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FDG:
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FW:
GFP:
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del inglés antibody-dependent enhancement, via alternativa de infeccion de
la célula por el VFA

del inglés Antibody-Directed Enzyme Prodrug Therapy

Acido desoxiribonucleico

del inglés Antibody mediated enzyme formation

Beta-galactosidasa

del inglés baby hamster kidney, linea celular de rifén de hamster

del inglés complementarity determining regions. Regiones determinantes
de complementariedad del anticuerpo, existen tres en cada dominio
variable

Dominios constantes de la cadena pesada

Dominio constante de la cadena liviana

Carboxi

Rojo clorofenol galactopiranésido

Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas, del inglés Enzyme Linked
Immunoabsorbent Assay

Fragmento de un anticuerpo, de unos 50 kDa, que lleva el sitio de unién al
antigeno (Fragment having the antigen binding site). Este fragmento
contiene los dominios V|, -C, de la cadena liviana y C\-Cy1 de la cadena
pesada unidas por un puente disulfuro

Fragmento de un anticuerpo generado por la protedlisis con pepsina.
Presenta union divalente con el antigeno

Fragmento cristalizable de un anticuerpo. Contiene los dominios Cj2-Cy3
en el caso de la IgG

Receptor que reconoce y une la fraccion Fc de un anticuerpo
di-p-D-galactopiranésido de fluoresceina

Fragmento variable del anticuerpo. Corresponde a los dominios variables
(VL y Vy) de las cadenas liviana y pesada, respectivamente

del inglés framework. Regiones de estructura alterna del anticuerpo

del inglés Green Fluorescent Protein

Cadena pesada de un anticuerpo

del inglés human immunodeficiency virus tipo 1

IgG, IgA, IgM, IgE, IgD: Isotipos de las cadenas pesadas. Inmunoglobulinas G, A, M, E, D
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2. INTRODUCCION

2.1 Ingenieria de proteinas

La ingenieria de proteinas puede definirse como la disciplina cientifica que busca
personalizar la funcion de las proteinas mutando sus genes (Winter et al., 1982; Wilkinson
et al., 1984). Generada hace unos 20 afios por la combinacion de avances poderosos en
la biologia estructural y la ingenieria genética, la ingenieria de proteinas ha progresado
rapidamente, dando resultados importantes para entender como trabajan las proteinas, y
para aplicaciones practicas en el laboratorio, en la medicina y en la industria. Aunque el
término "ingenieria de proteinas" puede aplicarse a diversos tipos de metodologias y
metas definidas, quizas el area hacia donde la mayoria del trabajo se ha enfocado es la
cuestion sobre como la estructura determina la funcion (Kossiakoff y Smith, 1993). El
entendimiento de los principios estructurales que definen la funcién proteica se refiere a
todos los niveles de informacion, desde el primario al cuaternario. Obviamente, la
ingenieria de proteinas es mas poderosa cuando se conoce la estructura tridimensional
de la proteina y cuando ésta se puede usar para definir experimentos, asi como para

interpretar los resultados (Erickson y Abdel-Meguid, 1994).

Los primeros trabajos de disefio y construccion de nuevas proteinas utilizaban
técnicas basadas en mutagénesis dirigida, por medio de la cual pueden introducirse una o
mas mutaciones puntuales dentro de una proteina con base en un analisis tridimensional
de la estructura proteica, y una mutagénesis a gran escala por adicion, sustitucién o
delecion de fragmentos polipeptidicos. Por medio de la ingenieria de proteinas se han
podido producir de forma recombinante anticuerpos, hemoglobina e insulina para ser
usados como agentes terapéuticos y toxinas para su uso como vacunas entre otras
aplicaciones. También se han podido analizar las propiedades de las proteinas a través
de ensayos con mutantes obtenidos en el laboratorio. Por ejemplo, determinando los sitios
activos y las propiedades alostéricas de enzimas y por tanto, evaluando el papel de las
interacciones no-covalentes en la catalisis y la funciéon de residuos cataliticamente
importantes, ubicando los sitios de union para determinar la energia del reconocimiento
molecular, y trazando la via y energia del plegamiento y estabilidad proteicos (Fersht y
Winter, 1992).
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Existen varios motivos por los cuales la union y la catalisis son dos de las funciones
proteicas mas importantes que se pueden modificar. En primer lugar, porque la capacidad
para controlar y manipular los determinantes del reconocimiento biomolecular y la catalisis
pueden mejorar la comprension de los procesos biolégicos fundamentales. En segundo
lugar, porque las tecnologias que permiten la determinacion rapida de la especificidad de
unién de practicamente cualquier molécula blanco pueden proporcionar reactivos de
afinidad para el analisis bioquimico, bioseparaciones, aplicaciones diagndsticas y terapia.
Y en tercer lugar, porque la capacidad de alterar la especificidad de sustrato y el
funcionamiento de los enzimas puede facilitar la sintesis de productos quimicos finos (por
ejemplo, glicosil transferasas) y permitir la modificacién de moléculas bioldgicas in vitro y

posiblemente in vivo (por ejemplo, nuevas endopeptidasas).

2.1.1 Ingenieria de anticuerpos

Los anticuerpos poseen una serie de propiedades que los convierten en moléculas
de gran interés para propositos de ingenieria. Su estructura consiste en cuatro cadenas
peptidicas, dos cadenas livianas (L) (24 kDa / 220 aminoacidos cada una) y dos cadenas
pesadas (H) (55-70 kDa / 440 aminoacidos cada una) que estan unidas entre si por
puentes disulfuro y otras uniones no covalentes (Harlow y Lane, 1988; Roitt, 1991) (Figura
1). Tanto la cadena pesada como la liviana contienen varias secciones homoélogas
formadas por secuencias de aminoacidos que son similares mas no idénticas. Estas
unidades homologas estan formadas por 110 aminoacidos aproximadamente y se llaman
dominios de inmunoglobulinas. Cada cadena liviana estd conformada por un dominio
variable (V.) y un dominio constante (C.). Existen dos tipos de cadena liviana, lambda (A)
y kappa (x). La cadena pesada contiene un dominio variable (Vy) y 3 6 4 dominios
constantes (Cy1, Cy2, Cy3 y Cyd, dependiendo de la clase de anticuerpo o del isotipo).
Existen 5 tipos diferentes de cadenas pesadas (isotipos): IgG, IgA, IgM, IgE e IgD (y, a, u,
¢y 6). La regioén ubicada entre los dominios Cy1 y Cy2 se denomina regién bisagra ya que
proporciona flexibilidad a los dos brazos Fab de la molécula de anticuerpo, permitiendo
que se abran y cierren para acomodar la unidon de dos determinantes antigénicos

separados por una distancia fija.

Los estudios de estructura/funcion llevados a cabo para la inmunoglobulina G

(IgG) han ayudado a descubrir que enzimas proteoliticas como la papaina pueden separar
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la molécula en fragmentos que poseen propiedades biolégicas especificas. La papaina
rompe la molécula de IgG en la region de bisagra para producir dos fragmentos idénticos
de union al antigeno (Fab), que retienen su capacidad de union, y una regién del
fragmento que no se une al antigeno denominada regién del fragmento cristalizable (Fc)
(Figura 1). EI dominio Fc esta glicosilado y posee muchas funciones efectoras (unién al
complemento, unién a receptores celulares en macréfagos y monocitos, entre otras).
Estos dominios no sdlo se pueden obtener por digestion proteolitica. El fragmento Fab por
ejemplo, puede producirse separado del resto del anticuerpo utilizando técnicas de
biologia molecular, e incluso se pueden crear anticuerpos biespecificos en los cuales dos
fragmentos Fab se unen covalentemente y cada uno de ellos conserva una unica

especificidad de antigeno (Fanger et al., 1991).

Unién al antigeno
(Paratopo)

Fragmentos obtenidos mediante
ingenieria de anticuerpos

Idiotipo P
_
KOA —»
“Primers” \ Fv
para cadena
Activacion - pesada
Isotipo del complemento \ /m(' >\
I
Fc \WM “Primers” para
cadena liviana
Unién a \
macréfagos
— -— 7,080 ¢

Q Q

o [0}

o o
Cadena scFv
pesada 5

W' Gadena
" iviana

Digestién con papaina

+ “Linker”

Fab

Figura 1. Representacion esquematica de una molécula de anticuerpo IgG. Se muestran la composicién en
subunidades y la distribucion de dominios dentro de las cadenas polipeptidicas. En la parte izquierda abajo
se muestra el fragmento Fab generado por digestion proteolitica y en la derecha los fragmentos obtenidos
por tecnologia recombinante. Modificada a partir de la imagen hecha por Molecular Probes, Inc.
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La mayor parte de la investigacion en ingenieria de anticuerpos se ha enfocado
hacia los dominios de unién al antigeno. La gran diversidad en el repertorio de
anticuerpos permite seleccionar y generar moléculas con una determinada especificidad
de antigeno, que pueden ser utilizadas para aplicaciones en medicina, terapia,
diagnéstico o el desarrollo de catalizadores basados en anticuerpos. Esta inmensa
diversidad estd contenida en tan soélo seis lazos adyacentes denominados regiones
hipervariables o regiones determinantes de complementariedad (CDRs), tres en cada
dominio variable, las cuales unen el antigeno. Las CDRs pueden variar en secuencia,
tamano y conformacién, y se encuentran entre regiones "framework" (FW) que son

relativamente constantes (Roitt, 1991) (Figura 1).

En 1988, los grupos de Skerra y Better dieron un gran impulso a las técnicas de
ingenieria de anticuerpos demostrando que en Escherichia coli se podian producir
fragmentos de anticuerpo. El mas pequeno de tales fragmentos es el Fv ("fragment
variable"), que se obtiene por asociacion de los dominios variables de la cadena pesada
(Vh) y la cadena liviana (V) del anticuerpo (Better et al., 1988; Skerra y Plickthun, 1988).
Sin embargo, las interacciones hidrofébicas entre estos dos dominios no son muy fuertes
y por tanto se necesitaba crear un enlace covalente entre las cadenas Vy y V. para
obtener una molécula estable y minimizar los problemas de plegamiento que se
presentaban cuando las dos cadenas se producian individualmente. La aproximacion mas
comun es usar un "linker" peptidico flexible de 15-20 residuos para unir los dos dominios.
La secuencia mas utilizada es (GlysSer)s, que esta disefiada para que sirva de puente en
el espacio de 3.5 nm que hay entre el extremo carboxi-terminal de la cadena Vy y el
extremo amino-terminal de la cadena V.. El fragmento resultante se denomina "single-
chain Fv fragment" o scFv (Bird et al., 1988; Huston et al., 1988) (Figura 1) y se ha
mostrado que su afinidad y estabilidad son, generalmente, comparables con las del
anticuerpo nativo (Huston et al., 1988; Takkinen et al., 1991). Otra aproximacién es crear
un puente disulfuro en la interfase entre la Vy y la V. (Reiter et al., 1994), siendo

generalmente mas estable que el scFv a la desnaturalizacion térmica en suero.

2.1.2 "Phage display"

Una de las estrategias que tiene una gran aplicabilidad en la ingenieria de

proteinas es la metodologia de "phage display". La exposicion de proteinas sobre la
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superficie de bacteriéfagos mediante fusion a una proteina menor plll de la cubierta del
fago (Smith, 1985), junto con la generacién de amplios repertorios macromoleculares y el
uso de poderosos esquemas de seleccidon-amplificacion, ha llevado al aislamiento de
varios tipos de proteinas utiles en el estudio de las propiedades de union a ligandos asi
como del plegamiento y catalisis (Roberts et al., 1992; Lowman y Wells, 1993; Winter et
al., 1994; Greisman y Pabo, 1997). En particular, ahora es posible aislar anticuerpos
dirigidos contra virtualmente cualquier antigeno de interés a partir de librerias de
anticuerpos en fagos (Marks et al., 1991; Griffiths et al., 1994; Nissim et al., 1994;
Vaughan et al., 1996; Pini et al., 1998). Incluso, se han hecho intentos de utilizar la
tecnologia de "phage display" para la seleccién de nuevas actividades enzimaticas a partir
de colecciones grandes de librerias de enzimas expuestos en fagos (Widersten y
Mannervik, 1995; Pedersen et al., 1998; Demartis et al., 1999; Jestin et al., 1999).

Actualmente, el aislamiento de anticuerpos dirigidos contra proteinas purificadas
(utilizando la tecnologia de hibridoma o librerias de "phage display"), es en cierto modo un
procedimiento estandar. Mientras que para muchas aplicaciones los anticuerpos pueden
ser caracterizados convenientemente utilizando métodos convencionales (ELISA,
inmunoblots, inmunoquimica, inmunofluorescencia), existen otras aplicaciones limite de la
ingenieria de anticuerpos que requieren un analisis mas detallado del proceso de unién al
antigeno. Por ejemplo, el desarrollo de ligandos de muy alta afinidad para aplicaciones
terapéuticas y de diagnostico (Morris et al., 1998; Kusser, 2000; Els Conrath et al., 2001),
de anticuerpos capaces de plegarse y unirse en un ambiente reductor (por ejemplo, en el
citoplasma celular) (Pantoliano et al., 1991; Martineau et al., 1998; Martineau y Betton,
1999; Tavladoraki et al., 1999), o el aislamiento de reactivos de afinidad que reconozcan
un epitopo especifico o una conformacion del antigeno (Barbas y Burton, 1996; Kirkham
et al., 1999), requieren frecuentemente una caracterizacion detallada del anticuerpo. Para
evaluar eficientemente el funcionamiento de las proteinas modificadas, se necesitaria un
instrumento que realice la deteccion de la unidn en tiempo real, y que permita la medicion
de constantes cinéticas y termodinamicas bajo diferentes condiciones experimentales (por
ejemplo, tampon y temperatura) y el estudio de complejos multimoleculares.
Esencialmente, todas estas posibilidades las ofrece la tecnologia de biosensores (Huber
et al, 1999; Van Regenmortel y Choulier, 2001).
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2.2 Biosensores

Un biosensor puede definirse como un instrumento que utiliza un elemento biolégico
como parte intima de un sensor y que permite la deteccion rapida y facil de las
interacciones biomoleculares. Esta deteccion ocurre a dos niveles; uno en el que las
propiedades fisicas de la macromolécula cambian debido a la unién y otro en el que se

produce una sefal macroscopica que permite detectar este cambio.

Existen varios tipos de biosensores: sensores fisicos (Ramanathan y Danielsson,
2001), electrodos enzimaticos (Guilbault y Kauffmann, 1987; van der Schoot y Bergveld,
1987; Scheller et al., 1988; Kauffmann y Guilbault, 1992; Phadke, 1992; Bakker y Telting-
Diaz, 2002), biosensores de células inmovilizadas (Campanella et al., 1995; Pancrazio et
al.,, 1999; Hollis et al., 2000; D’'Souza, 2001; Hansen y Sorensen, 2001; Hahn y
Toutchkine, 2002), inmunosensores (Morgan et al., 1996; Ghindilis et al., 1998; Stefan et
al., 2000) y biosensores opticos (Freitag, 1993; Ramsden, 1997; Leatherbarrow y
Edwards, 1999; Cullum y Vo-Dinh, 2000; Brynda et al., 2002; Cooper, 2002; Marazuela y
Moreno-Bondi, 2002; Wolfbeis, 2002). Otros biosensores utilizan sondas de ADN como
elemento biolégico (O’Sullivan, 2002) o incluso organismos multicelulares (Wijesuriya y
Rechnitz, 1993; Lagido et al., 2001).

El desarrollo de la mayoria de biosensores requiere la identificacion de una
macromolécula que proporcione la especificidad deseada (un anticuerpo o una enzima), el
descubrimiento de una sefal adecuada y la construccion de un detector adaptado a la
macromolécula en cuestion. Sin embargo una de las limitaciones que presentaba esta
estrategia es que como cada molécula es Unica se requeria mucho tiempo para su

desarrollo y optimizacion (Hellinga y Marvin, 1998).

Por otra parte, la aplicacion practica de los biosensores puede dificultarse por la
propension que tiene el elemento bioldgico a ser destruido por el elemento que se quiere
detectar. Para aplicaciones comerciales un sistema sensor debe ser econdémico y
desechable o ser capaz de operar continuamente por cierto tiempo, pero la mayoria de
biosensores son dificiles de producir en gran cantidad y tan solo son estables para

realizar unas pocas mediciones. Esto hace que exista un continuo interés en la busqueda
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de nuevas alternativas de biosensores que disminuyan los costos de produccion y cuya

estabilidad permita muchas mediciones.

Para superar las dificultades que se presentan en el desarrollo, aplicacion y
produccion de los biosensores se han utilizado técnicas de ingenieria de proteinas con las
cuales se busca adaptar las propiedades de los sensores a los instrumentos de deteccion
disponibles. Mediante esta aproximacion se han generado otro tipo de biosensores con
los cuales se busca que la mayoria de las funciones estén agrupadas en una sola

molécula.

2.2.1 Biosensores moleculares

La caracteristica distintiva de este tipo de biosensores es que la deteccion de las
sustancias se hace mediante la interaccibn de una macromolécula y su ligando. La
estrategia para obtener un sensor eficiente consistiria en desarrollar un sistema modular
en el que la funcion de transduccién de sefal permanezca constante a pesar de que el
sitio de unién varie, de manera que se puedan crear biosensores genéricos que permitan
usar los mismos instrumentos de deteccién y a la vez medir una amplia gama de analitos.
Lo ideal seria que estos sensores moleculares fueran homogéneos, de manera que no se
requiriera un cambio en la composicion del sensor. Esto se lograria integrando
directamente la funcidon de transduccion de sefal dentro de la propia macromolécula
(Hellinga y Marvin, 1998).

Se han utilizado dos estrategias basicas para disefar este tipo de biosensores
modulares. La primera se basa en la busqueda de una proteina con una especificidad
apropiada a la cual se le introduce una funcién de transduccion de senal. La segunda,
consiste en identificar una proteina con una funcién de transduccion de sefal particular y
bien caracterizada y anadirle sitios de unién apropiados. De las dos, la mas utilizada ha
sido la primera, en la cual se ha unido covalentemente un grupo indicador, como por
ejemplo un fluoroforo, a una proteina con ciertas caracteristicas de uniéon especificas
(Pollack et al., 1988; Adams et al., 1991; Brune et al., 1994; Gilardi et al., 1994; Post et al.,
1994; Marvin et al., 1997). Una alternativa a esta aproximacion ha sido la construccion de
ensamblajes macromoleculares en los que las funciones de reconocimiento y produccion

de senal residen en moléculas diferentes. Existen una serie de sensores que se han
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construido de esta forma uniendo anticuerpos y péptidos transmembranales formadores
de poros (Cornell et al., 1997).

Se han identificado tan soélo unos pocos sistemas que poseen funciones de
transduccién de sefal intrinsecas que pueden ser moduladas por medio de la introduccion
de un sitio de union: la a-hemolisina, una proteina transmembranal bacteriana que se ha
utilizado con éxito para construir biosensores electroquimicos (Braha et al., 1997), la
"green fluorescent protein" (GFP) cuyas propiedades se han aprovechado para construir
un sensor optico (Miyawaki et al., 1997; Romoser et al., 1997) y por ultimo la fosfatasa
alcalina (Brennan et al., 1995), la B-galactosidasa de Escherichia coli (Benito et al., 1996),
la B-lactamasa (Legendre et al., 1999) y la proteina "tailspike" (TSP) del bacteriéfago P22
(Ramirez et al., 1999), la mayoria de las cuales son enzimas a las que se les han
insertado epitopos de unién a anticuerpo dentro o cerca de sus sitios activos y cuya
funcion puede modularse por la unién con el ligando, ya sea aumentando o disminuyendo
su actividad. Mas importante aun, la magnitud de dicha modulacién ha mostrado ser
dependiente de la concentracion del anticuerpo especifico utilizado (Brennan et al., 1994;
Benito et al., 1996).

2.2.2 pB-galactosidasa como elemento transductor

El enzima B-galactosidasa de Escherichia coli (3-D-galactésido galactohidrolasa,
E.C. 3.2.1.23), codificado por el gen lacZ, esta compuesto por cuatro subunidades
idénticas de 116.353 Da cada una (figura 2) unidas no covalentemente (Mooser, 1992;
Jacobson et al.,, 1994), pero puede presentar formas agregadas de 8, 16 y mas
mondmeros (Marchesi et al., 1969). Aunque cada tetramero tiene cuatro centros activos
(Jacobson et al., 1995), cada uno de ellos esta formado por residuos de diferentes

mondmeros, por lo tanto, solo la forma tetramérica es activa.

Este enzima cataliza la hidrolisis del enlace B1-4 de la lactosa en galactosa y
glucosa, permitiendo asi que este azucar sea utilizado por las células como fuente de
carbono en el crecimiento de bacterias heterotroficas (Jacob y Monod, 1961). También
cataliza la isomerizacién de la lactosa (galactosil-B-D-(1,4)-glucopiranosa) a alolactosa
(galactosil-B-D-(1,6)-glucopiranosa), principal inductor del operén lac de E.coli (Huber et

al.,, 1976). Mediante técnicas de mutagénesis dirigida se han podido determinar los
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aminoacidos claves en la catalisis, Glu-461 (Bader et al., 1988; Richard et al., 1996), Tyr-
503 (Ring et al., 1988), Glu-537 (Gebler et al., 1992) e His-540 (Roth y Huber, 1996). La
Gly-794 se ha descrito también como punto de unién al sustrato (Martinez-Bilbao y Huber,
1994). Cada subunidad tiene, ademas, un sitio de union a Mg2+ o Mn?*, elementos que
aumentan significativamente la velocidad de reaccidon para la mayoria de sustratos.

También puede ser activada por Na?* o K** (Wallenfels y Weil, 1972).

Figura 2. Representacion en RasMol® de la estructura tridimensional de la pB-
galactosidasa, segun coordenadas de Jacobson et al. (1994). Las letras N y C indican
las posiciones aproximadas de los extremos amino y carboxi-terminal respectivamente.

La pB-galactosidasa puede ademas hidrolizar otros sustratos analogos a la lactosa
dando productos coloreados facilmente cuantificables por espectrofotometria o
visualizacion in situ, tal es el caso del ONPG (orto-nitrofenil-3-D-galactopirandsido), que
da un producto de color amarillo, el (CPRG) rojo clorofenol galactopiranésido con un color
rojo y el 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido (X-gal) de color azul. Esta
caracteristica junto con el desarrollo de ensayos enzimaticos sencillos y rapidos (Miller,
1972) ha permitido utilizar /lacZ como un gen indicador universal tanto en biologia

molecular como celular (Ullmann, 1992).
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Dentro del campo de la ingenieria de proteinas, la -galactosidasa se ha utilizado
también como modelo de proteina portadora para fusiones e inserciones de polipéptidos
heterdlogos (Silhavy y Beckwith, 1985; Ulimann, 1992). La aparicion a principios de los
afios 80 de vectores con sitios multiples de clonaje en el extremo 5' del gen lacZ
(Casadaban et al., 1980), permitieron la creacion de proteinas de fusién con la f-
galactosidasa. Aunque los dos extremos del enzima se han utilizado para esta finalidad, el
extremo amino-terminal ha demostrado ser mucho mas tolerante a la delecion de
pequefios fragmentos y a la fusién de polipéptidos sin una pérdida importante de la
actividad (Ullmann, 1992), mientras que el extremo carboxilo es mucho mas restrictivo en

este aspecto (Corchero et al., 1996; Viaplana et al., 1997, Corchero y Villaverde, 1999).

Estas proteinas recombinantes tienen varias aplicaciones en biotecnologia, tales
como el seguimiento de la produccién de proteinas en bioreactores (Benito et al., 1993), la
purificacion (Ullmann, 1984) y la mejora de la estabilidad de proteinas heterdlogas
(Marston, 1986). No obstante, algunas veces se pueden dar casos de protedlisis de
proteinas truncadas, mutadas o fusionadas a la B-galactosidasa (Yang et al., 1995;
Corchero et al., 1996). En la mayoria de casos la degradacién de estas proteinas da lugar
a un primer fragmento estable de unos 90 kDa denominado fragmento B (McKnight y
Fried, 1983). La sensibilidad de las proteinas [-galactosidasa recombinantes parece
depender de la masa molecular del péptido fusionado y de las presiones
conformacionales que este dominio heterélogo ejerce sobre la estructura global de la

molécula, el cual puede llegar a afectar el proceso de plegamiento (Corchero et al., 1997).

Otra de las aplicaciones que se ha descrito para la B-galactosidasa es la insercién
de pequeios péptidos en su superficie para crear enzimas multifuncionales (Baum et al.,
1990). De esta forma se ha comprobado que esta proteina puede soportar pequefias
inserciones, aunque en la mayoria de los casos se ha visto que hay una pérdida
importante de la actividad especifica en las proteinas recombinantes. Existen varios
ejemplos de estrategias de insercién, como es el caso de la utilizada por el grupo de Breul
y colaboradores (1991), que llevaron a cabo la insercion de oligonucleétidos de 8 bases
para comprobar la estructura en diferentes dominios del mondmero, y Benito vy
colaboradores (1994) que localizaron dos sitios permisivos (entre los aminoacidos 275 y
279) en la B-galactosidasa capaces de soportar inserciones hasta de 27 aminoacidos con

tan solo una reduccién moderada de la actividad especifica. La disponibilidad de la
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estructura tridimensional (Jacobson et al., 1994) ha ofrecido la posibilidad de llevar a cabo
estas inserciones de una forma mas racional. A partir de la secuencia, las coordenadas y
la visualizacion de la estructura, es mas sencillo buscar los sitios permisivos para péptidos
funcionales en lazos expuestos al solvente, tal es el caso del trabajo realizado por Feliu y
Villaverde (1998) en el cual se determind que las posiciones 249 y 581 son sitios

permisivos para la insercion de péptidos foraneos.

Por otra parte, se ha reportado que formas inactivas de p-galactosidasa con
mutaciones puntuales (AMEF) pueden ser reactivadas de una forma dependiente del titulo
(Celada et al., 1978) cuando se incuban con sueros dirigidos contra la B-galactosidasa
salvaje (Rotman y Celada, 1968). Esta activacion, que podia obtenerse ya sea con Fab
monovalente (Celada et al., 1978) o con anticuerpos monoclonales bivalentes (Accolla et
al., 1981), pudo observarse in vivo por la produccién de scFvs intracelulares en células
Lac™ (Martineau et al., 1998).

Como se describioé anteriormente, para el desarrollo de biosensores modulares es
indispensable contar con una molécula capaz de proporcionar la transduccién de senal.
Dentro de este contexto se puede decir que de todas las caracteristicas que presenta la f3-
galactosidasa existen tres muy importantes que la convierten en un posible elemento
transductor dentro del disefio de nuevos biosensores, éstas son: la posibilidad de realizar
ensayos enzimaticos cuantitativos de una manera sencilla, su tolerancia a fusiones de
polipéptidos foraneos y la capacidad de ser reactivada por anticuerpos dirigidos contra los
epitopos insertados. En particular, dichos aspectos permitirian utilizar este enzima en la
deteccion de ligandos especificos para los péptidos insertados mediante medicién del

cambio producido en la actividad enzimatica tras la union péptido-ligando.

En este sistema modular de biosensor haria falta un elemento que ejerza la
funcion de unién al ligando, en la mayoria de los casos se han utilizado péptidos
antigénicos cortos que actuarian como elementos sensores que al exponerse en la
superficie del enzima son capaces de traducir la interaccién molecular con el analito en

variaciones detectables de la actividad enzimatica.
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2.2.3 El sitio antigénico A del virus de la fiebre aftosa (VFA) como péptido funcional

El virus de la fiebre aftosa (VFA) pertenece al género Aphtovirus de la familia
Picornaviridae. Es el agente etiolégico responsable de la fiebre aftosa, enfermedad que
afecta animales biungulados domésticos (cerdos, cabras, bévidos y ovejas) y salvajes
(ciervos, osos, elefantes, etc), produciendo lesiones vesiculares o aftas en las mucosas
(lugar de entrada del virus) y ciertas zonas epiteliales. Aunque la tasa de mortalidad en
animales adultos es baja, en animales viejos y muy jévenes puede llegar al 50%, y la tasa
de morbilidad es cercana al 100%, generalmente por lesiones cardiacas irreversibles
(Bachrach, 1968). Las pérdidas econdémicas originadas directa o indirectamente por esta
enfermedad hace que sea considerada una de las enfermedades viricas mas importantes

econdmicamente.

El VFA, al igual que otros virus RNA, debido al mecanismo de replicacion por la
RNA polimerasa viral, presenta una elevada tasa de mutacion. Este factor, combinado con
el gran tamafo de las poblaciones virales, determina una gran heterogeneidad genética
dentro de una poblacion, que implica que un virus RNA consista en una mezcla compleja
de secuencias gendmi