | protein | length=598

54, LdCL 100010700 | Leishmania denovani CL-5L | GP63 leishmanelysin | protein | length=598

55. LdCL 100010300 | Leishmania donovani CL-SL | GP63 leishmanolysin | protein | length=589

56. LdCL 100011000 | Leishmania denovani CL-5L | GP63 leishmanelysin | protein | length=599

57. LdCL 100011100 | Leishmania denovani CL-SL | GP63 leishmanolysin | protein | length=599

58, LdCL 100011200 | Leishmania donovani CL-5L | GP63 leishmanolysin | protein | length=599

(w159, LdCL 100011300 | Leishmania donovani CL-SL | GP63 leishmanolysin | protein | length=641

60. LdCL 100011400 | Leishmania donovani CL-5L | GP63 leishmanolysin | protein | length=599

(w61, LdCL 100011500 | Leishmania donovani CL-SL | GP63 leishmanolysin | protein | length=599

¥)62. LACL 100011600 | Leishmania donovani CL-SL | GP63 leishmanolysin | protein | length=599

¥]63. LdCL 100011800 | Leishmania donovani CL-SL | GP63 leishmanolysin | protein | length=589

164, LACL 280010700 | Leishmania donovani CL-SL | major surface protease gp63 putative | protein | length=566

(w165, LENLEM3045 010005000 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=429
66. LENLEM3045 030005100 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=497
67. LENLEM3045 070005000 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gpb3 putative | protein | length=597
68. LENLEM3045 080005000 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=584
[v]69. LENLEM3045 090005000 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=609
[w70. LENLEM3045 110005000 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=540
[V 71. LENLEM3045 110005100 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=597
[v]72. LENLEM3045 120005000 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=610
(W73, LENLEM3045 120017900 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=610
[v] 74. LENLEM3045 140021800 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=609
(w75, LENLEM3045 160005000 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=622
[w]76. LENLEM3045 180005000 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=500
77. LENLEMS3045 200024500 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=608
78, LENLEM3045 210027900 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=497
79. LENLEM3045 230027400 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=501
(80, LENLEM3045 260035100 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=610
(w81, LENLEM3045 270005000 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=609
()82, LENLEM3045 280038900 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=500
(w183, LENLEM3045 320005000 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=458
(w24, LENLEM3045 330005000 | Leishmania enriettii in LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=500
[+]85. LENLEM3045 330043100 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=605
(w26, LENLEM3045 000005300 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=516
()87, LENLEM3045 000009200 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=610
)22, LENLEM3045 000011600 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=606
[w]89. LENLEM3045 000012400 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=499
90. LENLEM3045 000013000 | Leishmiania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=624
91. LENLEM3045 000013100 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gpb3 putative | protein | length=386
[+192. LENLEM3045 000015100 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=430
()93, LENLEM3045 000016300 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=407
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[¥]93. LENLEM3045 000016300 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=407
(w194, LENLEM3045 000019400 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=408
[¥]95. LENLEM3045 000019500 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=430
[¥]96. LENLEM3045 000020100 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=609
[¥]97. LENLEM3045 000020600 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=429
[¥/98. LENLEM3045 000022200 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=605
[v]99. LENLEM3045 000026000 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=622
[¥]100. LENLEM3045 000028800 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=609
101. LENLEM3045 000034900 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=458
102. LENLEM3045 000035000 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=610
103. LENLEM3045 000036100 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=429
[¥]104. LENLEM3045 000036200 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=610
¥]105. LENLEM3045 000037300 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=499
[v106. LENLEM3045 000038100 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=500
107. LENLEM3045 000038200 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=456
[v]108. LENLEM3045 000038300 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=487
1109, LENLEM3045 000038800 | Leishmania enriettii strain LEM3045 | major surface protease gp63 putative | protein | length=608
¥1110. LGELEM4S52 280011700 | Leishmania gerbilli strain LEMA52 | major surface protease gp63 putative | protein | length=566
[¥]111. LINF 100010100 | Leishmania infantum JPCMS3 | GP63 - leishmanolysin | protein | length=598

[¥]112. LINF 100010200 | Leishmania infantum JPCMS5 | GP63 - leishmanolysin | protein | length=539

%113, LINF 100010300 | Leishmania infantum JPCMS | GP63 - leishmanclysin | protein | length=599

114, LINF 100010400 | Leishmania infantum JPCM35 | GP63 - leishmanolysin | protein | length=407

[¥]115. LINF 100010600 | Leishmania infantum JPCMS5 | GP63 - leishmanolysin | protein | length=599

¥)116. LINF 100010700 | Leishmania infantum JPCMS | GP63 - leishmanolysin | protein | length=599

[¥1117. LINF 100010800 | Leishmania infantum JPCMS5 | GP63 - leishmanolysin | protein | length=599

[¥]118. LINF 100010900 | Leishmania infantum JPCMS | GP63 - leishmanolysin | protein | length=599

119, LINF 100011000 | Leishmania infantum JPCMS | GP63 - leishmanolysin | protein | length=599

%120, LINF 100011100 | Leishmania infantum JPCMS | GP63 - leishmanolysin | protein | length=599

[¥]121. LINF 100011200 | Leishmania infantum JPCMS | GP63 - leishmanolysin | protein | length=641

%122, LINF 100011300 | Leishmania infantum JPCMS | GP63 - leishmanolysin | protein | length=59

123. LINF 280010700 | Leishmania infantum JPCMS | major surface protease gp63 - putative | protein | length=566

[¥]124, LINF 280010800 | Leishmania infantum JPCMS | major surface protease gpé3 - putative | protein | length=566

[¥1125. LmjF.10.0460 | Leishmania major strain Friedlin | GP63 leishmanolysin | protein | length=602

126. LmjF.10.0465 | Leishmania major strain Friedlin | GP63 leishmanolysin | protein | length=602

[¥1127. LmjF.10.0470 | Leishmania major strain Friedlin | GP63 leishmanolysin | protein | length=644

[¥/128. LmjF.10.0420 | Leishmania major strain Friedlin | GP63 leishmanelysin | protein | length=602

129. LmjF.28.0570 | Leishmania major strain Friedlin | major surface protease gp63 putative | protein | length=566

[¥1130. LmjF.31.2000 | Leishmania major strain Friedlin | GP63-like protein leishmanolysin-like protein | protein | length=636

131, LMJLV39 100010200 | Leishmania major strain LV39¢5 | major surface protease gp63 putative | protein | length=601

[¥]132. LMJLV38 100010300 | Leishmania major strain LV39¢5 | major surface protease gp63 putative | protein | length=643

[¥]133. LMJLV39 280011300 | Leishmania major strain LV39¢5 | major surface protease gp63 putative | protein | length=3566

%134, LMJSD75 100010300 | Leishmania major strain SD 75.1 | major surface protease gp63 putative | protein | length=398
[¥135. LMJSD75 100010400 | Leishmania major strain SD 75.1 | major surface protease gpé3 putative | protein | length=401

[¥]136. LMJSD75 280011300 | Leishmania major strain SD 75.1 | major surface protease gp63 putative | protein | length=566

[¥1137. LmxM.10.0460 | Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 | GP63 leishmanolysin | protein | length=655

138. LmxM.10.0390 | Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 | GP63 leishmanolysin | protein | length=602

[¥]139. LmxM.10.0405 | Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 | GP83 leishmanolysin | protein | length=644
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#1140, LmxM.10.0465 | Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 | GP63 leishmanolysin | protein | length=646

141. LmxM.10.0470 | Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 | GP63 leishmanolysin | protein | length=602

#1142, LmxM.28.0570 | Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 | major surface protease gp63 putative | protein | length=566

(v]143. LPAL13 100009700 | Leishmania panamensis MHOM/COL/81/L13 | major surface protease gp63 putative | protein | length=329

(w144, LPAL13 100009800 | Leishmania panamensis MHOM/COL/81/L13 | major surface protease gp63 putative | protein | length=450

[+]145. LPAL13 100010100 | Leishmania panamensis MHOM/COL/81/L13 | major surface protease gp63 putative | protein | length=329

1146, LPAL13 100010200 | Leishmania panamensis MHOM/COL/81/L13 | major surface protease gp63 putative | protein | length=439

¥)147. LPAL13 100010600 | Leishmania panamensis MHOM/COL/81/L13 | major surface protease gp63 putative | protein | length=419

(w1148, LPAL13 000016400 | Leishmania panamensis MHOM/COL/81/L13 | major surface protease gp63 putative | protein | length=333

[v]149. LPMP 100410 | Leishmania panamensis strain MHOM/PA/94/PSC-1 | GP63 leishmanolysin | protein | length=594

(150, LPMP 100420 | Leishmania panamensis strain MHOM/PA/94/PSC-1 | GP63 leishmanolysin | protein | length=587

(#1151, LPMP 100430 | Leishmania panamensis strain MHOM/PA/94/PSC-1 | GP63 leishmanolysin | protein | length=489

152, LPMP 100440 | Leishmania panamensis strain MHOM/PA/94/PSC-1 | GP63 leishmanolysin | protein | length=584

¥)153. LMARLEM2434 100009500 | Leishmania sp. MAR LEM2494 | major surface protease gp63 putative | protein | length=621

V1154, LMARLEM2494 280012000 | Leishmania sp. MAR LEM2494 | major surface protease gpé3 putative | protein | length=566

155. LtaP10.0490 | Leishmania tarentolae Parrot-Tarll | Major surface protease gp63 putativeGP63 leishmanolysin | protein | length=958

156. LtaP10.0500 | Leishmania tarentolae Parrot-Tarll | Major surface protease gp63 putativeGP63 leishmanclysin | protein | length=385
[¥1157. LtaP10.0520 | Leishmania tarentolae Parrot-Tarll | Major surface protease gp63 putativeGP63 leishmanolysin | protein | length=545

158, LtaP10.0530 | Leishmania tarentolae Parrot-Tarll | Major surface protesse gp63 putativeGP63 leishmanclysin | pratein | length=450

158. LtaP10.0540 | Leishmania tarentolae Parrot-Tarll | Major surface protease gp63 putativeGP63 leishmanolysin | protein | length=182

[+ 160. LtaP10.0560 | Leishmania tarentolae Parrot-Tarll | Major surface protease gp63 putativeGP63 leishmanolysin | protein | length=127
(w161, LtaP10,0650 | Leishmania tarentolae Parrot-Tarll | Major surface protease gp63 putativeGP63 leishmanolysin | protein | length=508
¥162. LtaP10.0820 | Leishmania tarentolae Parrct-Tarll | Major surface protease gp63 p i lysin | protein | leng

1163, LtaPcontig00616-1 | Leishmani lae Parrot-Tarll | Major surface protease gp63 putativeGP63 leishmanolysin | protein | length=458
V1164, LtaPcontig03442-1 | Leishmania tarentolae Parrot-Tarll | Major surface protease gp63 putativeGP63 leish in | protein | length=383
(w165, LtaP 1] Lei Parrot-Tarll | Major surface protease gp63 putativeGP63 leishmanclysin | protein | length=195
166. LTRL590 280010900 | Leishmania tropica L3590 | major surface protease gp63 putative | protein | length=366

1167, LTULEMA23 280011400 | Leishmania turanica strain LEMA423 | major surface protease gp63 putative | protein | length=566
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ANEXO 2 Listado de proteinas de la seializacion de los Linfocitos B.

Proteina / Molécula

CD79A (Iga)

CD79B (IgB)

SYK (Spleen Tyrosine
Kinase)

Lyn (Src family
kinase)

BLNK (SLP-65)

BTK (Bruton’s
Tyrosine Kinase)

PLCy2
(Phospholipase Cy2)

Vav (GEF)

PI3K (p85/p110)

AKT (Protein Kinase
B)

mTOR

NF-kB (p50/p65)

NFAT

ERK1/2 (MAPK
family)

JNK

p38 MAPK

CD19

cD21 (CR2)

CD22

FcyRIIB (CD32)

Grb2

Dok (Downstream of
kinase)

Funcion principal
Parte del correceptor del BCR,
contiene ITAMs para iniciar
sefalizacion
Asociada al BCR, transmite senales
junto conlga
Tirosina quinasa esencial para
fosforilar ITAMs y activar cascadas

Fosforila ITAMs en Iga/IgB, activa SYK

Adaptador que organiza complejos de
sefalizacion aguas abajo del BCR

Activa PLCy2 y regula el flujo de Ca**

Hidroliza PIP, - IP, + DAG; controla
Ca**y PKC

Activa GTPasas como Rac ~»
remodelacion del citoesqueleto
Fosforila PIP, > PIP;, activa AKT y vias
de supervivencia

Quinasa central de supervivenciay
metabolismo

Regula metabolismo, crecimientoy
diferenciacion

Factor de transcripcioén para
supervivenciay proliferaciéon

Factor de transcripcion dependiente
de Ca®*/calcineurina

Controlan proliferaciony
diferenciacion

Regula apoptosis y activacion génica
Respuesta a estrés, inflamacion
Co-receptor del BCR, amplifica la
sefializacion via PI3K

Receptor del complemento que
potencia sefalizacion del BCR
Molécula inhibidora, recluta
fosfatasas SHP-1

Receptor inhibidor, contiene ITIMs
que limitan sefalizacion

Adaptador que conecta BCR con via
Ras/MAPK

Adaptador regulador de sefiales
inhibidoras
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Peso aprox. (kDa)

47

37

72

56

65

77

150

95

p85:85/p110:110

56

289

p50:50 / p65:65

90-110

ERK1:44 / ERK2:42

46-55
38

95

145

140

40

25

62



ANEXO 3 Resultados del proceso de estandarizacion del docking molecular entre
GP63 y el control CXCL10.

221



Docking Molecular entre GP63 (1LML) vs CXCL10 (107Y)
Plataforma Cluspro sin restriccion sin Zn?*

MODELO 01 MODELO 07

CXCL10
. Centro activo

. Sitio de corte postulado por Antonia et al,. (AIK)

Figura 50 Docking molecular entre GP63 vs CXCL10.

Se observa que la secuencia de corte postulada por el grupo del Dr. Ko (Antonia et al,.2021) no coincide con la regla de corte
postulada para GP63, tampoco coincide con las imagenes reportadas por ellos. Este ejercicio se realiza en Cluspro con fines de
poder estandarizar el docking molecular y conocer el performance de la Unica secuencia cristalizable de GP63.
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Docking Molecular entre GP63 (1LML) vs CXCL10 (107Y)
Plataforma Cluspro con restriccion (AlIK) sin Zn?*

MODELO 00 MODELO 04

CXCL10
. Centro activo

. Sitio de corte postulado por Antonia et al,. (AlK)
. Sitio de corte postulado por Cluspro (SQFC)

Figura 51 Docking molecular entre GP63 vs CXCL10 con restricciones en Cluspro.

Se observa que la secuencia de corte postulada por el grupo del Dr. Ko (Antonia et al,.2021) no ingresa al centro activo ni con las
restricciones sobre AIK sugeridas. Este ejercicio se realiza en Cluspro siendo una plataforma de docking rigido y sin integracion
de metales, el cual es importante para la actividad catalitica de la proteina.
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Docking Molecular entre GP63 (1LML) vs CXCL10 (107Y)
Plataforma Haddock con restriccion (AIK) sin Zn?*

MODELO 2 MODELO 1 MODELO 3

[l cpes

CXCL10
. Centro activo
. Sitio de corte postulado por Antonia et al,. (AlK)

Figura 52 Docking molecular entre GP63 vs CXCL10 con restricciones en Haddock.

Se observa que la secuencia AIK no ingresa al centro activo completamente a pesar de las restricciones. Este ejercicio se realiza
en Haddock una plataforma de docking semi-rigido, permitiendo un mejor acoplamiento de las proteinas y leves cambios
estructurales durante la simulacion.
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Docking Molecular entre GP63 (1LML) vs CXCL10 (107Y)
Plataforma Haddock con restriccion (AIK) con Zn?*

MODELO 2 MODELO 1

| | cpes

CXCL10

. Centro activo

. Sitio de corte postulado por Antonia et al,. (AIK)
. Sitio de corte postulado por Cluspro (SQFC)

Figura 53 Docking molecular entre GP63 vs CXCL10 con restricciones y adicién del Zinc, en Haddock.

Se observa que la secuencia AIK ingresa al centro activo completamente gracias al efecto del zinc incorporado en la simulacion.
Este ejercicio se realiza en Haddock donde si se permite la inclusion de metales. Esto refleja que la seleccion de una plataforma
robusta permite hacer inferencias in silico mas acertadas. Con el protocolo establecido, se procede al docking con la proteina
diana.
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ANEXO 5 Transfeccion de LB Ramos con plasmido pHL20MND gp63 WT utilizando AMAXA ‘Kit
V’ Programa W-001.

El Amaxa® Cell Line Nucleofector® Kit V (Lonza) es un sistema optimizado para la transfeccion
de lineas celulares dificiles de modificar genéticamente, empleando la tecnologia de
nucleofeccién, que combina pulsos eléctricos precisos con una solucion tampdn especifica que
facilita la entrada directa de ADN, ARN o proteinas al nucleo celular. Esta disefado
principalmente para células en cultivo en suspensiéon o adherentes con baja eficiencia de
transfeccion mediante métodos convencionales. Entre sus ventajas, ofrece altas tasas de
transfeccion incluso en lineas celulares consideradas “dificiles”, rapida expresion transitoria o
estable de los constructos, y minima dependencia de reactivos quimicos que puedan interferir
con la fisiologia celular. Entre sus desventajas, el procedimiento puede inducir cierto grado de
estrés celular y reducir la viabilidad, requiere equipamiento especializado (Nucleofector® Device)

y el kit es de costo relativamente alto.

Tomado de: Lonza. (2020). Cell Line Nucleofector® Kit V — Product Manual (Rev. 06). Lonza

Group Ltd. https://bioscience.lonza.com.
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ANEXO 6 Protocolo: Transfeccion transitoria de HEK293T (ATCC® CRL-11268™) con PEI 25
kDa para expresiéon de proteina recombinante GP63.

Resumen rapido

Células: HEK293T adherentes en flask 75 cm>.

Siembra: 10 x 10° células por flask (objetivo: confluencia >85 % al momento de transfectar).
Plasmido: 90 ug DNA por flask.

PEI lineal 25 kDa: relacién PEI:DNA 3:1 w/w (es decir 270 ug PEI por 90 ug DNA).

Medio: IMDM + 10 % FBS + 1 % Pen/Strep; Opti-MEM™ para la mezcla PEI/DNA (medio

libre de suero/antibiético).
Incubaciones: analizar 24, 48, 72 y 96 h (cosechar sobrenadante en cada punto).

Centrifugado: 3.000 x g, 10 min — filtrar 0.45 ym — conservar en frio/alicuotas.

Reactivos y materiales (por 1 flask 75 cm?)

HEK293T (ATCC® CRL-11268™), cultivadas en IMDM + 10 % FBS + 1 % Pen/Strep.
Plasmido codificante para GP63 (90 ug por flask).

PEIl lineal 25 kDa (por ejemplo 1 mg/mL stock en agua estéril).

Opti-MEM™ (medio sin suero ni antibioticos) para diluir DNA y PEI.

IMDM completo (precalentado a 37 °C) para reponer en los flask.

Centrifuga de mesa, tubos con capacidad adecuada, filtros de jeringa 0.45 ym (0 0.22 pm si

quieres mayor purificacion).
Filtros y material estériles de cultivo.
Tubos para almacenamiento criopresevaciéon a 4 °C / -=80 °C (alicuota).

Controles: flask con solo células y medio (mock), flask con PEI sin DNA, y si le es posible, un
control de transfeccidén con un plasmido que exprese proteina de control conocida (p.ej. GFP).
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Preparacion previa

1. Calidad del DNA: usar DNA plasmidico purificado para expresion.

2. Preparacion stock PEI (ejemplo): disolver PEI lineal 25 kDa a 1 mg/mL en agua ultrapura;
ajustar pH a 7.0-7.2 si es necesario; filtrar estéril (0.22 ym) y congelar en alicuotas a —20 °C.

(Si tu stock es otra concentracion, ajustar calculos).

3. Células: sembrar 10x10° células por flask 75 cm? 18-24 h antes de transfeccién para
alcanzar >85 % confluencia al momento de la transfeccion. Verificar salud y viabilidad >90
%.

4. Precalentar medios a 37 °C.

Calculos (por flask 75 cm?; 90 ug DNA, ratio 3:1 PEI w/w)

o« DNA =90 pg.
o PEI(3:1 w/w) =90 pg x 3 =270 ug PEI.
o Si PEI stock =1 mg/mL — volumen PEI = 270 pL.

o Preparacion final de complejos: diluir DNA y PEI por separado en Opti-MEM y luego mezclar

(ejemplo abajo).

Preparacion de la mezcla PEI : DNA (ejemplo practico)

Aqui propongo un esquema reproducible que genera ~5 mL de complejos.

1. En condiciones estériles:

e Tubo A (DNA): anadir 90 pg DNA y completar con Opti-MEM hasta 2.5 mL. (Si el DNA

esta mas concentrado, ajustar el volumen).
e Tubo B (PEI): anadir 270 pL PEI 1 mg/mL y completar con Opti-MEM hasta 2.5 mL.
2. Agitar suavemente cada tubo (no vortex vigorosamente).

3. Anadir el contenido del Tubo B (PEI) al Tubo A (DNA) goteando o en 2-3 alicuotas,

mezclando suavemente con pipeta.
4. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente (formacién de complejos). No exceder 30 min.

5. Resultado: ~5.0 mL de mezcla PEI:DNA lista.
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Transfeccion de células HEK293T

Preparar flask: Retirar el medio viejo. Afadir 10 mL de medio completo IMDM al flask.
(Alternativa: algunos protocolos no reemplazan el medio y afaden complejos directamente;

recomiendo reemplazar con 10 mL fresco para estandarizar).

1. Anadir complejos: AAadir la mezcla PEI:DNA (~5 mL) gota a gota sobre la superficie del

cultivo, moviendo suavemente el flask para distribuir. Evitar concentrar en un solo punto.
2. Incubar: Dejar las células a 37 °C, 5 % CO,.
3. Puntos de cosecha: recolectar sobrenadante a 24, 48, 72 y 96 h. Para cada punto:

e Aspirar el sobrenadante en frio a tubos estériles, reemplazar inmediatamente con
medio fresco sin PEI ni DNA (10 mL).

e Centrifugar los sobrenadantes a 3.000 x g, 10 min a 4 °C para eliminar células y

detritos.
e Filtrar el sobrenadante con filtro 0.45 um (o0 0.22 ym si deseas mayor claridad).

e Alicuota y conservar a 4 °C para uso inmediato o a =80 °C para almacenamiento a

largo plazo (evita ciclos repetidos de congelacion/descongelacion).

Si ademas quieres proteina intracelular, recolecta alicuotas de células (lisis con buffer RIPA o con
mPER™ Mammalian Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific)) en los mismos puntos

temporales.

Concentracion (opcional)

« Siel sobrenadante tiene baja concentracién de proteina, concentrar con filtros centrifugadores
(En este caso utilizamos Vivaspin 20, 20mL Prot 30KDa # VS2021 de 30 kDa).

o Para proteinas con His-tag: purificacion por Ni-NTA directamente desde sobrenadante
(previamente equilibrado) o tras concentracién. Asegurar condiciones de pH y sales

compatibles.

Analisis /| QC de la proteina

e Medir concentracién total (BCA o Bradford) o por ELISA en este caso utilizamos His-Tag ELISA
Detection Kit de GenScript (Cat. No. L00436).
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o SDS-PAGE y Western blot (anti-His, anti-GP63 o anticuerpo especifico).

« Ensayo de actividad enzimatica (si aplicable) para confirmar funcionalidad (Ej. Azocaseina

assay).

Sequridad y buenas practicas

o Manejar HEK293T y plasmidos en condiciones de BSL-2 (segun normativa local).
« Usar guantes, bata, proteccion ocular.

e EIPEIl estoxico, evitar contacto directamente con la piel y la inhalacion; manipular en campana

de bioseguridad.
« Eliminar residuos biologicos y quimicos conforme a protocolos institucionales.
e Registrar lote y fecha de preparacion del PEI.

Posibles problemas y soluciones rapidas

« Baja expresion
o Verifica calidad/concentracion del DNA.
¢ Revisa la relacion PEI:DNA (puedes probar 2:1, 3:1, 4:1 en optimizacion).

e Evalua cambiar el punto de siembra (confluencia ideal 70-90 %) ya que demasiada

confluencia puede reducir la expresion.
e Comprueba la integridad del promotor en el plasmido y la secuencia de insercion.
« Alta citotoxicidad

e Reduce la cantidad de PEI (prueba 2:1) o cambia a procedimiento de cambio de medio
alas 4-6 h.

e Asegurate que no se us6 PEI viejo o no neutralizado.

Notas finales / recomendaciones practicas

e Enlacomparacion WT vs mutante, preparar mezclas separadas y evita cross-contaminacion.
Mantener el mismo numero de células, la misma cantidad de DNA y condiciones idénticas

entre réplicas.
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o Si planeas purificar grandes cantidades, considera usar sistemas de cultivo en mayor
volumen (biorreactores adherentes o suspension), o cambiar a expresion estable para mayor

rendimiento.
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Transfeccion 2x10¢ LB Ramos con plasmido pHL20MND gp63 WT
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Figura 54 Porcentaje de transfeccion de LB Ramos utilizando AMAXA ‘Kit V' Programa W-001.

Se observan los porcentajes de transfecciéon de los LB Ramos transfectadas con el plasmido pHL20MND gp63 WT a diferentes
dosis de DNA plasmidico (5,10,20 ug), sin alcanzar mas del 20% de transfeccién, siendo un resultado subdptimo.
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ANEXO 7 Protocolo: Transduccién de linfocitos B Ramos y MNSP humanos con lentivirus
codificante para GP63.

Resumen

e Objetivo: Introducir y expresar la proteasa GP63 (WT o mutante) en LB Ramos y MNSP

humanos mediante un vector lentiviral de tercera generacion.
e Vectores empleados:

e LV-MND-GP63 WT o mutante (mt) (Ver capitulo 2) vector de interés.

e LV-EF1a-GFP - control de transduccién (proporcionado por Dr. Uimook Choi,
LCIM-GIS, NIH).

« Sistema de produccion: particulas virales producidas en células HEK293-GPRTC,

concentradas por ultra centrifugacion y tituladas previamente.

Reactivos y materiales

Células blanco:

e Linea Ramos (LB humanos, ATCC CRL-1596).

¢ MNSPs de donantes sanos — aislamiento de MNSP mediante gradiente (ej. Ficoll).

o Medio de cultivo: RPMI 1640 + 10 % FBS (calor inactivado, lote testado), 1 %
Pen/Strep.

o« Vectores lentivirales:

e LV-MND-GP63 WT o mt.
e LV-EF1a-GFP (control positivo).

 Potenciadores de transduccion:

e LentiBOOST™ (Sirion Biotech) — 1 pg/mL.

e Polybrene (hexadimetrina bromuro, Sigma-Aldrich) — 8 ug/mL.

Otros: PBS estéril, tubos de cultivo, centrifuga, incubadora 37 °C /5 % CO..

Calculo del MOI

1. Determinar el titulo viral (TU/mL) previamente mediante transduccion de células
HEK293T o un ensayo estandar (ej. gPCR).
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Calcular el volumen de virus necesario.

MOI deseado x N~ de células
Titulo viral (TU/uL)

Volumen de virus (pL) =

MOI recomendado inicial: 5-20 (optimizar segun tipo celular).

e Ramos suelen requerir MOI alto.

e MNSP primarias pueden ser mas sensibles — iniciar con MOI 10 y ajustar.

Procedimiento de transduccion

Dia 0:

1.

Dia 0:

Dia 1:

Preparacion de células
Contar y ajustar densidad celular:

e Ramos: 0.5-1 x 10° células/mL en RPMI completo.
e MNSP: 1 x 108 células/mL en RPMI completo.

Colocar células en placas de 24 pozos o tubos de 15 mL estériles, en volumenes de

0.5-1 mL (segun ensayo).

Adicion de potenciadores y virus

. Anadir potenciador de transduccion:

e LentiBOOST™ a 1 ug/mL o Polybrene a 8 ug/mL.

¢ Nota: para células primarias humanas, LentiBOOST™ suele ser menos toxico
que Polybrene.

Agregar el volumen de virus calculado (segun MOI). Mezclar suavemente.

Opcional (spinoculacién): centrifugar las placas/tubos a 800 x g por 60 min a 32 °C

para aumentar la eficiencia de entrada.
Incubar las células a 37 °C, 5 % CO,.
Cambio de medio

Después de 12—-16 h, reemplazar el medio por RPMI completo fresco (sin potenciador ni

virus) para reducir toxicidad.
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Dias 2-3: Evaluacion de la transduccion
1. Alas 48 y 72 h post-transduccion, recolectar células para evaluar eficiencia:

o Para GFP (control positivo): citometria de flujo directa (canal FITC).
e Para GP63 WT o mt:

= Tincidn intracelular (anticuerpo anti-GP63) + FACS.

= RT-gPCR para RNA viral/inserto para (Vector copy number) VCN.

2. Mantener controles:

e Células sin virus y sin lentiboost.
e Células con LV-GFP (control de transduccion).

e Células con solo lentiboost (control negativo).

Posibles problemas y soluciones rapidas

« Baja eficiencia de transduccioén:

e Verificar titulo viral y recalcular MOI.
e Usar spinoculacion.
e Asegurar células en fase logaritmica y alta viabilidad (>95 %).

+ Alta citotoxicidad:

e Reducir MOI o concentracién de potenciador.
e Preferir LentiBOOST™ sobre Polybrene en MNSP primarias.

o Expresion inconsistente:

e Confirmar integridad del constructo.
e Comprobar si el promotor (MND o EF1a) es activo en el tipo celular analizado.

Notas finales

e Los sobrenadantes recolectados tras transduccion no deben reutilizarse ni congelarse
para retranfecciones: desechar con inactivacion viral.

o Para experimentos comparativos (WT vs mutante), usar el mismo MOI y condiciones
idénticas.

« Recomiendo triplicados bioldgicos por condicion para asegurar robustez de los datos.
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ANEXO 8 Analisis exploratorio de enriquecimiento funcional de las proteinas moduladas por
GP63 en los Linfocitos B Ramos.
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Figura 55 Analisis de enriquecimiento funcional de las proteinas moduladas por GP63 en LB.

Andlisis realizado en la plataforma STRING. A) se observan las proteinas y sus interacciones, el grosor de las lineas representa
la evidencia de la relacion. Mientras mas ancha, mayor interaccion entre ellas. B) las interacciones entre proteinas segun, la
vecindad (verde), fusion génica (rojo), coocurrencia (azul), co-expresion (negro), demostrado en laboratorio (morado), bases de
datos (celeste), mineria de texto (amarillo). C) Ontologia genética por procesos bioldgicos asociados a los genes de las proteinas

FDR
- 2.0e-09
- 1.0e-08
~ 7.0e-08
4.0e-07
2.0e-06
1.0e-05

Gene count

4

moduladas por GP63, se resalta la categoria de regulacion de la activacion de los LB, tema central de este trabajo.

238



ANEXO 9 Certificado de Asistencia al curso: “Workshop "Animal Cell Technology:
development and production of biotherapeutics”.

Beca completa por la Universidad de las Naciones Unidas-Programa de Biotecnologia
para América Latina y el Caribe (UNU-BIOLAC). Ciudad de Santa Fe, Argentina. Octubre 31-
noviembre 5 2022.

————La que suscribe, Dra. Gabriela Micheloud, Secretaria de Posgrado de la
Facultad de Bioguimica y Ciencias Biologicas de la Universidad Macional del
Litoral, deja constancia que MARIA CLAUDIA BARRERA FLAQUER,
Pasaporte ACQ923689, asistio al curso Tecnologia de células animales:
desarrollo v produccion de bioterapéuticos(60 hs, con examen final),
dictado desde el lunes 31 de octubre al sabado 5 de noviembre del commiente
afio, en el marco de la carrera Doctorado en Ciencias Biologicas. ———————-
—————A solicitud de la interesada y a los efectos de ser presentada ante
quien corresponda, se extiende la presente constancia en la ciudad de Santa

Fe, el 8 de noviembre de 2022.

Univareidad Nacional del Lioral Clutad Universitana,
Facultad de Bloguimica y Clencias Bloldgicas  ©.C. 242 - 3000 Santa Fe
‘Secretaria de Posgrado TeliFac: (0342) 45752156 - ik 117

posgracoeiiftet, unl ety ar
e b unl edu.ar
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UNL - FACULTAD
J:{e{:3 DEBIOQUIMICAY
CIENCIAS BIOLOGICAS

Tecnologia de células animales: desarrollo y produccion de bioterapéuticos

Resolucion CD FECB UNML N° 565/22
Modalidad Tedrico-Practico

Por cuanto Maria Claudia Barrera Flaquer, Pasaporte AQ923689, asistio y aprobd con calificacién Distinguido - ¢ (nueve) el
curso Tecnologia de células animales: desarrollo y produccién de bioterapéuticos, realizado bajo la Direccion de la Dra. Natalia
Analia Ceaglio y del Dr. Marcos Rafael Oggero Eberhardt, en el marco de la carrera Doctorado en Ciencias Bioldgicas de la
Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Litoral, dictado desde el 31 de octubre al 5 de
noviembre de 2022, con una carga horaria total de 60 h.

Se le extiende el presente certificado, en la ciudad de Santa Fe, el 8 de noviembre de 2022,

< Il > UNITED NATIONS
J—-.._ UNIVERSITY @ CABBIO
CENTRO LATINDAMERICANG
UNU-B|°LAC DE BIOTECNOLOGIA

Programme for Biotechnology in
Latin America and the Caribbean

____________________ &

Dra. Gabn‘éa

icheloud Téc. Adriana Vidasthea

Secretaria de Posgrado Secretaria Administrativa
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ANEXO 10 Certificado de beca para asistencia a pasantia internacional: Fellowship program
United Nations University Biotechnology for Latin America and The Caribbean (UNU-BIOLAC).

International internship at Immunology and Biochemistry Laboratory at Universidade Federal of
Minas Gerais. Belo Horizonte, MG. Brazil. Agosto 19 - noviembre 17, 2023.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Internship Certificate

27th Movember 2023
Subject: Internship Certfificate Letter

TO WHOM IT MAY CONCERN

This is to certify that the student MARTA CLAUDIA BARRERA FLAQUER has successfully completed
an internship at the Departamento de Biogquimiea e Imunelogia, of the Instituto de Ciéncias Biologicas,
Universidade Fedaral de Minas Gerais, Branl

Maria Claudia was hosted by the Molecular Modeling and Dirug Design Laboratory, under my supervision.
She jomned the laboratory on Monday, August 21, 2023 uwnhl Thursday, Movember 16, 2023, Dhunng her
stay, Mana Claudia demonstrated self-discipline, self-mofivation and enthusiasm m the development of her
objectives of the research project "GP63 as a new immunomodulator in Systemic Lupus Erythematosus",

In her internship she has learned new strategies for molecular docking between proteins and analysis of
protein-protemn mterfaces, employmng programs hike Cluspro and Haddock, and the webservers PDBsum,
FISA, among others. This has been of vital importance for the development of her project.

Wishing her the best of luck m her future endeavors, I remain available for any queshons and to provide
further mformation.

F -'.'\.rflrd.:.vq:-. _./".\.\. {-‘u‘\_ﬁ.u\_f\_

Prof. Eafaela Salgado Ferreira, PhD

Associate Professor

Biochemistry and Immunclogy Department

Universidade Federal de Minas Gerais

Aw_ Antonio Carlos 6627. Belo Honzonte, Minas Gerais, Brazil 31270-801
Phone: +55 (31) 3409 3031

E-mail: rafaelasfidnch ufmg br, rafselasfidgmail com
kitp:/Mattes cnpg br/T56962 7567234135

OFR.CID iD: hittps./‘orcid orz/0000-0003-3324-0601
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ANEXO 11 Certificado de beca para la asistencia a pasantia internacional: Pre-doctoral
Supplemental Visiting Fellow Award.

Visiting Fellow Program of National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID). National
Institutes of Health’s (NIH).

Internship at the Laboratory of Clinical Immunology and Microbiology (LCIM) Genetic
Immunology Section (GIS). Bethesda, MD, EE. UU. noviembre 2024 a marzo 2025.

n SIR¥C

DEPARTMENT OF HEALTH & HUMAN SERVICES Public Health Service

i
L L

Foupg National Institutes of Health

Bethesda, Maryland 20892
www.nih.gov
August 13, 2024

Maria Barrera Flaguer

Colombia
Dear Ms. Barrera Flaguer:

It is a pleasure to send you this official nofification of your award as a Supplemental Pre-doc Fellow in the NIH Visiting Program. This
award will enable you to gain biomedical research experience at the NIH under the sponsorship of Dr. Harry Malech, Laboratory of
Clinical Immunology and Microbiology, National Institute of Allergy and Infectious Diseases. The award, however, is contingent upon
approval by the Department of State and the Department of Homeland Security of your entry into the United States under all applicable
immigration regulations.

The award is effective November 04, 2024 through March 03, 2025. During your fellowship you will receive a stipend as determined by
your Institute. Continuation of this fellowship is based on demonstrated progress and approval by your sponsor and Institute Director.

Renewal is also contingent upon applicable immigration regulations.

The Division of International Services is responsible for verifying your nonimmigrant status prior to the start of your award. You will
receive a reminder e-mail with additional details about your check-in as we get closer to the start date.

If your site of activity is not in close proximity to the main NIH campus in Bethesda, Maryland, please contact your Institute/Center (IC)
Key Contact or Administrative Officer to initiate the remote check-in process.

We look forward to your participation in the NIH Visiting Program and hope that you will find the experience both pleasant and

rewarding.
Sincerely,
- Digitally signed
Candelario (ol
Date- 2024 08 13
Zapata -S 1201020400
Candelario Zapata

Director, Division of International Services

Enclosures
cc: Dr. Harry Malech, NIAID
Shonte Jackson

NIHCA2400070
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é*r, -,smcu.%

o WAL

o, C DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES Public Health Service
“¥vina
National Institutes of Health
Bethesda, Maryland 20892
March 21, 2025

Re: Venfication of employment for Mana Barrera Flagquer, PreDoctoral Visiting Fellow.

To whom it may concern:

This letter is to verify that Maria Barrera Flaquer was employed by the National Institute of Health (NIH) in
Bethesda, MD, as a Pre-Doctoral Visiting Fellow. The NIH is the U.S. Federal Government’s focal point for
health research: its mission is to generate scientific knowledge and apply that knowledge to extend healthy life
and reduce the burdens of illness and disability among the American public.

Ms. Barrera Flaquer was employed by the NIH from November 4, 2024, to March 4, 2025. She was employed
full-time as a Pre-Doctoral Visiting Fellow of the Genetic Immunotherapy Section (GIS) Laboratory of Clinical
Immunology and Microbiology (LCIM), National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), for a
period of one year in accordance with the povernment salary increase guidelines for his position. Ms. Barrera
Flaquer conducted research at the Laboratory of LCIM, GIS at the NIAID. The research goal of the laboratory
was to Study “The effect of GP63 protein on immune cells™

If you have any additional questions, please do not hesitate to contact me by phone at (240) 669-2070 or via e-
mail at shonte jackson@nih gov.

Sincerely,

ShunE Jackson

Administrative Officer

Laboratory of Clinical Immunology and Microbiology
National Institute of Allergy and Infectious Diseases
National Institute of Health
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ANEXO 12 Listado de participacion en publicaciones durante el periodo académico de estudio

doctoral.

Frequency of Anti-Neutrophil Cytoplasmic Antibodies in Patients with Systemic
Lupus Erythematosus. Evelyn Santacruz-Sandoval, Cristian C. Aragon, lvana Nieto-
Aristizabal, Ingrid Ruiz-Ordofiez, Jhoan S. Quijano, Daniela Ramirez-Castillo, Karen
Mondragon M, Ivan Posso-Osorio, Maria Claudia Barrera, Lady J.Rios-Serna, Gabriel
J.Tobén. Revista Colombiana de Reumatologia, 2021; 2 April 2021.
doi.org/10.1016/j.rcreu.2021.01.002

Association of Antiribosomal P Antibody with Neurological and Systemic
Manifestations in Patients with Systemic Lupus Erythematosus in Southwestern
Colombia. Marin JD, Vargas S, Ruiz-Ordofez |, Posso-Osorio |, Nieto-Aristizabal I,
Barrera MC, Rios-Serna LJ, Tobdén GJ. J Appl Lab Med. 2021 Jun 4:jfab045. doi:
10.1093/jalm/jfab045. Online ahead of print. PMID: 34086896.

Expression of parathormone receptor on B-lymphocytes in Systemic Lupus
Erythematosus and Sjogren’s Syndrome. Lady J Rios-Serna, Ivana Nieto-Aristizabal ,
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