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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas estacionarias, emergentes o reemergentes estan definidas
como aquellas que se manifiestan de manera regular en determinadas épocas del afo,
aparecen por primera vez en una poblacion o que, habiendo sido controladas
previamente, vuelven a surgir. Los virus, particularmente los de ARN simple cadena,
suelen ser los principales responsables de estas enfermedades, representando una
amenaza global para la salud publica, la economia y la sociedad. En este contexto, los
nanoanticuerpos (Nbs), derivados de los anticuerpos de cadena pesada presentes en los
camélidos, han surgido como herramientas prometedoras para el diagndstico y
tratamiento de estas enfermedades, debido a su alta afinidad, estabilidad y capacidad

para ser facilmente modificados.

Este trabajo de tesis abordd la generacion, caracterizacion y modificacion de Nbs contra
tres virus claves vinculados con enfermedades infecciosas estacionarias, emergentes o
reemergentes. El primer capitulo se dedico a la caracterizacion de Nbs dirigidos contra
el virus de influenza A, un virus ARN de simple cadena que causa infecciones
respiratorias en humanos y animales. Este capitulo tuvo como objetivo la generacion de
Nbs de amplio espectro capaces de inhibir la infeccion por influenza. Aunque no fue
posible demostrar la actividad antiviral, los Nbs generados poseen un alto potencial
como herramientas diagndsticas para futuros brotes de influenza A, ya que logran
reconocer diferentes subtipos del virus. El segundo capitulo se centré en el desarrollo de
Nbs terapéuticos contra el coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo de tipo 2
(SARS-CoV-2), un virus de ARN simple cadena responsable de la pandemia de COVID-
19, que ejemplifica una enfermedad emergente que tuvo un impacto sin precedentes. En
este trabajo se identificé un Nb con potente actividad neutralizante, eficaz no solo contra
la variante original del virus, sino también contra diversas variantes emergentes.
Finalmente, el tercer capitulo tratd la caracterizacion y modificacion de Nbs dirigidos
contra la proteina no estructural 1 (NS1) del virus del dengue (DENV), una molécula que
se libera al torrente sanguineo en los primeros dias de la infeccion y acttia como un
marcador temprano de la infeccion viral. El objetivo fue desarrollar un ensayo
diagnostico rdpido y sensible para la deteccion temprana del dengue, una enfermedad
viral reemergente que sigue representando un desafio para la salud publica en regiones
endémicas. Se generaron dos sistemas de deteccion basados en Nbs que permitieron
detectar a la proteina NS1 recombinante de los 4 serotipos de DENV en una matriz de
suero. Otro sistema desarrollado, que combind la utilizacion de IgG de conejo purificada
y Nbs, también permitid detectar la presencia de NS1 en muestras de pacientes

infectados.

En conclusidn, este trabajo de tesis demuestra la versatilidad y el potencial de los Nbs
como herramientas para abordar el diagndstico y tratamiento de enfermedades

infecciosas estacionarias, emergentes y reemergentes.



Palabras Clave: Nanoanticuerpos; Influenza; SARS-CoV-2; Dengue; Diagndstico;

Tratamiento; Enfermedades Infecciosas.



Development and modification of nanobodies for the diagnosis and
treatment of viral infections

ABSTRACT

Seasonal, emerging, and re-emerging infectious diseases are defined as those that
manifest regularly during specific times of the year, appear for the first time in a
population or reappear after previously being controlled. Viruses, particularly single-
stranded RNA viruses, are often the primary drivers of these diseases, posing a
significant global threat to public health, the economy and society. In this context, single
domain antibodies or nanobodies (Nbs), derived from camelid heavy-chain antibodies,
have emerged as promising tools for the diagnosis and treatment of these diseases due
to their high affinity, stability, and ease of modification.

This thesis addressed the generation, characterization, and modification of Nbs against
three key viruses associated with seasonal, emerging, or re-emerging infectious diseases.
The first chapter focused on the characterization of Nbs targeting the influenza virus, a
single-stranded RNA virus that causes respiratory infections in humans and animals.
The goal of this work was to generate broad-spectrum Nbs capable of inhibiting
influenza infection. Although antiviral activity could not be demonstrated, the Nbs
generated have significant potential as diagnostic tools for future influenza A outbreaks,
given their ability to recognize different viral subtypes. The second chapter centered on
the development of therapeutic Nbs against severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2), a single stranded RNA virus responsible for the COVID-
19 pandemic, an emerging disease with an unprecedented impact. In this study, a Nb
with potent neutralizing activity was identified, effective not only against the original
virus strain but also against various emerging variants. Finally, the third chapter
addressed the characterization and modification of Nbs targeting the non-structural
protein 1 (NS1) of dengue virus (DENV), a molecule released into the bloodstream early
in infection. The aim was to develop a rapid and sensitive diagnostic assay for early
dengue detection, a re-emerging viral disease that continues to pose a public health
challenge in endemic regions. Two Nb-based detection systems were developed,
enabling the detection of recombinant NS1 protein from the 4 DENV serotypes in a
serum matrix. Another system, which combined purified rabbit IgG and Nbs, also
allowed the detection of NS1 in samples from infected patients.

In conclusion, this thesis demonstrates the versatility and potential of Nbs as tools for
diagnosing and treating seasonal, emerging and re-emerging infectious diseases.

Keywords: Nanobodies, Influenza, SARS-CoV-2, Dengue, Diagnosis, Treatment,
Emerging and Re-emerging Infectious Diseases.
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1. Contexto y motivacion del estudio

1.1.Impacto de las infecciones virales estacionarias, emergentes y reemergentes
Las enfermedades infeccionas estacionarias, emergentes o reemergentes incluyen a
aquellas enfermedades causadas por virus que circulan anualmente, virus recién
identificados, o virus ya conocidos que han adquirido nuevos factores de virulencia o
que se han propagado a areas que previamente no habian sido afectadas [1]. La
incidencia de virus emergentes y reemergentes se ve influenciada por varios factores,
que pueden estar asociados al aumento de la poblacion humana, a la globalizacion, a la
infraestructura de salud publica deficiente y al cambio climatico [2]. En la tltima década,
hemos sido testigos del persistente impacto de la influenza estacional en la salud publica,
junto con la reemergencia de virus como el Zika (ZIKV), dengue (DENV), chikungunya
(CHKYV) e influenza aviar. Asimismo, la enfermedad por coronavirus (COVID-19) se ha
identificado como una enfermedad causada por el nuevo coronavirus de tipo 2 causante

del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2).

Los patodgenos estacionales, emergentes y reemergentes representan una amenaza
constante para la humanidad, no solo por las consecuencias para la salud publica, sino
tambien por los efectos economicos, sociales y politicos que pueden provocar a nivel
mundial [3]. Por ejemplo, los brotes del virus de influenza A (IAV) alo largo de la historia
han tenido un impacto significativo en la salud publica global. Las pandemias de los
anos 1918, 1957, 1968 y 2009 fueron responsables de millones de muertes y ejercieron
una presion extrema sobre los sistemas de salud, aumentando la demanda de atenciéon
médica y disminuyendo el acceso a suministros médicos o a camas hospitalarias [4]. Por
otro lado, los brotes de influenza aviar tienen un impacto significativo en la economia,
particularmente en la industria alimenticia. La contaminacion de una parvada, aunque
sea minima, puede llevar a la pérdida total de la misma, resultando en enormes pérdidas
financieras para los productores avicolas [5]. Ademas, estos brotes pueden interrumpir
la cadena de suministro, afectando la disponibilidad de productos avicolas como el pollo
y los huevos y aumentando los precios de estos productos, y/o reducir las ventas debido
al temor y pérdida de confianza de los consumidores [6]. Recientemente, se ha
identificado un brote de influenza aviar H5N1 en ganado lechero en los Estados Unidos,
acompanado de la deteccion de altos titulos del virus en la leche de las vacas infectadas,

lo que representa una nueva preocupacion para este tipo de industria [7], [8]. El virus se
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propagd dentro de los rebafios, afectando también a aves de corral y humanos,

representando una amenaza para la salud publica [9].

Las consecuencias de las enfermedades infecciosas emergentes pueden ser ain mas
devastadoras de lo que se ha descrito anteriormente. La pandemia de COVID-19 no solo
tuvo un impacto directo en el numero de enfermos y muertos, sino que también afect6
profundamente multiples aspectos socioecondmicos y estructurales de los paises. En
Argentina, esta crisis sanitaria aumentd significativamente los niveles de pobreza
monetaria, con un incremento de un 6.5% durante el 2020 [10]. La situacién del mercado
laboral, que ya se encontraba en una situacion de fragilidad, también se afectd por este
hecho, generando reduccion salarial, destruccion de empleos en distintos sectores y
grupos poblacionales y una caida del 10% del producto bruto interno [11]. La aparicion
de este nuevo coronavirus y la declaracion de la pandemia también exacerbaron las

desigualdades en materia de acceso a la salud, educacion y género.

La comprension del impacto profundo y multifacético que tienen las enfermedades
infecciosas emergentes o reemergentes subraya la importancia de desarrollar nuevas
herramientas y estrategias para la deteccion y el tratamiento de estas infecciones, con el

fin de mitigar sus efectos y fortalecer la capacidad de respuesta frente a futuros brotes.
2. Nanoanticuerpos

2.1.0Origen, estructura y propiedades de los nanoanticuerpos

La creencia de que todos los anticuerpos estaban compuestos por dos cadenas pesadas
y dos cadenas livianas cambid en el afio 1989, cuando se descubridé un nuevo tipo de
anticuerpo presente en el suero de los dromedarios (Camelus dromedarius). Una
investigacion llevada a cabo por Hamers-Casterman et al. reportd que, ademas de los
anticuerpos convencionales, el suero de estos animales contenia anticuerpos del tipo
IgG2 e IgG3 carentes de cadenas livianas, a los que se los denomind anticuerpos de
cadena pesada [12]. Afios mas tarde se observo que estos anticuerpos estan presentes en

toda la familia de los camélidos y, a su vez, en algunos peces cartilaginosos [13], [14].

A diferencia de los anticuerpos convencionales que estdn compuestos por dos cadenas
pesadas y dos cadenas livianas, los anticuerpos de cadena pesada estan compuestos por
un dominio variable unido a los dominios constantes CH2 y CH3 a través de la regiéon

bisagra (Figura 1A) [15]. Asi, el dominio de unién de estos anticuerpos consiste en un
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unico dominio variable de aproximadamente 15 kDa, comunmente denominado
nanoanticuerpo, Nb (nanobody), sdAb (single domain antibody), VHH, entre otros [12], [16].
A pesar de su menor tamano, los Nbs mantienen una afinidad y especificidad similar a

la de los anticuerpos convencionales.

Los Nbs son similares a las regiones variables (V) convencionales tanto a nivel de
secuencia como de estructura (Figura 1B-E) [17]. En particular, los Nbs poseen una
elevada homologia con la familia Vu3 humana, indicando que los mismos podrian tener
una baja inmunogenicidad [18]. Sin embargo, existen una serie de diferencias
importantes en las regiones hipervariables determinantes de complementariedad
(CDRs) y en la region marco 2 (FR2) (Figura 1B y 1D). En los anticuerpos convencionales,
los aminodcidos (AA) Val47, Gly49, Leu50 y Trp52 de la regién FR2 forman una
superficie hidrofobica que es critica para la interaccion entre la region variable de la
cadena pesada y de la cadena liviana (VH-VL); mientras que en los anticuerpos de
cadena pesada estos residuos son reemplazados por AA mas hidrofilicos (Phe42, Glu49,
Arg50 y Gly52) ante la falta del dominio VL, proporcionando asi mayor solubilidad y

estabilidad a los Nbs expresados de manera recombinante [17], [19].
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Figura 1. (A) Diagrama representativo de un anticuerpo convencional o monoclonal (mAb)
compuesto por dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras, un anticuerpo de cadena pesada que
carece de las cadenas ligeras y un nanoanticuerpo (Nb), que representa el dominio de union al

antigeno del anticuerpo de cadena pesada. (B) Organizacion de las CDRs y FRs en un dominio
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VH. (C) Estructura secundaria de un dominio VH. (D) Organizacion de las CDRs y FRs de un
dominio VHH, indicando el puente disulfuro presente en la molécula y las posiciones del FR2
que contienen aminoacidos hidrofilicos en comparacién con el dominio VH donde predominan
los residuos hidrofdbicos. (D) Estructura secundaria de un dominio VHH, mostrando el enlace
disulfuro caracteristico y la mayor longitud del CDR3. Figura modificada de Yang et al. y Flajnik
et al. [20], [21].

Por otra parte, las regiones CDR3 de los Nbs son mas extensas (13-17 AA) que las
regiones CDR3 de los VHs humanos o de raton (9-12 y 9-17 AA respectivamente) [22].
Esta caracteristica le confiere a los Nbs una forma de elipsoide con paratopes convexos
que les permite reconocer epitopes conformacionales o alcanzar sitios inaccesibles para
el par VH-VL de los anticuerpos convencionales. Un claro ejemplo de las diferencias de
interaccion de Nbs y anticuerpos convencionales con una proteina blanco se puede
observar en un trabajo realizado utilizando lisozima [23]. A su vez, las regiones CDR1y
CDR3 contienen una cisteina que permite la formacion de un segundo puente disulfuro
[17]. Este puente disulfuro estabiliza los bucles de los CDRs, reduciendo asi su
flexibilidad. Probablemente, esto también contribuya a la afinidad y la diversidad
estructural del Nb [24]. Por ultimo, estudios recientes han demostrado que el CDR3
domina la interaccion del Nb con el antigeno, a diferencia de lo que ocurre en los
anticuerpos convencionales en donde los tres CDRs contribuyen de manera considerable
en dicha interaccion [25]. A su vez, los paratopes de los Nbs se pueden construir a partir
de muchas combinaciones diferentes de parches de superficie, incluyendo no sdlo las

regiones CDRs sino también los FRs [25], [26].

Los Nbs presentan una serie de ventajas en comparacion a los anticuerpos
convencionales. Entre sus caracteristicas clave se encuentran una mayor solubilidad,
excelente estabilidad y tolerancia a altas temperaturas o a condiciones de pH extremo,
siendo asi candidatos ideales para el desarrollo de terapias viables contra virus en
ambientes hostiles, como el tracto respiratorio y gastrointestinal [27], [28]. Una de las
mayores ventajas a nivel biotecnoldgico consiste en la capacidad de expresar
eficientemente los Nbs en bacterias, como Escherichia coli, o levaduras a bajos costos y en
cortos tiempos. A su vez, su naturaleza de dominio unico facilita la manipulaciéon
molecular con el fin de transformar los Nbs monovalentes en formatos multivalentes
para incrementar la avidez de los mismos o producir Nbs bi-especificos que puedan

reconocer simultdneamente diferentes antigenos [29]. Ademds, dado a su pequefio
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tamano (~15 kDa), los Nbs son capaces de penetrar rdpidamente los tejidos, incluyendo

la barrera hematoencefalica [30].

2.2.Metodologia de produccion de Nbs

El desarrollo de Nbs es un proceso complejo que abarca principalmente 3 etapas: la
construccion de una biblioteca de Nbs, la seleccion de Nbs especificos y la validacion de

estas moléculas.

Los Nbs pueden derivar de bibliotecas inmunes construidas a partir de la inmunizacién
de camélidos o tiburones, aunque en los ultimos afios también se han utilizado
bibliotecas sintéticas para generar Nbs contra blancos no inmunogénicos y evitar el uso
de animales [31]. La generacidn de una biblioteca inmune comienza con el disefio de la
estrategia de inmunizacion, en donde se utiliza principalmente proteinas solubles como
inmunogenos. Otras estrategias involucran el uso de ADN copia que codifica para la
proteina de interés (cuando la proteina es dificil de expresar), ARN mensajero o mezclas

complejas como virus enteros o extractos celulares/proteicos [32], [33].

Durante el proceso de inmunizacidn, se pueden tomar pequefias muestras de sangre
para monitorear la respuesta inmune y la reactividad a los antigenos utilizando diversos
métodos como ELISA, dot-blot, etc. Al finalizar la inmunizacién, las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) se aislan de la sangre anticoagulada, se
extrae el ARN y se genera el ADN copia [34]. Las secuencias genéticas de los Nbs se
amplifican mediante la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) y se clonan en

plasmidos adecuados para la seleccion de Nbs especificos.

La seleccion de Nbs especificos puede realizarse mediante diversas estrategias, siendo la
metodologia de phage display la mas utilizada [35], [36]. Esta técnica se ha usado
extensamente debido a su versatilidad, eficiencia y bajos costos [31], [37], [38]. Para este
proceso, se construye una biblioteca de fagos, donde cada fago presenta un Nb diferente
fusionado genéticamente en la proteina de superficie plIll del fago. La biblioteca de fagos
se incuba con el antigeno de interés, que puede estar inmovilizado en una superficie
sOlida, y luego de varios lavados se eliminan los fagos no especificos. Los fagos que se
unen al antigeno se aislan, se amplifican y se someten a ciclos adicionales de seleccion
para enriquecer la poblacion de Nbs especificos. Otros métodos de seleccion de Nbs
involucran yeast display, mRNA/cDNA display, ribosome display o secuenciacion masiva de

ADN [39], [40], [41], [42], [43].

18



Después del proceso de biopaneo, los Nbs especificos pueden ser identificados por
varios métodos. El enfoque tradicional consiste en la seleccion manual de colonias
individuales, seguida de la expresion de los Nbs a pequefia escala y la deteccion de la
especificidad de estas moléculas mediante un ensayo de inmunoadsorcion ligado a
enzimas (ELISA) [34], [44]. La secuencia nucleotidica de estos ligandos se obtiene
mediante secuenciacion. Ademas, durante los Gltimos afios se han desarrollado nuevas
estrategias para el andlisis de Nbs especificos como la secuenciacion masiva de
bibliotecas o la utilizacion de péptidos de codificacion de barras que son detectados por
espectrometria de masas [45]. Luego de la seleccion y validacion de estos Nbs, los

mismos son expresados y caracterizados en profundidad.

2.3.Modificacion y funcionalizacion de Nbs

Los Nbs pueden ser modificados genética, quimica o enzimaticamente para mejorar sus
propiedades y ampliar su rango de aplicaciones gracias a la naturaleza modular y

monomeérica de estas moléculas.
2.3.1. Modificacidon genética

La modificaciéon genética incluye la fusion genética a diferentes moléculas para
aplicaciones diagnosticas o terapéuticas y la humanizacién de los Nbs, con el fin de
evitar posibles problemas de inmunogenicidad al ser administrados en humanos [31].
Esta ultima consiste en la mutacion de las secuencias de aminodcidos especificas de
camélidos en las regiones marco a su equivalente en el dominio variable de la cadena

pesada humana [18].

Los Nbs son comtinmente fusionados de manera genética a etiquetas como 6xHis, c-myrc,
HA o FLAG para facilitar su purificacion y deteccion (Figura 2A). Ademads, se puede
fusionar la secuencia de los Nbs a la etiqueta “Avi” o “Avi-Tag” para la biotinilacion de
estas moléculas [46], [47]. Otras modificaciones consisten en la fusidn de: (i) una proteina
fluorescente para generar chromobodies y visualizar la dindmica y localizacion subcelular
del antigeno/proteina en células vivas [48], [49]; (ii) un Nb terapéutico a proteinas de
mayor peso molecular (PM), como la albumina sérica (BSA), para aumentar el tiempo de
circulacion en sangre [50]; (iii) dos Nbs a través de un linker, generando una construcciéon
bivalente que mejora la afinidad funcional al antigeno [51], [52]; (iv) la secuencia

codificante de la fosfatasa alcalina (PAL) o la peroxidasa de rdbano picante (HRP) para
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aplicaciones en ensayos de ELISA [53], [54]; y (V) el fragmento cristalizable (region Fc)

para activar funciones efectoras inmunes naturales (Figura 2) [55], [56].
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Nb-tag Nb-GFP (Chromobody) Nb-BSA
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Nb bivalente Nb-HRP
Nb biparatépico Nb-PAL Nb-Fc

Figura 2. Modificaciones genéticas de los Nbs. (A) Un Nb fusionado a una etiqueta que permite
su deteccién o purificacion. (B) Un chromobody, es decir, un Nb fusionado genéticamente con una
proteina fluorescente, como la proteina verde fluorescente (GFP), que permite la visualizacién de
proteinas en células vivas o en preparados utilizando diferentes técnicas. (C) Un Nb conjugado a
BSA, utilizado para aumentar la estabilidad o tiempo de vida media en sangre. (D) Fusién
genética de Nbs que se unen al mismo epitope (bivalente) o a dos epitopes diferentes
(biparatopico) del mismo antigeno, mejorando afinidad y especificidad de unién. (E)
Nanoanticuerpos conjugados a enzimas como la HRP o PAL para aplicaciones diagnosticas. (F)
Fusioén genética de un Nb con la region Fc de un anticuerpo convencional, lo que le otorga mayor

vida media de circulacién y capacidad de interactuar con receptores Fc en células inmunitarias.

2.3.2. Modificacion quimica

Los Nbs también pueden ser modificados quimicamente para mejorar su funcionalidad
para aplicaciones diagndsticas y terapéuticas. Un enfoque comun es la funcionalizaciéon
selectiva de lisinas, debido a la alta prevalencia de este residuo en casi todas las
superficies proteicas. Esta modificacidn se realiza tipicamente utilizando ésteres de N-
hidroxisuccinimida (NHS), que reaccionan con el grupo e-amino de los residuos de lisina
del Nb para formar enlaces amida estables (Figura 3A) [57]. Este método se ha utilizado
para conjugar ciertos Nbs a fluoréforos o inmovilizarlos en matrices para ser utilizados
en microscopia de superresolucién o en el desarrollo de biosensores [58], [59], [60], [61].

Sin embargo, algunas limitaciones de este método incluyen la posible pérdida de funcion
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del Nb, especialmente si los residuos de lisina involucrados son criticos para la union al
antigeno o para la estabilidad estructural, y la obtencion de mezclas heterogéneas de

conjugados de Nbs [62].

Otro enfoque comunmente utilizado es el etiquetado de residuos de cisteina no
apareados. Los residuos de cisteina contienen un grupo tiol (-SH) que puede ser
modificado selectivamente utilizando maleimidas, yodoacetamidas o reactivos de
intercambio de disulfuro (Figura 3B) [63]. Este método permite la conjugacion especifica,
sin afectar a otras partes del Nb, ya sea porque el Nb tiene una sola cisteina no apareada
o porque se ha introducido en el extremo C-terminal mediante manipulacion genética
[57]. Algunos ejemplos incluyen la generacion de biomarcadores, Nbs conjugados a
sondas infrarrojas o radiomarcadores, para el diagnostico in vivo de cdncer de mama y
prostata, o la adicion de polietilenglicol (PEG) a un Nb para prolongar su tiempo de
circulacion y protegerlo de la proteodlisis o eliminacion celular [64], [65], [66], [67]. Sin
embargo, la introduccion de cisteinas adicionales puede llevar a la dimerizacion de los

Nbs y a una reduccion en el rendimiento de su expresion [64], [68].
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Figura 3. Modificaciones quimicas de los Nbs. (A) Marcacién al azar de los Nbs mediante la
funcionalizacion de los residuos de lisina. Las sondas, fluoréforos o farmacos activados con NHS
reaccionan con el grupo amina de un residuo de lisina expuesto al solvente. (B) Modificacion de
los Nbs mediante el etiquetado de residuos de cisteina no apareados. La incorporacién de un solo
residuo de cisteina en un Nb (principalmente en el extremo C-terminal) es una forma sencilla de

marcar de manera especifica estas moléculas. Imagen modificada de Schumacher et al. [57].
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2.3.3. Modificacion enzimatica

La modificacion enzimatica implica el uso de enzimas especificas para agregar grupos
funcionales a los Nbs sin alterar significativamente su estructura o afinidad. Por este
motivo, este tipo de modificacion es una estrategia mas exitosa en comparacion de la
modificacién quimica [69]. Este método se basa en el agregado de secuencias especificas
en marco con las secuencias de los Nbs, que son reconocidas por una variedad de

enzimas.

Por ejemplo, la sortasa A, una enzima transpeptidasa de Staphylococcus aureus, reconoce
un motivo especifico en el Nb (LPXTG), lo cliva y cataliza la unién de un nucledfilo (ver
diagrama de la reaccion en capitulo 3) [70]. Esta union puede incluir diversos grupos
funcionales como la biotina, péptidos especificos, oligonucledtidos, entre otros [71]. Esta
estrategia se ha utilizado para generar dimeros o multimeros de Nbs altamente
neutralizantes contra el SARS-CoV-2 o para la unidn especifica de fluoroforos o
radiomarcadores para la tomografia computarizada por emision de fotén tnico (SPECT)
y la tomografia por emision de positrones (PET) [72], [73], [74], [75]. A su vez, se han
funcionalizado Nbs dirigidos al complejo mayor de histocompatibilidad de clase II
(MHC-II) con antigenos especificos con el fin de inducir y modular la respuesta inmune

contra ciertos patdgenos como SARS-CoV-2 o IAV [76], [77].

Ademads de la sortasa A, otras enzimas empleadas para la modificacién de Nbs son las
asparagil endopeptidasas, la biotin ligasa A (BirA), la enzima generadora de

formilglicina (FGE), la butelasa 1 o la tubilina tirosina ligasa [71], [78].

2.4. Aplicaciones de los Nbs en virologia

2.2.1. Herramientas moleculares

Numerosos Nbs han sido desarrollados para ser utilizados como herramientas que
permitan reconocer, aislar o rastrear proteinas virales con el fin de dilucidar su funcién
o contribucion en el ciclo de replicacion viral. Los Nbs conjugados a fluordéforos se han
utilizado para detectar proteinas virales en células infectadas por SARS-CoV-2, el virus
de Ebola o el virus de Marburgo [79], [80]. A su vez, la expresion intracelular de los Nbs,
denominados intrabodies, permite estudiar la dindmica de las proteinas virales en tiempo

real dentro de las células [81], [82], [83].
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Ademas, los Nbs han demostrado ser de gran utilidad en la resolucién de estructuras
cristalograficas de ciertas proteinas virales, proporcionando una vision detallada de las
interacciones a nivel molecular y facilitando el desarrollo de terapias antivirales mas
efectivas. Por ejemplo, el uso de Nbs contra poliovirus permitié estabilizar las
estructuras de los viriones expandidos y proporcionar una vision mas detallada de la
conformacion del virus, para entender con mejor precision los cambios estructurales que

ocurren durante la expansion del viridn, un paso clave en la infeccion [84].
2.2.2. Aplicaciones diagndsticas

El diagndstico de enfermedades infecciosas representa otra area en donde los Nbs son
utilizados ampliamente. Propiedades intrinsecas de los Nbs como su alta especificidad
y afinidad permiten el desarrollo de ensayos diagndsticos basados en Nbs con
caracteristicas comparables a aquellos ensayos que utilizan anticuerpos convencionales
[85], [86], [87], [88], [89]. A su vez, la capacidad y facilidad en la modificacidon de estas
moléculas los convierte en reactivos atractivos no solo para el desarrollo de ELISAs sino
también para métodos mads sensibles como deteccion electroquimica, biosensores,
citometria de flujo o ensayos inmunocromatograficos de flujo lateral [85], [87], [90], [91],

[92], [93], [94].

Los Nbs también pueden ser utilizados para monitorear la respuesta inmune durante o
luego de las infecciones virales, proporcionando informacion crucial sobre el progreso
de la enfermedad y la efectividad de respuestas inmunitarias o estrategias
inmunoldgicas como las vacunas. Un ejemplo concreto para este fin es el trabajo en el
que colaboré durante el desarrollo de esta tesis, que se centrd en la generacion de un
ELISA competitivo para la deteccion de anticuerpos contra el virus de la hepatitis E [95].
Este ensayo demostrd una alta sensibilidad y especificidad en la deteccion de
anticuerpos en varias especies animales, como cerdos, jabalies, ciervos y también en

humanos, destacando su potencial para monitoreo de enfermedades zoonoticas.

Los desarrollos de ensayos diagndsticos en el contexto de la pandemia de COVID-19 han
demostrado la relevancia de todos los puntos mencionados anteriormente. Un ejemplo
notable es la generacion de un Nb biparatopico, NM1267, que se utilizd para desarrollar
el NeutrobodyPlex, un ensayo de unién multiplex competitivo que detecta anticuerpos
neutralizantes y evaltia cualitativa y cuantitativamente la respuesta inmune en pacientes

infectados y vacunados [96]. Otros investigadores han modificado Nbs dirigidos contra
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SARS-CoV-2 con el fin de desarrollar un ELISA sandwich altamente sensible [97].

Adicionalmente, la versatilidad de los Nbs se refleja en la diversidad de formatos de

ensayos diagndsticos que se han desarrollado (Tabla 1).

Tabla 1. Aplicaciones diagnosticas desarrolladas para la deteccion de SARS-CoV-2.

Limite de

Transductor Tipo de ensayo Nb . Refs.
detecciéon
ELISA basado en [94],
levaduras Nb-33 0087 pg/ml [98]
Ensayo e (971,
ELISA h F2 16 TCDIso/ml
Molecular SA sandwic G5, 6 TCDIso/m [99]
TD E4-
ELISA sandwich N B6.1 5 4 ng/ml [100]
RBDS, 1.3 pM (~40
Nano2RED 101
o Ensayo basado ane RBD10 pg/ml) [101]
2 en o 50 pg/ml
8‘ nanoparticulas Eniay.:rS: I;;‘astllll/lzaﬂ;ijj EZ_CEZZ' E2- (1.28 x 103 [102]
on particd & PFU/ml)
NB1De,
LSPR NB4E9 0.01 ng/ml [103]
2.9 x10*
| S o
Biosensor SPR VHH 72 particulas
. [105]
virales/ml
. 178 [106],
BIMW 126 TCIDso/ml  [107]
(791,
PLA Tyl
L y 200 pM [108]
o (791,
k9] Sensor de nanoporos Tyl 115 pM
= [109]
3 _ _ NIH- 6-32 RNA  [110],
Sy
g Biosensor Biosensor MIE CoVnb-112 copias/ml [111]
k OECT VHH 72 48 fM L104],
H [112]
11
Inmunosensor PEC Nb11-59 5 fg/ml [[ 1 1:111'

Fuente: Sung Park et al. [115].
2.2.3. Aplicaciones terapéuticas

Los Nbs también estan emergiendo como candidatos prometedores para el tratamiento
de enfermedades infecciosas. Si bien el pequefio tamafo de estas moléculas representa
una desventaja para aplicaciones terapéuticas debido a su rdpida eliminacién renal, la
vida media de los Nbs puede aumentarse mediante diferentes modificaciones. Ademas,
la multimerizaciéon de Nbs incrementa significativamente la potencia de neutralizacion

y evita el escape viral, tal como se ha demostrado para SARS-CoV-2, el IAV, el virus
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sincicial respiratorio (RSV), el virus de la rabia, entre otros [52], [79], [116], [117], [118],
[119], [120], [121].

La mayoria de los Nbs desarrollados en virologia estan dirigidos a proteinas
estructurales de los virus, con el objetivo de interferir en su capacidad de union a los
receptores celulares o en la fusién de las membranas del virus y la célula hospedadora,
impidiendo asi la liberacion del genoma viral. Esta tesis se presenta un ejemplo de dicha
aplicacion, con el desarrollo de Nbs especificos contra la proteina S de SARS-CoV-2, con
el fin de bloquear su interaccion con el receptor celular, contribuyendo asi a inhibir la
infeccion viral [98]. Otros ejemplos relevantes incluyen Nbs especificos para la proteina
estructural VP6 de rotavirus, capaces de inhibir la union del virus a la célula y proteger
a ratones y cerdos neonatos de la infeccion; Nbs contra la proteina de envoltura del virus
de la inmunodeficiencia humana (HIV), que impiden su unién al receptor CD4; y Nbs
dirigidos a la proteina E1 de CHKYV, que inhiben la infeccion al impedir la fusion de
membranas del virus y la célula hospedadora [122], [123], [124], [125], [126]. Ademas,
otros Nbs con actividad antiviral han sido desarrollados contra blancos virales
intracelulares, como la nucleoproteina de IAV o del virus de la estomatitis vesicular [82],

[127], [128], [129].

En ciertos casos, los Nbs no se han utilizado directamente como agentes antivirales, sino
como vehiculos para la entrega dirigida de moléculas terapéuticas, como ARN de
interferencia o inmunotoxinas, que son las responsables de ejercer la actividad antiviral

[130], [131].

La versatilidad de los Nbs se refleja no solo en el amplio rango de aplicaciones, sino
también en las diversas rutas de administracion posibles. Gracias a su alta estabilidad y
solubilidad, los Nbs pueden administrarse mediante vias convencionales, como la
intravenosa e intramuscular, como asi tambien por inhalacién o via oral, rutas
particularmente ttiles en el tratamiento de infecciones respiratorias o gastrointestinales,

respectivamente [132].

A pesar de que en la literatura existen numerosos reportes de Nbs con potencial
terapéutico, s6lo unos pocos han llegado a ensayos clinicos. Un ejemplo notable es ALX-
0171, un Nb trivalente dirigido contra la proteina de fusiéon de RSV [133]. Este Nb
demostrd eficacia en estudios preclinicos y fases clinicas tempranas, especialmente por

su capacidad para neutralizar el virus cuando se administra por inhalacion [134]. Sin
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embargo, estudios clinicos posteriores en infantes revelaron una disminucién en titulos
virales, pero sin una mejora significativa en el desenlace clinico, lo que limit6 su éxito en
los ensayos clinicos [135]. Otro Nb con actividad antiviral en llegar a ensayos clinicos fue
XVRO011, desarrollado contra el SARS-CoV-2. El tratamiento profilactico y terapéutico de
este Nb modificado, al cual se le agrego la region Fc de la inmunoglobulina tipo 1
humana (IgG1), protegioé de manera exitosa a los ratones y hamsteres de la infecciéon por
SARS-CoV-2 [136]. El ensayo clinico de fase 1 evalud su seguridad, tolerabilidad y
farmacocinética mostrando un perfil de seguridad favorable. Sin embargo, durante la
fase 2, el estudio fue retirado para redisefar el ensayo clinico, principalmente porque la

pandemia de COVID-19 dejo de ser considerada como tal.

A pesar de que atn no se han registrado casos de éxito en la autorizacion de Nbs
terapéuticos para enfermedades virales, existen cuatro Nbs aprobados para su uso
clinico en otras areas [137]. Ademads, 15 Nbs se encuentran en diversas fases de ensayos
clinicos para el tratamiento de enfermedades inmunoldgicas y oncoldgicas, lo que

demuestra el potencial de estas moléculas como agentes terapéuticos efectivos [138].
3. Consideraciones finales y estructura de la tesis

Los ultimos afios han demostrado las graves consecuencias que pueden tener las
infecciones virales estacionarias, emergentes y reemergentes, como queda demostrado
en la circulacién anual del virus de influenza, la pandemia de COVID-19 y los
recurrentes brotes de dengue que afectan a varios paises, especialmente en la region de
las Américas. Estos eventos subrayan la necesidad critica de contar con herramientas y
estrategias innovadoras para la deteccion, control y tratamiento de amenazas virales. En
este contexto, los Nbs han surgido como una plataforma robusta y versatil para el
diagnostico y tratamiento de infecciones virales debido a su alta afinidad, estabilidad

estructural y capacidad para ser modificados con facilidad.

Esta tesis se centra en la generacion, caracterizacion y modificacion de Nbs dirigidos
contra tres virus de particular relevancia: IAV, SARS-CoV-2 y DENV. A través de los
resultados obtenidos, se demuestra como los Nbs pueden ser utilizados tanto en la
deteccién temprana como en el tratamiento de infecciones virales, destacando su

potencial como plataforma sélida en la preparacion y respuesta a futuros brotes.

El capitulo 1 retoma un tema iniciado durante mi tesis de licenciatura, con el fin de

estudiar si los Nbs dirigidos contra una de las proteinas de estructura del IAV tenian
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capacidad de neutralizar diferentes subtipos del virus. Durante el desarrollo de estos
ensayos, emergio el SARS-CoV-2, provocando la mayor pandemia del altimo siglo. Ante
esta emergencia, cientificos de todo el mundo redirigieron sus temas de investigacion
para comprender radpidamente la biologia del SARS-CoV-2 y desarrollar herramientas
para detectar, prevenir o tratar la infeccion. El capitulo 2 de esta tesis detalla como
nuestro grupo de investigacion utiliz6 el conocimiento y experiencia en virus
respiratorios y Nbs para desarrollar una molécula con actividad antiviral contra SARS-

CoV-2.

En 2023, cuando finalmente la pandemia de COVID-19 dej6 de ser considerada como tal,
se registré un brote de dengue sin precedentes en toda la regién de las Américas. En
Argentina, se reportaron 133.344 casos de dengue, y la cifra en lo que va del 2024 es atin
mas alarmante, con mas de 760.116 casos totales. Sin embargo, solo el 25% de estos ha
sido confirmado por laboratorio debido a la falta de insumos para la correcta deteccion
de la infeccion. El capitulo 3 describe la modificacion de Nbs contra la proteina no
estructural 1 (NS1) de DENV, utilizada como marcador temprano de la infeccidn, y su

aplicacion en el desarrollo de un ensayo diagnostico para esta enfermedad.

En conclusidn, esta tesis no solo contribuye al avance en el uso de Nbs en virologia, sino
que también demuestra que nuestro grupo de investigacion cuenta con una base sdlida
para futuras investigaciones y desarrollos que puedan responder de manera eficiente a

las amenazas virales emergentes y reemergentes.
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Capitulo 2: Caracterizacion de Nbs anti-HA para el

tratamiento o diagnostico de la infeccion por IAV.
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1. Introduccion

1.1.Estructura del virus de influenza A

El virus de influenza pertenece a la familia Orthomyxoviridae y se clasifica en cuatro tipos
(A, B, Cy D) segtin la identidad de dos proteinas del virus, la nucleoproteina (NP) y la

proteina de matriz (M1).

El virus de influenza A es un virus envuelto, esférico o filamentoso, cuyo didmetro varia
entre 100 y 200 nm (Figura 4A) [139]. Su genoma consta de ocho segmentos de ARN
monocatenario de polaridad negativa que codifican para al menos 17 proteinas (Figura
4B) [140], [141]. La membrana externa del virus deriva de la membrana lipidica de la
célula hospedadora y contiene espigas de las glicoproteinas hemaglutinina (HA) y
neuraminidasa (NA) en una relacion 4:1 [142]. Una tercera proteina, M2, atraviesa la
membrana viral y forma un canal iénico que juega un papel importante en la liberacién
del genoma viral durante la entrada del virus a la célula [139]. Por debajo de esta
envoltura se encuentra la proteina M1, que proporciona estabilidad estructural y
participa en el ensamblaje y brotacién de nuevas particulas virales [143]. Dentro de la
matriz M1 se encuentran el complejo de ribonucleoproteinas (RNP), conformado por el
ARN gendmico asociado a tres polimerasas (PA, PB1 y PB2) y la NP, componentes

esenciales para la replicacion viral [142], [144].

A B
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é, ’ ! Hemaglutinina (HA) PB2 3" — —5' (2341 nt)
\ PB1 3" — —5' (2341 nt)
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. & ARN polimerasa
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Figura 4. (A) Estructura del virién del IAV. (B) Organizacion genémica: los ochos segmentos de
ARN monocatenario codifican para PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M y NS, respectivamente

(indicado en recuadro naranja). Las lineas negras al final de cada segmento de ARN indican las

=

regiones no traducidas 5 y 3, mientras que las lineas naranjas indican las sefiales de
empaquetamiento. Adaptado de Abubakar et al. y Fodor et al. [145], [146].
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El genoma del IAV también codifica para algunas proteinas no estructurales que estan
implicadas en la regulacion celular (Figura 4B). El segmento de ARN que codifica para
PB1 posee un marco abierto de lectura solapado, que da lugar a una proteina no
estructural con funcion pro-apoptdtica denominada PB1-F2, y para N40 que juega un
papel importante en la replicacion viral [147]. Una tercera proteina no estructural (NS1)
estd implicada en numerosas interacciones en la célula hospedadora, incluyendo los

mecanismos antivirales de escape [140].

Dentro de las proteinas de membrana del virus, la HA es el principal antigeno viral que
induce la produccion de anticuerpos neutralizantes. Esta proteina no solo permite el
reconocimiento y union del virus a la célula hospedadora, sino que también media la
fusion entre la particula viral y la membrana celular durante la entrada del virus a la
célula [148]. La HA se sintetiza en el reticulo endoplasmico (RE) rugoso como un tinico
polipéptido (HAO, ~61 kDa) que luego es procesado por proteasas celulares en dos
cadenas polipeptidicas (HA1 y HA2) unidas por un puente disulfuro [144], [149].
Estructuralmente, la HA es una proteina integral de membrana compuesta por tres
monodmeros (Figura 5). Cada mondémero comprende dos dominios: un dominio globular
ubicado sobre un dominio de tallo [150]. El dominio globular, compuesto mayormente
por la cadena HA1, contiene el sitio de unién al receptor, mientras que la regién del tallo,
formado por una parte de HA1 y HA2, ancla la proteina a la membrana y contiene el
péptido hidrofébico necesario para la fusion de las membranas viral y de la célula
hospedadora [150], [151], [152], [153]. La mayoria de los anticuerpos generados durante
la infeccion se dirigen contra sitios antigénicos situados en el dominio globular, el cual
es altamente variable entre diferentes subtipos. Por oposicion, la region del tallo esta
relativamente conservada y los anticuerpos producidos contra esta region son capaces

de brindar proteccion cruzada contra diferentes subtipos [154], [155].
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Figura 5. Estructura del trimero, monémero y dominio HA2 de la HA. En las estructuras del
trimero y mondmero de HA, el dominio globular inmunodominante y el dominio del tallo estan
coloreados en azul y rojo, respectivamente. A pesar de la posicién menos accesible del HA2
dentro de la molécula, se han determinado cuatro regiones antigénicas en esta region. Sitio
antigénico I: rojo (AA 1-38) que contiene el péptido de fusion; dos sitios antigénicos diferentes 11
y IV en la misma region: amarillo (AA 125-175); y sitio III: rosa (AA 38-112). Fuente: Kostolansky
et al. [156].

Los IAV se dividen en distintos subtipos segin las variaciones antigénicas en sus
proteinas de superficie, HA y NA [142]. Actualmente se han descripto 18 subtipos de HA
y 11 subtipos de NA del virus de influenza A, todos los cuales infectan aves, excepto
H17N10 y H18N9, que se encuentran en murciélagos [157], [158]. En humanos, los
subtipos H1, H2 y H3 de HA y N1 y N2 de NA son responsables de pandemias y
epidemias anuales [159]. Sin embargo, se han reportado infecciones esporadicas con los
virus con potencial pandémico, como H5 y H7. Estos subtipos, tipicamente aviares, han
demostrado capacidad para infectar a humanos con alta letalidad pero sin transmision

sostenida, como en los casos de H5N1 y H7N9 [7], [160], [161].
1.2.Ciclo de replicacion del virus de influenza A

El ciclo de replicacion del IAV ocurre principalmente en las células epiteliales del tracto
respiratorio de humanos y otros mamiferos, y en las células epiteliales del intestino de
las aves [162]. Este ciclo inicia cuando el virus se une a los receptores de la membrana de
la célula hospedadora, especificamente glicoproteinas y glicolipidos que contienen acido
sidlico, a través de la HA (Figura 6). La HA reconoce preferentemente uno de los dos
tipos de union acido sidlico-galactosa, dependiendo de la especie del hospedador [139].

Los virus aviares y equinos se unen a los receptores de acido sidlico unidos a galactosa
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mediante uniones a(2,3); mientras que los virus que infectan humanos reconocen
preferentemente moléculas de acido sidlico con uniones «(2,6) [163]. Por otro lado, los
cerdos poseen receptores con ambos tipos de uniones, lo que facilita su susceptibilidad

a infecciones tanto de cepas aviares como humanas [164].
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Figura 6. Ciclo de replicacion viral del IAV.

Luego de la unidn al receptor, el virus ingresa a la célula mediante endocitosis mediada
principalmente por vesiculas revestidas de clatrina [139]. Dentro del endosoma, el
ambiente dcido induce un cambio conformacional en la HA, en donde se expone el
péptido de fusidon de la subunidad HA2 y facilita la fusion de las membranas viral y
endosomal [142]. El pH bajo del endosoma también activa al canal iénico M2, el cual
acidifica el interior del virus, liberando el complejo de RNP al citoplasma de la célula
hospedadora [163], [165]. Asi, el ARN viral (ARNv) y sus proteinas se transportan al
nucleo de la célula hospedadora gracias a las sefales de localizacion nuclear presentes

en el complejo de RNDP.

Una vez translocados al nucleo, la ARN polimerasa transcribe y replica el ARNv en tres
tipos de moléculas de ARN: el ARN complementario de polaridad positiva, que se utiliza
como templado para generar mas moléculas de ARNv; ARNs pequefios de polaridad

negativa, los cuales se creen que regulan el cambio de la transcripcion al proceso de
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replicacion [166]; y ARNs mensajeros virales, que se exportan del ntcleo al citoplasma
para la traduccion de proteinas [158]. Las ARN polimerasas virales y la NP, producidas
en el citoplasma son importadas al nticleo para aumentar la tasa de sintesis del ARNv
[143]. Por otro lado, las proteinas de superficie HA, NA y M2 son sintetizadas en los
ribosomas presentes en las membranas del reticulo plasmatico. Alli se pliegan y son
glicosiladas para luego ser transportadas al aparato de Golgi, donde sufren
modificaciones postraduccionales, y finalmente a la superficie celular, donde se integran

a la membrana.

En las etapas finales de la infeccidn, la proteina M1 y NEP permanecen en el nticleo y se
asocian al complejo RNP viral para mediar su transporte al citoplasma y posteriormente
a la membrana plasmatica [162]. Las particulas virales se ensamblan en la superficie
celular a través del proceso de brotacion, que ocurre principalmente en los dominios de
balsas lipidicas de la membrana [167]. Para que dichas particulas sean liberadas, la NA
debe romper las uniones presentes entre el acido sialico y la hemaglutinina, permitiendo

la diseminacion del virus e infeccién de nuevas células [142].
1.3. Prevencion y tratamiento de la infeccion

La influenza estacionaria constituye una gran amenaza para la salud publica a nivel
mundial, causando aproximadamente 1.000 millones de casos anuales y entre 290.000 y
650.000 muertes relacionadas con complicaciones respiratorias [168], [169]. Por este
motivo, la prevencidn y el tratamiento de la infeccion constituyen pilares fundamentales

para mitigar su impacto y mejorar la respuesta ante los brotes epidémicos y pandémicos.

Hoy en dia, las vacunas representan la herramienta mas efectiva para reducir la
incidencia de la enfermedad y la severidad de sus sintomas. La composicion de las
mismas se revisa anualmente por el “Sistema de Respuesta y Vigilancia de Influenza a
Nivel Mundial” (GISRS) debido a la alta capacidad de mutacion y deriva antigénica del
virus, que conlleva la aparicion de nuevas cepas circulantes [170]. Estas vacunas suelen
basarse en virus inactivados o atenuados que inducen la produccién de anticuerpos
neutralizantes contra HA y NA [171]. Sin embargo, la efectividad de las vacunas puede
variar de afo en afno y depende de la correspondencia entre las cepas vacunales y los

virus circulantes en la poblacién [172].
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Por otra parte, el tratamiento de la infeccién por el IAV se basa en el uso de agentes
antivirales, como los inhibidores de la neuraminidasa (oseltamivir, zanamivir y
peramivir) y los inhibidores de la polimerasa (baloxavir marboxil), que actian
impidiendo la liberacion de nuevas particulas virales o interfiriendo en la replicacion del
ARNYv, respectivamente [173], [174], [175]. Estos tratamientos son mas efectivos cuando
se administran en las primeras 48 horas tras el inicio de los sintomas, ya que reducen la
duracion de la enfermedad y la severidad de las complicaciones. Sin embargo, su uso no
es 100% efectivo, ya que pueden surgir algunas mutaciones que vuelven al virus
resistente debido a la presion selectiva inducida por dichos antivirales, como la
sustitucion H274Y en el gen de la NA que confiere resistencia a oseltamivir y peramivir
[176]. De esta manera, la emergencia de multiples cepas resistentes a estos farmacos
representa un desafio para el manejo clinico de la enfermedad, subrayando la necesidad
de una mejora en el desarrollo de farmacos y de nuevas estrategias antivirales, como la

generacion de agentes terapéuticos de amplio espectro.
1.4.Influenza y zoonosis

La influenza aviar y porcina representan amenazas significativas tanto para la salud
animal como para la salud humana, debido a su potencial transmision entre especies y
a sus graves consecuencias econdmicas y sanitarias. Las aves silvestres actian como el
principal reservorio natural para la mayoria de los IAV, portandolos frecuentemente de
manera asintomatica [177]. Sin embargo, algunos subtipos del virus, como H5 y H7,
pueden evolucionar hacia formas altamente patogénicas (HPAIV), causando brotes
devastadores de influenza aviar, en particular en poblaciones de aves de corral [178].
Estos brotes pueden alcanzar tasas de mortalidad de hasta el 100% en aves infectadas, lo
cual tiene consecuencias catastroficas no solo para la economia avicola, sino también

para la seguridad alimentaria en las regiones afectadas [177], [179].

Recientemente, se ha reportado un brote de HPAIV H5N1 en ganado vacuno, indicando
la capacidad de este virus de adaptarse a nuevos hospedadores y despertando
preocupaciones tanto en el ambito de la salud animal como humana [8], [180]. La

infeccidn en bovinos se ha asociado con sintomas respiratorios leves a moderados, pero
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su verdadera implicancia en la dindmica de transmision viral y su potencial zoondtico

aun son inciertos.

A su vez, algunos subtipos de HPAIV, como el H5N1 y el H7N9, han demostrado
capacidad zoondtica al cruzar la barrera de especie e infectar seres humanos y otros
mamiferos [160], [161]. Estos virus son altamente mortales para humanos; hasta febrero
de 2024, se han reportado 887 casos confirmados de infecciones humanas con H5N1, con
una mortalidad del 52.08%, una tasa considerablemente mas alta que el 0.1%
caracteristico de la gripe estacional, para la cual se cuenta con vacunas [181]. Aunque la
transmision sostenida entre humanos de estos subtipos es limitada, la posibilidad de que
ocurra una recombinacion genética que facilite esta propagacion es una amenaza latente,
lo que subraya la importancia de la vigilancia de estas cepas en los programas de salud

publica a nivel mundial.

La influenza porcina también plantea riesgos considerables para la salud publica y la
industria. Los subtipos HIN1, HIN2 y H3N2 del IAV son endémicos en poblaciones de
cerdo a nivel global, ocasionando brotes con altas tasas de morbilidad, pero con una
mortalidad relativamente baja [182]. Sin embargo, el impacto en la mortalidad y en las
pérdidas econdmicas dentro de la industria porcina aumenta notablemente en casos de

co-infeccion con otros patodgenos respiratorios [183], [184].

En su tracto respiratorio, los cerdos poseen receptores de acido sidlico tanto de tipo a-
2,3, caracteristicos de las aves, como de tipo a-2,6, propios de los humanos [164]. Esta
caracteristica les permite ser infectados simultdineamente por virus de influenza de
origen aviar y humano, facilitando la recombinacion genética entre diferentes subtipos
[185]. Esta mezcla genética puede generar nuevas variantes virales con potencial de
transmision zoonotica, adaptadas para infectar a los humanos. Un ejemplo claro de este
fendmeno fue la pandemia de HIN1 en 2009, donde surgié una cepa resultante de la

combinacién de genes de influenza de origen humano, aviar y porcino [186].

2. Objetivos

Teniendo en cuenta el creciente desafio que representan las cepas de influenza resistentes

a los farmacos actuales y la necesidad urgente de desarrollar nuevas estrategias
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antivirales, en esta parte de la tesis propusimos una solucién innovadora a través de la
produccién de Nbs dirigidos contra la proteina HA de diversas cepas de influenza. Este
enfoque no solo busco ofrecer una alternativa terapéutica efectiva y adaptada a la
constante evolucion del virus y su capacidad de mutacion y deriva antigénica, sino
también responder a la amenaza de zoonosis y el potencial pandémico que representan
la influenza aviar y porcina. Es por eso que el objetivo general de este trabajo consistio
en desarrollar y caracterizar Nbs que reconozcan a la proteina HA de diferentes cepas

de influenza para ser utilizados como moléculas antivirales de amplio espectro.
Los objetivos especificos de este trabajo fueron:

1) Expresar y purificar Nbs bivalentes y fusionados al dominio Fc de las
inmunoglobulinas de raton.

2) Estudiar la capacidad inhibitoria in vitro de los Nbs monovalente, bivalentes y
fusionados al dominio Fc frente a la infeccion viral causada por diferentes

subtipos del IAV.

3. Antecedentes

Con el objetivo de obtener Nbs capaces de reconocer varias cepas del IAV, se
inmunizaron dos llamas (Lama glama) con proteinas recombinantes de la region del tallo
de la HA de las cepas H3 equina y H5 humana. Esta estrategia fue utilizada para dirigir
la respuesta inmune de la llama al dominio del tallo que se encuentra altamente
conservado entre los diferentes subtipos de IAV, dado que el dominio globular suele
enmascarar esta region. A su vez, se realizaron refuerzos con virus HIN1 y H3N2

humanos provenientes de vacunas comerciales.

Luego de la inmunizacién de la llama y la construccion de la biblioteca de Nbs, se
seleccionaron 6 Nbs especificos dirigidos contra la HA de las cepas H3 equina y H5
humana. Durante mi trabajo de tesis de licenciatura, se expresaron y purificaron 2 de
estos 6 Nbs que poseian mayor variabilidad en la secuencia (Nb-2 y Nb-4) y se
caracterizaron mediante ELISA. Se observo asi que cuando la HA del virus esta
completa, los 2 Nbs en estudio tnicamente reconocen al virus pandémico HIN1. Sin

embargo, al aplicar un tratamiento de manera de simular las condiciones necesarias para
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la entrada del virus a la célula y eliminar la regioén globular de la HA, se observo que los
Nbs tenian reactividad cruzada, al ser capaces de reconocer distintos subtipos del IAV

(HINT, H3N2, H3N8, H5N1, H7N9 y HON2) (Anexo 1).

A su vez, se generaron diversas construcciones que permitieron la modificaciéon de los
Nbs: Nbs bivalentes (dos Nbs unidos a través de un linker de 20 AA compuesto por
glicinas y serinas) y Nbs fusionados al dominio Fc de las inmunoglobulinas de raton
(Nbs Fc). Estas modificaciones tenian como objetivo aumentar la valencia de los Nbs y,
en consecuencia, mejorar la afinidad y su capacidad inhibitoria. La regién Fc también
prolonga el tiempo de vida media en sangre debido al aumento en tamano de la
molécula y le confiere funciones efectoras dependiente de anticuerpos, dos

caracteristicas clave para el desarrollo de moléculas antivirales.
4. Resultados

Todos los resultados informados en este capitulo se realizaron en el laboratorio del Dr.
Xavier Saelens en el Instituto de Flandes de Biotecnologia (Gante, Bélgica), bajo el marco

de una estancia de investigacion de 3 meses.

4.1.Expresion y purificacion de proteinas recombinantes

4.1.1. Expresion y purificacion de Nbs bivalentes

Durante el desarrollo de mi tesis de licenciatura, se intent6 expresar a mediana escala los
Nbs bivalentes generados. Sin embargo, los rendimientos obtenidos luego de la
purificacion eran considerablemente bajos (0,15 mg/l a 1 mg/l). Luego de un andlisis de
secuencia del vector utilizado para la expresion de estas moléculas, se observé que el
bajo rendimiento de produccion se debia a una mutacion puntual en la secuencia lider
N-terminal de la pectato liasa B de Erwinia carotovora (pelB, secuencia de secrecion a
periplasma). Para resolver este problema, se subclondé la secuencia de ADN
correspondiente a los Nbs bivalentes en un vector de expresion que contenia la secuencia

de secrecion periplasmica correcta.

Los Nbs fueron expresados en células E. coli WK6 y purificados desde el periplasma
bacteriano mediante cromatografia de afinidad de metales inmovilizados (IMAC). La

modificacion realizada permitié una mejora significativa en la expresiéon y purificacion
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de los Nbs bivalentes, lo cual se refleja en un incremento en la intensidad de bandas
observadas en las fracciones de elucion del Nb bivalente con la mutacion corregida

(Figura 7). Esta modificacion permiti6 alcanzar rendimientos en el rango de 5 a 10 mg/1.

Nb 2 bivalente (mut pelB) Nb 2 bivalente (corregido)

MOFT L1 L2 L3 E1 E2 E3 E4 M M FT L1 L2 L3 E1 E2 E3 E4 M

- 180

. - 50
i
B e

- 15

Figura 7. Expresion y purificacion del Nb-2 bivalente con la mutacion puntual en la secuencia
pelB y del Nb-2 bivalente corregido. Perfiles proteicos en diferentes etapas de la purificacién en
membranas de nitrocelulosa reveladas mediante Western blot (panel inferior) y geles SDS-PAGE
tenido con azul de Coomassie (panel superior). MI: muestra inicial antes de pasar por la resina.
FT: fraccion no unida a la resina. L1, L2 y L3: lavados. E1, E2, E3 y E4: eluciones. M: marcador de
PM en kDa.

4.1.2. Expresion y purificacion de Nbs Fc

Los plasmidos que contenian las secuencias de los Nbs fusionados al dominio Fc se
transfectaron en células HEK-293 en suspension utilizando polietilenimina (PEI) como
agente de transfeccidon. Seis dias posteriores a la transfeccion, se recolectaron los

sobrenadantes de cultivo para proceder a la purificacion de los Nbs Fc.

La purificacion se llevd a cabo en un sistema AKTA empleando columnas de niquel
HisTrap™ HP (Figura 8A). Todas las fracciones correspondientes a los dos picos
obtenidos en el cromatograma de la purificacion se analizaron por SDS-PAGE (Figura
8A y B). En las calles 3 a 10 del pico 2, se observo una banda predominante de 45 kDa,
correspondiente al PM esperado de una cadena de los Nbs Fc. Los rendimientos
obtenidos fueron altos, alcanzando aproximadamente 25 mg/l para el Nb-2 Fc y 18 mg/1
para el Nb-4 Fc, lo que demuestra la eficiencia de este sistema para la producciéon a

mediana escala de estas moléculas.
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Figura 8. Figuras representativas de la purificacion de los Nbs Fc. (A) Perfil de la IMAC de la
purificacion del Nb-2 Fc. (B) Analisis mediante SDS-PAGE y tincién con azul de Coomassie de las
fracciones del pico 1 (calles 1y 2) y del pico 2 (calles 3 a 10) de la purificacién del Nb 2 Fc. M:
marcador de PM en kDa.

4.2.Estudio de la capacidad neutralizante e inhibitoria de las moléculas

generadas
4.2.1. Ensayo acelerado de inhibicion viral con lectura de NA
(AVINA)

Para evaluar la capacidad inhibitoria de los diferentes formatos de Nbs obtenidos, se
utilizo el ensayo AVINA, previamente optimizado en el laboratorio del Dr. Saelens. Este
ensayo se basa en la medicién de la actividad de la NA del virus de influenza, lo que
permite cuantificar indirectamente la replicacion viral. En el caso de inhibicion exitosa,
la disminucidn de la actividad de NA indicaria una reduccion en la replicacion del virus,

sugiriendo la efectividad de la molécula evaluada.

Inicialmente, se evaluo si los diferentes anticuerpos desarrollados contra el tallo de HA
eran capaces de inhibir la actividad viral de los subtipos HIN1 y H3N8. Los resultados
del ensayo demostraron que ninguna de las moléculas desarrolladas logré inhibir la
replicacion viral en ambos subtipos, ya que no se observé una reduccién en la actividad
de NA (Figura 9). En consecuencia, debido a la falta de eficacia de los anticuerpos en
estudio contra estos subtipos, no se continud con este ensayo con otros subtipos del
virus.

Por otro lado, no se pudo determinar la capacidad neutralizante de las construcciones
generadas para el Nb-4, ya que el mismo perdié completamente su capacidad de

reconocimiento a los diferentes subtipos de IAV cuando se multimerizo.
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Figura 9. Determinacion de la actividad de la NA de los subtipos (A) HIN1 y (B) H3NS8 frente a
los anticuerpos desarrollados. E1 Nb R1aB6 fusionado al dominio Fc fue utilizado como control
positivo ya que posee reactividad cruzada y es capaz de neutralizar algunos subtipos de IAV
[187]. Dos anticuerpos irrelevantes, en su formato monomérico o fusionado al dominio Fc,

dirigidos contra GFP se utilizaron como controles negativos del ensayo.

4.2.2. Ensayo de microneutralizacion

El ensayo de microneutralizacion (MN) representa otro método para evaluar la
capacidad inhibitoria de los anticuerpos generados, proporcionando una medida directa
de su eficacia en la neutralizacion de la infeccion viral. Para este estudio, se puso a punto

el ensayo siguiendo el protocolo descripto por Hufton et al. [187].

Los resultados obtenidos indicaron que so6lo el Nb-2 Fc posee actividad neutralizante
frente al subtipo HIN1 (ICso 473.4 nM), pero unicamente al ser utilizado en altas
concentraciones (Figura 10A). Para el caso del subtipo H3N8, ninguno de los anticuerpos

presento actividad neutralizante (Figura 10B).
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Figura 10. Determinacion de la actividad neutralizante de los anticuerpos desarrollados contra el
subtipo HIN1 (A) y H3N8 (B) del virus de influenza. E1 Nb R1aB6 fusionado al dominio Fc fue
utilizado como control positivo para el subtipo HIN1 y el Nb GFP Fc como control negativo del

ensayo. (C) Dado que el Nb R1aB6 no es capaz de neutralizar el subtipo H3NS8 se utilizé un suero
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proveniente de un ratéon inmunizado con virus inactivado de H3N8 como control positivo de

dicho ensayo.

4.2.3. Estudio de la inhibicion de la hemélisis de globulos rojos

Teniendo en cuenta que los Nbs seleccionados estan dirigidos contra la region
conservada del tallo de la HA, es posible que su mecanismo de accién no implique
directamente la neutralizacion de la infeccion, sino la inhibicion de etapas posteriores en
el ciclo de replicacion viral, como la fusion de las membranas del virus y del endosoma.
Esto explicaria la razén por la cual los otros dos ensayos, en los cuales se evalud la
capacidad neutralizante, indican que estas moléculas no son efectivas para bloquear de
la entrada del virus a la célula. Algunos estudios han demostrado que anticuerpos
dirigidos contra esta regién de la HA puede ser mas efectivos en ensayos funcionales

que evaltian la capacidad de inhibir la fusién de membranas [188], [189].

El ensayo de inhibicion de la hemdlisis de globulos rojos permite estudiar la capacidad
de los anticuerpos de interferir con este proceso. Este ensayo se basa en la capacidad de
la HA de inducir la fusiéon de membranas bajo condiciones acidas, como las que se
encuentran en los endosomas, lo que resulta en la lisis de gldbulos rojos expuestos al
virus. Asi, inhibidores efectivos de la fusion deberian disminuir o eliminar la hemolisis

inducida por el IAV.

Para este trabajo, se intent6 establecer las condiciones 0ptimas del ensayo utilizando
diferentes concentraciones de virus y ajustando parametros experimentales basados en
protocolos publicados [190], [191]. Sin embargo, a pesar de multiples intentos, no se
logré reproducir consistentemente los pardmetros para obtener resultados concluyentes.
En particular, se observo que la hemolisis de los globulos rojos al incubarse tinicamente
con el virus era inconsistente; mientras que en algunos experimentos se presentaba

claramente, en otros no se logrd reproducir el mismo resultado.
5. Discusion

La influenza A representa un desafio persistente para la salud publica y animal debido
a su capacidad de mutacién y recombinacion genética, procesos que facilitan la aparicion
de nuevas cepas con potencial pandémico, como quedd demostrado con la pandemia de

HINT en 2009. La busqueda de herramientas eficaces para combatir y monitorear esta
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enfermedad es una prioridad a nivel global, especialmente en un contexto donde la
deteccion temprana y la respuesta rdpida son cruciales para mitigar los impactos
sanitarios y economicos. La identificacion de anticuerpos monoclonales ampliamente
neutralizantes, aislados de humanos y dirigidos a la region conservada del tallo de la
HA, ha proporcionado informacién valiosa para el desarrollo de terapias efectivas [192].
En este contexto, el presente estudio se enfoco en el desarrollo de Nbs dirigidos al tallo
de la HA con el objetivo de generar moléculas antivirales de amplio espectro. Estas
moléculas tienen un potencial significativo no solo en estrategias terapéuticas, sino
también en el desarrollo de sistemas de diagndstico que contribuyan a la vigilancia

epidemioldgica.

Durante el desarrollo del proyecto, los ensayos de AVINA y MN, utilizados para evaluar
la capacidad neutralizante de los Nbs, no mostraron los resultados esperados. La
ausencia de actividad neutralizante sugiere que estos Nbs no actiian bloqueando la
entrada viral, sino que podrian interferir en etapas posteriores del ciclo de replicacion
viral. Esta hipotesis es consistente con estudios previos que han demostrado que el
mecanismo de accion de los anticuerpos dirigidos al tallo de HA, capaces de neutralizar
multiples subtipos de IAV, ocurre principalmente inhibiendo la actividad de la fusion de
las membranas [188], [189], [193], [194], [195], [196]. Este mecanismo resalta la
importancia de explorar métodos alternativos para evaluar la eficacia antiviral en etapas

posteriores a la entrada del virus a la célula.

El ensayo de inhibiciéon de hemdlisis, planteado como una alternativa para evaluar la
capacidad de los Nbs de inhibir la fusién de membranas, presenté multiples desafios
técnicos. Las dificultades en la estandarizacion del ensayo podrian atribuirse a la
sensibilidad de las condiciones experimentales, incluyendo el pH del buffer y la calidad
de los gldébulos rojos utilizados. Como alternativas, se consideraron ensayos mas
robustos, como aquellos basados en liposomas marcados con fluoréforos o ensayos de
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET), que permiten
monitorear la fusion de membranas de manera mas precisa [197], [198]. Sin embargo, la
falta de equipamiento adecuado limit6é la implementacion de estas técnicas en este

estudio.

42



A pesar de que los Nbs desarrollados no mostraron eficacia como agentes antivirales
neutralizantes, su capacidad para reconocer multiples subtipos de influenza A destaca
su valor para aplicaciones diagndsticas. Esto es especialmente relevante dentro del
enfoque One Health, que tiene como objetivo integrar y optimizar la salud de las
personas, los animales y los ecosistemas [199]. Estos Nbs podrian ser herramientas clave
para la vigilancia epidemiolégica, facilitando la detecciéon temprana de cepas de
influenza con potencial pandémico en criaderos de aves, porcinos y ganado vacuno, y
eventualmente en poblaciones de aves silvestres. La deteccion temprana es esencial para
prevenir la transmision a humanos y contener los brotes. Ademas, estos Nbs y sus
variantes modificadas pueden ser utilizados para el desarrollo de kits diagndsticos
portatiles, accesibles y de bajo costo, contribuyendo significativamente a la capacidad

global de respuesta ante emergencias sanitarias.
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Capitulo 3: Desarrollo de Nbs capaces de neutralizar la
infeccion causada por el SARS-CoV-2
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1. Introduccion

1.1. Estructura del SARS-CoV-2
SARS-CoV-2 es un virus envuelto, de ARN simple cadena y polaridad positiva que
pertenece al género Beta coronavirus [200]. El genoma de SARS-CoV-2 posee un tamano
de aproximadamente 30 kb y contiene 14 marcos de lectura abiertos (ORFs) que codifican

un total de 31 proteinas (Figura 11A) [200].
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Figura 11. Estructura y organizacién genémica de SARS-CoV-2. (A) Representacion esquematica
de la organizacién del genoma de SARS-CoV-2. (B) Esquema de la estructura del virus SARS-
CoV-2. (C) Interaccién entre la proteina S y el receptor ACE2. (D) Organizacion del gen que
codifica para la proteina S, indicando las subunidades S1 y S2. Fuente: Gupta et al. [201].

La traduccién de ORF1la y ORFlab da origen a dos grandes poliproteinas, pplay pplab,
que son procesadas por una proteasa viral en 16 proteinas no estructurales (nsp)
esenciales para la replicacion del genoma y regulacion temprana de la transcripcion
[202]. Las proteinas estructurales del virus, Spike (S), la proteina de envoltura (E), la
proteina de membrana (M) y la nucleoproteina (N) estan codificadas por 4 ORFs
diferentes (Figura 11A y B). Estas proteinas son comunes a todos los coronavirus y estan

involucradas en la formacién del viridn y en la supresion de la respuesta inmune [203].
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Ademads, un grupo de genes codifican para 7 proteinas accesorias (ORF3a, ORF3b,
ORF3c, ORF3d, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9b, ORF9c y ORF10) que estan
involucradas en la regulacidon de la infeccion viral y son determinantes de la patogenia

del virus [204].

Entre las proteinas estructurales del virus, la proteina S es el principal determinante de
la respuesta inmune antiviral y un blanco critico en la generacion de anticuerpos
neutralizantes [205]. La proteina S es un homotrimero que se encarga de unir e
internalizar el virus en las células hospedadoras a través de su interaccion con los
receptores de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) presentes en la superficie
celular (Figura 11C) [206], [207]. Esta glicoproteina de membrana le da forma a la
superficie viral similar a una corona solar, que le confiere a los coronavirus su

caracteristica morfologica distintiva [208].

La proteina S de SARS-CoV-2 posee un tamafio molecular de aproximadamente 150 kDa
y estd compuesta por dos subunidades, S1 y S2 (Figura 11D). La subunidad S1 posee
cuatro dominios definidos: el dominio amino-terminal (NTD), el dominio de unién al
receptor (RBD) y dos dominios carboxi-terminales (51 y S2) [208]. Esta subunidad, en
particular RBD, es la responsable de la union al receptor en la célula hospedadora [200].
La subunidad S2 contiene cuatro regiones conservadas: un péptido de fusion, dos
secuencias repetidas heptapeptidicas (HR1 y HR2) y una region transmembrana (TMD).
El péptido de fusion de la subunidad S2 permite la fusién de las membranas del virus y

la célula hospedadora, lo que facilita la entrada del ARNvV en las células [209].

1.2.Ciclo de replicacion del SARS-CoV-2
El ciclo de replicacion de SARS-CoV-2 inicia con la adherencia de la particula viral a la
membrana de la célula hospedadora a través de la union de RBD al receptor ACE2
(Figura 12). A continuacidn, la proteina S se escinde en su subunidad S2 por la proteasa
de serina transmembrana tipo II (TMPRSS2) presente en células epiteliales del tracto
respiratorio, gastrointestinal y prostata [210], [211]. Esta escision activa a la proteina S,
la cual sufre un cambio conformacional que expone el péptido de fusion de esta proteina
y permite la fusion entre las membranas del virus y de la célula hospedadora,
permitiendo la liberaciéon del ARNV en el citoplasma de la célula. En las células que no
poseen cantidades suficientes de TMPRSS2 o esta proteasa estd ausente, el virus es

internalizado mediante endocitosis mediada por clatrina [212], [213]. Luego de la
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acidificacion del endosoma, la proteina celular catepsina L o B cliva la subunidad S2

permitiendo asi la fusiéon de las membranas del virus y de la célula hospedadora.
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Figura 12. Ciclo de replicacion del SARS-CoV-2. Fuente: Yang et al. [214].

Cuando el ARNV es liberado en el citoplasma de células infectas, se traducen ORFla y
ORF1lab para producir dos poliproteinas, tal como se explicd anteriormente. A partir de
estas poliproteinas, se liberan 16 nsp mediante la escision proteolitica llevada a cabo por
dos proteasas localizadas dentro de nsp3 y nsp5. La proteina no estructural 12, una
polimerasa de ARN dependiente de ARN, se ensambla con otras nsp para formar el
complejo de replicacion y transcripcion viral que se ancla en vesiculas de doble
membrana [215], [216]. Este complejo transcribe una serie de ARNm subgendmicos que
luego se traducen en las proteinas estructurales el virus. La nucleoproteina forma un
complejo con el ARN gendmico, mientras que las proteinas S, E y M se insertan en la
envoltura viral en los compartimentos intermedios del RE y el aparato de Golgi [217].
Finalmente, las particulas virales ensambladas se liberan de las células infectadas

mediante un mecanismo similar a la exocitosis [218].
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1.3.Epidemiologia del SARS-CoV-2
Hasta el afio 2002, los coronavirus pertenecian a un grupo de virus capaces de causar
infecciones leves en humanos, similares a un resfriado comun. Sin embargo, la aparicion
del SARS-CoV en ese afio represent6 un cambio drastico de ese escenario, al provocar
un brote de sindrome respiratorio agudo grave con un saldo de 700 muertes a nivel
mundial [219]. Una década después, surgio el virus del sindrome respiratorio de Oriente
Medio con una tasa de letalidad del 35%, aun mayor [220], [221]. Segtin algunos expertos,
la aparicion de un nuevo coronavirus era inevitable con el paso del tiempo. Asi fue como
en 2019, el SARS-CoV-2 fue identificado como el agente causal de los primeros casos de

neumonia viral en Wuhan, China [222].

A principios de la pandemia del SARS-CoV-2, se identificaron dos linajes principales en
China, A y B, siendo el linaje B el que mas se extendio globalmente y del cual emergieron
las variantes del virus [223]. A pesar de las medidas de contencion, el virus se propagod
rapidamente a otros continentes, con los primeros casos fuera de China detectados en
enero de 2020. En Europa, se observo la presencia de la mutacion D614G en ciertas cepas
circulantes a principios de 2020, la cual se convirtié en la variante predominante,
reemplazando a las cepas originales [224]. Esta variante, denominada B.1 se extendio
rapidamente, posicionando a Europa en el epicentro de la pandemia, seguida por

América del Norte (Figura 13) [223], [225].
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Figura 13. Evolucion cronoldgica y olas epidemioldgicas de SARS-CoV-2 desde marzo de 2020
hasta febrero de 2024. Progresion de las principales variantes del virus, escaladas
proporcionalmente al nimero de infecciones durante cada ola. Se incluyen seis olas principales
impulsadas por las variantes B.1.1 (linaje parental), Beta (B.1.351), Alfa (B.1.1.7), Delta (B.1.617.2),
y dos olas consecutivas de Omicron (BA.1/BA.2 y BA.5). Posterior a la sexta ola, se observa un
periodo caracterizado por una diversidad de linajes de Omicron y la emergencia de variantes
recombinantes XBB de BA.2. Las variantes de interés que circulan actualmente en la poblacién
(BA.2.86 y JN.1) son indicadas al final del periodo analizado. El corchete negro resalta las
infecciones iniciales escaladas por un factor de 20 para mejorar su visibilidad. Adaptado de
Chrysostomou et al. [226].

A finales del 2020, surgieron tres variantes de preocupacion (VOCs) del linaje B.1, que
reemplazaron a la cepa original. Estas variantes, Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351) y Gamma
(P.1), se caracterizan por la acumulacion de mutaciones en la proteina S, particularmente
en RBD [227], [228], [229]. La variante Alfa, detectada por primera vez en el Reino Unido,
circuld predominantemente en Europa y América del Norte hasta mayo de 2021 [227].
La variante Beta, descripta por primera vez en Sudéfrica, se encontré mayoritariamente
en Europa y en la parte sur del continente africano [228]. La tercera VOC, Gamma, fue
detectada en Brasil y circuld principalmente en América del Norte y del Sur [229]. Estas
variantes impulsaron la tercera ola de COVID-19 a nivel mundial entre marzo y junio de

2021 (Figura 13).

La cuarta ola de COVID-19 ocurrié entre julio y octubre de 2021 y fue originada por la
variante Delta (B.1.617.2), descripta por primera vez en India (Figura 13) [230]. Esta
variante se distribuy¢ rdpidamente y reemplazo a las variantes que estaban circulando,
convirtiéndose en la tinica variante circulando en todo el mundo. Esta ola se caracterizo
por formas mads severas de la enfermedad, principalmente entre grupos como personas

no vacunadas y la poblacion joven.

En septiembre de 2021 se identificé una nueva VOC en Sudafrica en una regién donde
la variante Delta no estaba circulando mucho, conocida como Omicron, inicialmente
denominada B.1.1.529 y reclasificada como BA.1 [231]. La variante Omicron BA.1 se
esparcio rapidamente por todo el mundo, reemplazando a la variante Delta en pocas
semanas desde su identificacion. Esta variante impulsé la quinta ola de COVID-19

(Figura 13).

A medida que la pandemia avanzaba, la variante Omicron comenzd a evolucionar,

dando lugar a mdltiples sublinajes, como BA.2, BA4 y BA.5, que tambien fueron
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clasificadas como VOCs debido a su capacidad para evadir la inmunidad generada por
infecciones previas y vacunas [232], [233]. Estas variantes se caracterizaron por un
aumento en la transmisibilidad, lo que resultd en un incremento significativo en el
numero de casos a nivel global, aunque con menor severidad en la enfermedad [234],
[235], [236]. Con el correr de los afios, emergieron nuevas variantes, como XBB, BQ.1.1y
JN.1, cada una con caracteristicas genéticas y antigénicas distintivas en comparacion con

los linajes originales de Omicron [237], [238].

En mayo de 2023, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) declaro el fin de la
emergencia sanitaria de importancia internacional por COVID-19, marcando un punto
de inflexion en la gestion global de la pandemia [239]. Esta decision se basé en la
disminucion significativa en el nimero de casos graves y muertes, asi como en la alta
cobertura de vacunacién en muchas regiones del mundo. Sin embargo, la OMS enfatizo
que el SARS-CoV-2 contintia siendo un virus peligroso que circula a nivel global y posee
potencial para evolucionar, por lo que la vigilancia, el diagndstico y tratamiento deben

mantenerse como prioridades esenciales para la salud publica [240].

En la actualidad, el SARS-CoV-2 se considera una enfermedad endémica, con aumento
en la cantidad de casos estacionales, similares a otros virus respiratorios como influenza
[241]. Al 28 de junio de 2024, la OMS ha clasificado 2 variantes de interés, BA.2.86 y JN.1,
que circulan predominantemente en la poblacién y son derivadas del linaje principal de

Omicron (BA.1) (Figura 13) [242].

1.4.Presentacion clinica
El SARS-CoV-2, responsable de la enfermedad COVID-19, se transmite principalmente
a través del contacto directo con gotas respiratorias expulsadas cuando una persona
infectada tose, estornuda o habla [243]. La via de transmisién del SARS-CoV-2 tambien
puede ser de manera indirecta a través del contacto con manos o superficies
contaminadas. Si bien la transmision por gotas es la ruta dominante, la transmision por

aerosoles y la transmision fecal-oral también son posibles [244], [245], [246].

La presentacion clinica de COVID-19 varia ampliamente entre los individuos infectados,
desde casos asintomaticos hasta enfermedades graves que pueden llevar a la muerte
[247]. En general, luego del contacto con el virus, existe un periodo de incubacién de 4 a
5 dias antes del inicio de los sintomas [248], [249]. Los sintomas mas comunes incluyen

fiebre, tos, dolor de cabeza, fatiga y/o diarrea [250], [251], [252]. Una semana luego del
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inicio de los sintomas la enfermedad puede progresar a una forma grave caracterizada
por la disnea (dificultad para respirar), resultado de la hipoxemia [253]. En los casos mas
graves, puede evolucionar hacia una insuficiencia respiratoria progresiva, caracterizada
por inflamacién y perdida de tejido pulmonar alveolar [254], [255]. La enfermedad grave
también puede producir enfermedades extrapulmonares, como lesiones agudas en el
corazon, los rifiones y el higado, arritmias cardiacas, coagulopatias o sintomas
gastrointestinales [256]. Al igual que ocurre con otras enfermedades virales, los pacientes
con enfermedades preexistentes, ancianos e inmunocomprometidos poseen un mayor

riesgo de desarrollar la enfermedad grave [257], [258].

A pesar de que la mayoria de los individuos infectados se recupera luego de unos dias
o semanas, algunas personas padecen post-COVID-19 (también conocido como “long
COVID-19”), una condicion en donde los sintomas persisten por mas de 3 meses [259].
Las manifestaciones de esta condicion son heterogéneas y multisistémicas, pudiendo
afectar cualquier sistema del cuerpo dependiendo del paciente (inmune, hematoldgico,

pulmonar, cardiovascular, etc.) [260].

1.5. Tratamiento de la infeccion
El tratamiento de la infeccion por SARS-CoV-2 varia segtn la etapa de la enfermedad y
la severidad de los sintomas [261]. En las etapas tempranas, cuando predomina la
replicacion viral, los antivirales desempefian un papel crucial al inhibir el ciclo de
replicacion del virus. Por otro lado, en etapas avanzadas de la enfermedad, cuando la
respuesta inmune exacerbada contribuye al dafio pulmonar y sistémico, los
inmunomoduladores se convierten en la opcion terapéutica principal, enfocandose en

mitigar la inflamacidn excesiva y sus consecuencias clinicas.

Entre los antivirales desarrollados para el tratamiento de la infeccion se destacan dos
categorias principales: moléculas pequefas y antivirales basados en anticuerpos. Tres
moléculas pequefias, remdesivir, nirmatrelvir/ritonavir y molnupiravir, han recibido la
aprobacién o autorizacion de la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)
para el tratamiento de COVID-19 [262]. Muchas de estas moléculas no fueron
desarrolladas especificamente para SARS-CoV-2, sino que previamente se habian
estudiado o aprobado para otros agentes antivirales. Por ejemplo, el remdesivir fue
inicialmente desarrollado para tratar el virus del Ebola y otros virus de ARN [263], [264].

Esta molécula, un analogo de nucledtido, impide la replicacion viral al inhibir la ARN
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polimerasa viral [262]. Por su parte, el nirmatrelvir/ritonavir actia como inhibidor de la
principal proteasa viral, impidiendo el procesamiento de las poliproteinas virales
necesarias para la replicacion, mientras que molnupiravir, un andlogo de
ribonucleésido, induce errores durante la replicacion del ARN viral, llevando al virus a

un estado de mutagénesis viral letal [265], [266].

En cuanto a los antivirales basados en anticuerpos neutralizantes, se han explorado
diversas estrategias terapéuticas, incluyendo el uso de plasma de convalecientes, suero
hiperinmune y anticuerpos monoclonales. El plasma de convalecientes y el suero
hiperinmune contienen anticuerpos policlonales generados por individuos que se han
recuperado de la infeccion, los cuales pueden ofrecer inmunidad pasiva al paciente [267],
[268], [269]. Sin embargo, su efectividad depende de factores como la carga viral del
donante y el momento de administracion [262]. Los mAbs dirigidos contra la proteina S
representaron estrategia crucial para combatir la enfermedad. Estos mAbs,
desarrollados a partir de anticuerpos neutralizantes de pacientes convalecientes o
ratones humanizados inmunizados, bloquean la entrada viral y promueven la
eliminacion del virus mediante mecanismos como la citotoxicidad o la fagocitosis
dependiente de anticuerpos [270]. La FDA y la Agencia Europea para la Evaluacion de
Medicamentos (EMEA) otorgaron autorizaciones de uso de emergencia a varios mAbs,
incluidos bamlanivimab, etesevimab, casirivimab, entre otros, para su uso en pacientes
ambulatorios [271], [272], [273]. Sin embargo, la efectividad de estos anticuerpos se vio
limitada por la aparicion de multiples mutaciones en la proteina S, especialmente en
variantes como Delta y Omicron, lo que llevé a la perdida de eficacia y la interrupcion

de estas terapias [274].

En este contexto, numerosos grupos de investigacion han desarrollado Nbs como una
alternativa mas eficiente, versatil y econémica al uso de los mAbs. La mayoria de los Nbs
desarrollados estan dirigidos contra RBD. Algunos de estos Nbs actuan bloqueando la
interaccion del virus con ACE2, mientras que otros se unen a epitopes conservados, lo
que les permite mantener su capacidad neutralizante frente a variantes emergentes [275],
[120], [276], [277]. Sin embargo, la mayoria de los Nbs de primera generacion,
desarrollados contra la cepa original del virus, no fueron capaces de neutralizar las
subvariantes de Omicron debido a las numerosas mutaciones acumuladas en la proteina
S [278]. Para superar estas limitaciones, se llevaron a cabo diversas modificaciones

estructurales en los Nbs, como la generacion de formatos biespecificos, multivalentes o
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fusionados a la region Fc de IgG o IgA humana. Estas estrategias no solo han ampliado
su espectro de accion, sino que tambien mejoraron significativamente su actividad

neutralizante y eficacia terapéutica [120], [277], [279], [280], [281], [282].

Ademas del RBD, otras regiones de la proteina S han sido exploradas como blancos para
el desarrollo de Nbs. El dominio NTD representa una de estas alternativas, aunque los
Nbs dirigidos a esta region generalmente muestran una menor actividad neutralizante
en comparacion con aquellos dirigidos al RBD [283]. Por ejemplo, los Nbs SR01 y SR02
han mostrado actividad neutralizante frente a multiples variantes, incluyendo Alfa, Beta
y Omicron, aunque con potencias variables (ICs entre 3.77 y 300 nM en sus formatos
fusionados a Fc) [284]. La subunidad S2 de la proteina S también se presenta como un
blanco prometedor, particularmente debido a su naturaleza conservada entre las

variantes del SARS-CoV-2 que les confiere una amplia actividad neutralizante [284].

2. Objetivos
Teniendo en cuenta que el SARS-CoV-2 contintia circulando a nivel global y representa
un riesgo particular para poblaciones vulnerables, el desarrollo de tratamientos
antivirales efectivos sigue siendo una prioridad. Las terapias actuales, aunque efectivas,
han mostrado limitaciones frente a variantes emergentes con capacidad de evadir la
respuesta inmune. En este contexto, resulta crucial explorar nuevas estrategias
terapéuticas que permitan prevenir y tratar la infeccion de manera eficiente. Por este
motivo, el objetivo principal de este trabajo consistié en desarrollar Nbs capaces de
neutralizar la infeccién causada por SARS-CoV-2 para ser utilizados como moléculas

antivirales.
Los objetivos especificos de este trabajo fueron:

1) Expresary purificar de manera recombinante las proteinas S y la subunidad RBD
de SARS-CoV-2.

2) Generar una biblioteca inmune de Nbs contra SARS-CoV-2.

3) Seleccionar y caracterizar Nbs que reconozcan de manera especifica a las
proteinas S y/o RBD.

4) Analizar la capacidad de los Nbs seleccionados o combinaciones de los mismos
de neutralizar la infeccién in vitro causada por la cepa original de SARS-CoV-2'y
sus variantes.

5) Determinar los sitios de unién de los Nbs seleccionados a las proteinas S o RBD.
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3. Resultados
3.1.Produccion y purificacion de las proteinas recombinantes S y la subunidad
RBD de SARS-CoV-2

Los plasmidos de expresion que codifican para la proteina S-2P del SARS-CoV-2 fueron
amablemente cedidos por el Vaccine Research Center (VRC, NIH) y la Icahn School of
Medicine at Mount Sinai (ISMMS). Ademas, el vector que expresa los residuos 319 a 541
de RBD también fue gentilmente proporcionado por ISMMS. Ambos vectores de la
proteina S incluyen una delecion del dominio transmembrana para mejorar su
solubilidad, asi como 2 mutaciones estabilizantes (K986P y V987P). Sin embargo,
presentan algunas diferencias en el disefio de optimizacidn para mejorar la estabilidad
de S: el vector VCR sustituye el sitio de clivaje polibasico por la secuencia GSAS, mientras
que el vector ISMMS reemplaza la secuencia RRAR por un tnico residuo de alanina
[209], [285]. A su vez, los vectores difieren en motivos de trimerizacion: el vector VRC
utiliza el motivo de trimerizacion T4 fibritina, mientras que el vector ISMMS emplea un

dominio de trimerizacién T4 foldon.

Los plasmidos se transfectaron en células adherentes HEK-293T, utilizando PEI y las
proteinas recombinantes se purificaron desde el sobrenadante mediante IMAC. Las
fracciones resultantes de la purificacion se sometieron a SDS-PAGE para verificar la
integridad y pureza de las proteinas recombinantes (Figura 14). La proteina S, presente
en las eluciones de la purificacién, migré como una tnica banda de aproximadamente
170 kDa, correspondiente al monomero de esta glicoproteina (Figura 14A, flecha roja);
mientras que en la purificacion de RBD se visualizO una tnica banda de

aproximadamente 35 kDa en las fracciones correspondientes, consistente también con el

PM esperado para esta subunidad (Figura 14B, flecha roja).

A B
1 2 34 567891011 M1213

Figura 14. Purificacion de S-2P y RBD con resina de Ni-NTA. (A) SDS-PAGE tefido con azul de
Coomassie de la purificacion de las proteinas S-2P de los dos vectores utilizados. Calle 1: fraccién

no unida a la resina. Calles 2-4: lavados. Calles 5-7: eluciones construcciéon VRC. Calles 8-11: curva
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patrén BSA para cuantificacion. Calles 12-23: eluciones construccion ISMM. (B) SDS-PAGE tefiido
con azul de Coomassie de la purificacion de la proteina RBD. Calle 1: fraccién no unida a la resina.
Calles 2-4: lavados. Calles 5-8: eluciones. M: marcador de PM en kDa.

El vector del VRC que codifica la proteina S-2P produjo cantidades significativamente
mayores de proteina en comparacion con el vector de ISMMS, que codifica una proteina
ligeramente diferente (Tabla 2). Por esta razdn, se utilizaron los plasmidos cedidos por

el primer lugar mencionado para escalar la produccion de ambas proteinas.

Tabla 2. Rendimientos de las proteinas recombinantes purificadas.

Proteina Fuente Rendimiento (mg/1)
S-2P VRC 0,36
S-2P ISMM 0,1
RBD VRC 0,8

3.2.Inmunizacion y evaluacion de la respuesta inmune
Una llama de un afio, seronegativa para anticuerpos humanos contra SARS-CoV-2, fue
inmunizada seguin el cronograma descrito (Figura 15A). Debido al bajo rendimiento en
la expresion de la proteina S-2P utilizando el sistema adherente HEK-293T, y
considerando la cantidad de proteina recombinante necesaria para inducir una buena
respuesta inmunitaria en llamas, decidimos usar otra fuente de proteina S, gentilmente
suministrada por el Dr. Yves Durocher (NRCC, Canadd) y expresada en células CHO,

para los dos ultimos refuerzos.

Después de tres inmunizaciones, la llama desarrollé una fuerte respuesta inmune contra
las proteinas S-2P y RBD. Esta respuesta fue cuantificada mediante ELISA, revelando un
titulo maximo de anticuerpos IgG de 262.144 para ambos antigenos en el dia 32 post
inmunizacién (PID) (Figura 15B). A su vez, los anticuerpos de la llama mostraron una
fuerte capacidad neutralizante, medida por un ensayo de neutralizacion utilizando
pseudovirus (pVNT) que expresan la proteina S correspondiente a la cepa WT de SARS-
CoV-2 (Figura 15B y C). La actividad neutralizante de estos anticuerpos aumento
después de cada inmunizacidn, alcanzando su punto maximo con una dilucion de 1:1296
de una muestra de suero tomada en el PID 32. Después de confirmar las respuestas
Optimas de anticuerpos, la llama descans6 durante un mes para promover el proceso de

hipermutacion y mejorar la afinidad de la respuesta humoral. Finalmente, la llama
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recibio una cuarta inmunizacion en el PID 50 y, cuatro dias después, se extrajo sangre

para producir la biblioteca de Nbs.
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Figura 15. Inmunizacion y evaluacion de la respuesta inmune. (A) Esquema de inmunizacion:
una llama se inyectd intramuscularmente con 200 pig de la proteina recombinante S-2P producida
en HEK-293T los dias 0 y 14 y en los dias 28 and 56 con 200 pg de S-2P producida en células CHO
y 100 ug de RBD emulsionadas en adyuvante de Freund. (B) Titulo total de anticuerpos IgG
determinado por ELISA (barras) y titulo de anticuerpos neutralizantes determinado por pVNT a
los 4 y 7 dias luego de cada inmunizacién (lineas punteadas). (C) Figura ilustrativa de la actividad
neutralizante del suero de llama determinado por pVNT. La capacidad neutralizante aumentd
después de cada inmunizacién y se correlacion6 con la disminucién del niimero de células

fluorescentes.

3.3. Construccion de la biblioteca de Nbs
A partir de 200 ml de sangre de la llama se aislaron 4,56 x 108 PBMC. El ARN total
proveniente de 1 x 10° PBMC fue purificado mediante columnas de silica comerciales y
analizado por electroforesis en gel de agarosa 1% en TBE para corroborar su integridad
(Figura 16A). Posteriormente fue cuantificado por absorbancia a 260 nm, considerando
que una DO2e=1 corresponde a 40 pg/ml de ARN. A partir de 9 ug de ARN total se
generd el ADN copia para amplificar las secuencias codificantes de los Nbs. En una
primera PCR se obtuvieron dos fragmentos distintos: uno de aproximadamente 900 pb,
que corresponde a la region VH de los anticuerpos convencionales, y otro de
aproximadamente 700 pb, que refiere a la region variable de los anticuerpos de cadena

pesada, desde los cuales se obtienen los Nbs (Figura 16B). La diferencia en el PM se debe
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al dominio CH1 ubicado entre el dominio variable y el dominio CH2, que poseen
unicamente el primer tipo de anticuerpos mencionado. El fragmento de PCR de 700 pb
se cortd y purifico de un gel de agarosa y se utilizé como templado en una PCR anidada
para amplificar tinicamente las secuencias VHHSs. A partir de la misma se obtuvieron
fragmentos de aproximadamente 400 pb, los cuales se cortaron nuevamente del gel y se
purificaron (Figura 16C). Esta PCR anidada introdujo sitios de restriccién de la enzima

Sapl en los extremos 5" y 3" de los amplicones.
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Figura 16. (A) Gel obtenido luego de la purificaciéon del ARN de los linfocitos de la llama
inmunizada con las proteinas S-2P y RBD. (B) Amplificacion del ADN mediante una primera PCR
donde la banda superior corresponde al fragmento de las regiones variables mas la regiéon CH1
de anticuerpos convencionales y la banda inferior a las regiones variables de los anticuerpos de

cadena pesada. (C) Segunda PCR donde se amplifican especificamente las regiones VHHs.

El ADN purificado de la segunda PCR se utilizé como inserto del vector fagémido
PMECS-GG en la reaccion de Golden Gate. Los productos de ligacion fueron
transformados en bacterias TG1 electrocompetentes, obteniendo una biblioteca inmune
de 1,8 x 10° transformantes independientes. Todos los clones analizados por colony PCR
(54/54) tenian un fragmento de ~700 pb, lo que indica la incorporacion de la secuencia

codificante de un Nb y una eficiencia de ligacion del 100% (Figura 17).
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Figura 17. Amplificacién mediante colony PCR de clones individuales de la biblioteca de la llama

inmunizada con las proteinas S-2P y RBD.

En el laboratorio se contaba con la presencia de otra biblioteca de Nbs, obtenida
previamente luego de inmunizar una llama con la vacuna para coronavirus bovino
(BCoV) Mebus (Figura 18A). La misma desarrolld una fuerte respuesta de anticuerpos
contra las proteinas de SARS-CoV-2 S-2P y RBD (Figura 18B). Sin embargo, los
anticuerpos policlonales no neutralizaron el SARS-CoV-2 mediante pVNT, incluso
cuando las proteinas S de ambas cepas muestran una considerable similitud de secuencia

(44,4%) y una semejanza en la estructura general (Figura 18C, D y E).
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Figura 18. Inmunizacion de la llama con BCoV Mebus inactivado y respuesta inmune. (A)

Esquema de inmunizacién: una llama fue inyectada intramuscularmente en los dias 0, 14, 28 y 95
con 4x 10° UFF de la cepa inactivada de BCoV Mebus en adyuvante de Freund. (B) Titulo total de
IgG determinado por ELISA y de anticuerpos neutralizantes para las proteinas BCoV y SARS-
CoV-2 RBD y S-2P. (C) Imagen que muestra la actividad no neutralizante de los sueros de una
llama inmunizada con BCoV Mebus contra SARS-CoV-2 determinada por pVNT. Vista frontal
(D) y vista superior (E) de la superposicidn de las estructuras de la proteina S de SARS-CoV-2
(naranja) y BCoV Mebus (azul) utilizando el software VMD.

3.4.Seleccion de Nbs especificos para SARS-CoV-2 S-2P y RBD
Ambas bibliotecas se sometieron a tres rondas consecutivas de biopaneo para seleccionar
Nbs especificos para las proteinas S-2P y RBD. En total, se analizaron 190 colonias para
evaluar la especificidad de los Nbs para las proteinas antigénicas mediante ELISA de

fagos recombinantes (rPE) y ELISA de extractos periplasmicos (PEE).
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Después del biopaneo con la proteina S-2P, se identificaron 74 clones positivos mediante
rPE, de los cuales 45 también reconocieron RBD. Ademads, mediante PEE se detectaron
62 clones especificos para S-2P, y dentro de este grupo, 27 fueron capaces de unirse
también a RBD. Mientras que algunos clones demostraron la capacidad de reconocer
tanto la proteina S-2P como RBD, otros se unieron exclusivamente a la proteina S-2P sin
interactuar con este dominio. Este tltimo grupo representa un conjunto interesante de
Nbs, al estar dirigidos a epitopes en regiones de esta proteina que no participan en la
interaccion con el receptor ACE2, con ventajas claves para el desarrollo de moléculas

antivirales.

Por otro lado, cuando se realiz6 el biopaneo con la proteina RBD, los andlisis mediante
rPE y PEE identificaron 46 y 53 clones positivos, respectivamente. Adicionalmente, se
obtuvieron un total de 18 clones positivos de la biblioteca BCoV Mebus después del

biopaneo con S-2P y el screening de clones con S-2P y RBD en rPE.

Se transformaron 72 clones positivos en bacterias E. coli DH5a y se enviaron para
secuenciacion. Después del analisis de secuencias, se detectaron 43 Nbs tinicos de la
biblioteca SARS-CoV-2 y 2 Nbs de la biblioteca Mebus (Mebus Nb-10 y Mebus Nb-25)
(Figura 19).
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Figura 19. Logo de secuencias del repertorio diverso de Nbs contra SARS-CoV-2 obtenido.
Representacion en logotipo de alineaciones multiples de secuencias de aminoacidos de los 43 Nbs
unicos seleccionados después del biopanning con las proteinas RBD o S-2P. La altura de los

simbolos indica la frecuencia relativa de cada aminoacido en esa posicion.

3.5.Caracterizacion in vitro de los Nbs

3.5.1. Analisis filogenético de las secuencias de Nbs

A partir de las secuencias nucleotidicas de los Nbs seleccionados de la biblioteca inmune

contra SARS-CoV-2 se construyd un arbol filogenético utilizando el programa MEGA
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version 11 (Figura 20). Este analisis permitio clasificar las secuencias de Nbs en cuatro
grupos principales (A, B, C y D, diferenciados en la siguiente tabla en rojo, naranja, azul
y rosa, respectivamente). Sin embargo, la mayoria de las secuencias no pudo ser
agrupada debido a una gran variabilidad de las mismas. Los Nbs presentes en los 4
grupos mencionados se seleccionaron con uno de los dos antigenos (S-2P o RBD), lo que

indica una buena estrategia de seleccion.

El grupo A se sustentd con un valor de bootstrap del 98% y constituyé un grupo
monofilético de Nbs dirigidos a RBD (Nb-27, Nb-143, Nb-106, Nb-104 y Nb-110). Estos
comparten una homologia de aminoacidos que varia entre el 69% al 91%. Todos los Nbs
en este grupo poseen un CDR3 de 12 AA de longitud, excepto el Nb-110 que tiene un
CDR3 mas largo (17 aminoacidos).

El grupo B, con un valor de bootstrap del 100%, incluye cuatro Nbs que reconocen RBD y
muestran un CDR3 casi idéntico, lo que sugiere que pertenecen a la expansion clonal de
la misma célula B. Por otra parte, el grupo C consiste en cinco Nbs con CDR3 de
longitudes similares y una homologia promedio del 91%. El grupo D tuvo un bajo valor
de bootstrap del 56%, sin embargo, la homologia fue alta (82,4% a 91,2%) y todos los Nbs
tenian un CDR3 de 19 AA de longitud.

Los resultados del analisis IMGT/V-QUEST mostraron un uso predominante del gen y
alelo V355301 para los grupos A y B, mientras que la mayoria de los genes V para los
grupos C y D fueron V3-301 (Figura 20). Se obtuvo mas variabilidad en el uso de genes
V mediante el andlisis IMGT/DomainGapAlign. Al analizar los segmentos J, el alelo J4*01
se utilizé en todos los grupos segun el programa V-QUEST. No obstante, para el
programa DomainGapAlign, el alelo J6*01 fue predominante para los grupos A y B, y J4*01
para los grupos C y D. Los segmentos D presentan gran variabilidad segtn el programa

V-QUEST. Solo el Nb-30 tiene un alelo diferente (en este caso, D3*02).

El CDR3 de los Nbs seleccionados promedio 15 (12-20) AA de longitud y mostrd una
alta diversidad de secuencias. Considerando las secuencias de los Nbs y su origen
germinal y filogenético, podemos afirmar que al analizar una gran biblioteca de Nbs (1,8
x 10° transformantes independientes) y utilizando dos antigenos de seleccion, es posible

obtener Nbs con alta variabilidad de secuencias y diverso origen.
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Arbol ':“ tico | Npap - IB_’[GM.Y_.Q{EST - IMGT_/D'TmiDGm_“Ign 3;%: Secuencia CDR3 pl | Andigeno de m:/rr.,t b;;kr;ﬁg ﬁ.C\:S ﬁ\(;;l;
2 V-GENE | D-GENE | J-GENE | V-GENE | J-GENE - Biopaneo | 5p) ®B) | (Spike) | (RBD)
sarsCcove—bC0V | 10M | 3853*01 | 4%01 4401 383401 4401 17 AAAYAPYTDYHPVEYVY 7.09 RBD +IND +ND 20 1747
w108 3853*01 | 6401 4401 3833401 6*01 12 YARNFYGRNPDV 7.96 RBD W +t 379 10.5
%1110 3853401 | 6401 4#01 33401 4*01 17 AVARSWSDLDFENGYDY 677 RBD +Ht +t 1.93 0.62

e 104 3853501 | 701 4401 3853401 6401 12 YARNFVGHNPDV 7.98 RBD +H +t 0.38 042

“ 143 3833%01 | 3*01 4#01 3853°01 6*01 12 YARNFIGDNPDV 7.97 RBD i it ND ND
27 3853701 | 6%01 4%01 3553%01 6+01 12 YARNFVGDDFNL 7.83 Spike +4 4 035 0.69

103 | 103 | 385301 | 4%01 4201 3553%01 6%01 1 NADHFLDQFDS 6.12 RBD H it ND ND

ol %0 50 | 3853*01 | 4*01 4*01 3853401 6401 1 NADHFLDQFDS 571 Spike Ht Ht ND ND
T 96 | 3833*01 | 4*01 4*01 3853401 6401 1 SADHFLDQFDS 6.70 Spike ++ it ND ND

ES 102 | 102 | 3853%01 | 4*01 4*01 3853°01 6401 1 SADHFLDQFDS 7.05 RBD i+ it ND ND
— 32 32| 383301 | e*0l 701 353%01 4*01 15 NEARVYDSNWYPRDY 898 |  Spike H+ 0.012 neg

[ 30 30 | 3853%01 | 302 7401 383%01 401 1 NYHNSYYGSDY 7.81 Spike H H 5.84 ND

o|| w37 37| 3553%01 | 2%01 701 383%01 401 1 NYHNYYYGLDF 6.64 Spike +H + 3.3 0.04
43 43| 3853%01 | 2*01 4*01 3553401 4*01 13 HFRQIRANAHDVY R.64 Spike -+ Hh 047 1.02

0 [ 48 48 | 3853%01 | 2*01 4*01 3553401 4*01 13 HFRQIRAIADDVY 898 [ Spike +i+ +t 0.56 178

125 | 125 | 3853%01 | 2%01 4*01 3853401 6401 10 YARDLLQHPF 6.00 RBD -+ i+ 12.04 ND

89 89 | 383301 | e*0l 4*01 3533401 2+01 1 AAKTRGVYGTN 7.54 Spike +i+ ++ 14.63 ND

35 35 | 3-3%01 | 4*01 4#01 381501 4#01 15 ASDLRMYEGDWYGGY 627 Spike H - 2377 neg

73 73 | 3301 | 2%01 4401 33401 2+01 18 ARHSRPYDSGRKVGDYAY 7.81 Spike +H+ e ND ND

wl 78 76 | 33%01 | 2%01 4*01 33401 4*0l 18 ATDPGNFGLPYSELEYNY 6.81 Spike # H ND ND

42 42 | 33%01 | el 4*01 382501 4*01 15 AARNGYSPFVRSYDY 6.81 Spike 1 ND ND

53 53 | 3-3*01 3*01 4*01 3-3%01 4+01 15 AAGGRISNEGFKPDY 8.98 Spike {4+ - 103.6 neg

56 s6 | 33001 | 201 4%01 3-3%01 4%01 22 | AARYAAIGSPYWKLTTPSEYLY | 8.50 Spike i+ ND ND

44 44 [ 33001 | 4ro1 4#01 33401 4%01 19 AADPFFRVIAYSDPKRYSY | 6.64 Spike Ht Ht 5044 | 1674

136 | 136 [ 3-3%01 | 2*01 4*01 33401 4*01 18 AAYEGIRYSSTRADFYNY 7.80 RBD ++ + 1747 | 1345

7 71| 3301 | %ol 4*01 33401 4401 17 AVAREWSDLDFRDGYDY 7.80 Spike ++ i 0.14 163

108 | 108 [ 33701 | 6*01 401 33401 4401 1 AATGDGGSYDY 7.01 RBD “i+ it ND ND

o33 33 | 3-3%01 | 501 4401 383%01 401 18 AVTRRRFYTLRVPDDYDK | 899 Spike ++ 0.025 neg
—[ 47 47 | 3-3%01 | 2%01 4401 33401 2401 18 AATRRRYHTLRVSGDYDN 6.71 Spike +i+ ND ND
54 3-3401 | 2*01 4401 33401 401 17 AASQFGSGADYSEQYDY 7.94 Spike +H - ND ND

- 31 33401 | 2%01 4*01 385%01 4*01 17 ATSQFGSGTSDSEQYDY 8.55 Spike +H +H- ND 1374

K 40 33401 | 4*01 4*01 385401 4*01 17 ATSQFGSCGTSDSEQYDY 8.55 Spike + - 1.06 169
|85 33401 | 4*01 4*01 33401 4+01 17 ATSQFGSGTSDSEQYDY 855 Spike +i+ - 081 neg

sl 100 33%01 | 4%01 | 4*01 33001 4401 17 ATSQFGSGTSDSKQYDY 893 | RBD i o 1.92 neg

s 29 29 | 33%01 | 2*01 4*01 381%01 4*01 18 AASSWDSRGSSNYVHYDY | 849 Spike -+ - 0.05 55.80
4[ 45 45 | 3-3%01 | 2%01 4*01 33401 4*01 18 AASSRDSRGTSTYASYDY 8.98 Spike H -- 1.84 neg
46 46 | 33%01 | sl 4401 33401 4*01 20 | AATALGYRYASLESRNEYRY | 7.79 Spike Hi 0.38 neg

o [ 78 78 | 33%01 | stol 4*01 33401 4*01 20 | AATGLGYRYAVLESRSEYRY | 852 Spike +H I 053 16.59

51 51| 33%01 1#01 4401 33401 4*01 19 | AARYPGKWGELPTDTREDF | 885 Spike +H+ 442 neg

105 | 105 | 3-3%01 | 2*01 4*01 33401 4*01 18 AADRGESYYYSRPSEYTY 6.02 RBD +H+ +H 1.08 4.69

59 59 [ 33001 | 4%01 4#01 33401 4%01 20 | AADKGMGYYRDAALASWYDY | 835 |  Spike +i+ - ND ND

34 M| 33401 1*01 4*01 383*01 401 19 ATDPGNFGLPNSELEFNY 6.45 Spike +H+ +i+ ND ND
4E 39 39 | 33401 | 501 4*01 383401 4401 19 | CAADPGNFGVPIEYFMFDY | 5.28 Spike ++ +Ht 0.14 0.29
L 445 M5 ] 33001 [ 501 4*01 33401 4401 19 | CAADPGNFGVPIEHFMYDY | 7.96 RBD =+ it 081 0.69

Figura 20. Analisis filogenético de los Nbs seleccionados después del biopanning de dos
bibliotecas de Nbs. Las columnas 1 y 2 muestran el arbol filogenético obtenido con la
identificacién de cada Nb, respectivamente. El origen germinal segun los programas IMGT/V-
QUEST (columnas 3 a 5) e IMGT/DomainGapAlign (columnas 6 y 7) muestran el segmento génico
(V), el segmento génico de diversidad (D) y el gen de unién (J) para cada Nb. Se utilizan los
mismos colores para el origen VD] similar. La longitud y composicion del CDR3 se representan
en las columnas 8 y 9, respectivamente. Los CDR3 marcados en negrita corresponden a los Nbs
seleccionados para una caracterizacion adicional. Los valores del punto isoeléctrico (pI) se
muestran en la columna 10. El antigeno utilizado para el panning y la unién a las proteinas SARS-
CoV-2 se representa en las columnas 11 a 13. La actividad de unién de cada Nb a las proteinas S-
2P y RBD (concentracion efectiva media, ECso en nM) se muestra en las columnas 14 y 15. ND: no

determinado. Neg: negativo.

3.5.2. Expresion y purificacion de los Nbs

Todos los Nbs se expresaron a baja escala (100 ml de cultivo) y purificaron mediante
IMAC. Todas las fracciones obtenidas durante la purificacion se sometieron a SDS-PAGE
y tincién con azul de Coomassie para evaluar la eficiencia del proceso y la pureza de los
Nbs (Figura 21). En los geles se pueden observar bandas de aproximadamente 15 kDa
en las fracciones de elucidn, correspondientes al PM esperado de los Nbs, que indica una
purificacion exitosa de estas moléculas.
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Figura 21. Expresion y purificacion de los Nbs. SDS-PAGE tefidos con azul de Coomassie de la
purificacion de Nbs representativos cuya expresion fue alta (panel superior), media (panel del
medio) y baja (panel inferior). FT: fraccién no unida a la resina. L1 y L2: lavados. E1, E2, E3 y E4:
eluciones. M: marcador de PM en kDa.

3.5.3. Analisis de la capacidad neutralizante de los Nbs seleccionados

Veintinueve Nbs, cuyo nivel de expresion vari6 de 1 a 9,2 mg/l, fueron seleccionados
para continuar con su caracterizacion. Con el objetivo de analizar si los Nbs
seleccionados poseen la capacidad de bloquear la entrada del SARS-CoV-2 a la célula, se
puso a punto en el laboratorio el pVNT. Un andlisis preliminar identific6 15 posibles Nbs
neutralizantes que inhiben la infecciéon por pseudovirus SARS-CoV-2 de manera
dependiente de la dosis, con valores de concentraciones inhibitorias medias (ICs0) que
van desde 3,36 nM hasta 79,04 nM. Entre estos, tres Nbs seleccionados con la proteina
RBD y cinco Nbs seleccionados contra la proteina S-2P mostraron una fuerte actividad
neutralizante y fueron elegidos para estudios adicionales (Figura 22). E1 Nb 10M,
seleccionado de la biblioteca BCoV Mebus, aunque fue capaz de reconocer el dominio

RBD mediante ELISA, no mostrd ninguna propiedad neutralizante.
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Figura 22. Actividad neutralizante de los Nbs contra la cepa WT de SARS-CoV-2. La potencia de
neutralizacion de 8 Nbs se calculé en base a los resultados de pVNT. (A) Los simbolos y lineas
azules, violetas y magentas denotan Nb-104, Nb-110 y Nb-145 seleccionados con la proteina RBD
de SARS-CoV-2, respectivamente; (B) Los simbolos y lineas verdes, celestes, rosas, naranjas y
amarillos representan los Nbs seleccionados contra la proteina S-2P. Los simbolos y lineas negras
denotan un Nb de control anti-rotavirus (2KD1). Las curvas de inhibicién se realizaron con los
Nbs seleccionados en diluciones seriadas dos veces. Después de 48 horas, la sefial de GFP de dos
imagenes por pozo se cuantifico usando Image]/Fiji y se normalizo6 al nimero de células positivas
para GFP en los pozos que contenian solo pseudovirus. Las curvas de inhibicion se presentan en
dilucion transformada logaritmicamente con valores de ICso para cada Nb. Cada experimento se
replicé tres veces. El ICs se calculd ajustando la inhibiciéon de los Nbs diluidos en serie a una

curva de respuesta sigmoidea a la dosis.

La capacidad de neutralizacion de los Nbs seleccionados también se determin6 mediante
ensayos de neutralizaciéon viral (VNA), aplicando dos metodologias diferentes,
inmunofluorescencia (IF) y ensayo de neutralizaciéon por reduccion de placas (PRNT), y
dos aislamientos WT: hCoV-19/Argentina/PAIS-C0102/2020 (que contiene la mutacién
D614G) que circulaba en Argentina, y hCoV-19/USA-WA1/2020 de EE.UU. Los
resultados, resumidos en la Tabla 3, muestran las capacidades de neutralizaciéon
exhibidas por los Nbs seleccionados. Es importante mencionar que, aunque se puede
observar una diferencia en los valores de concentraciones inhibitorias 90 (ICe) para cada
ensayo, los mismos Nbs fueron identificados como neutralizantes en dos pruebas
diferentes, realizadas por dos laboratorios independientes y utilizando dos aislamientos

distintos.

Tabla 3. Valores de ICso e ICo de los Nbs seleccionados.

Nbs 1Cs0 (nM) ICo0 (nM)
pVNT PRNT TCDIso/IF
Nb-39 6,48 3,02 400
Nb-43 12,08 26,9 100
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Nb-45 17,79 ND 338

Nb-51 54,7 ND ND
Nb-53 72,68 ND ND
Nb-104 3,36 13,4 300
Nb-110 6,05 221 1000
Nb-145 24,23 231 neg

La potencia neutralizante de cada Nb se evalué mediante tres metodologias diferentes: pVNT,
PRNT e IF. Las concentraciones inhibitorias medias y 90 (ICso y IC) se calcularon para cada Nb

en cada ensayo, como se describe en la seccién de métodos. ND: no determinado.

3.5.4. Estudio de la afinidad relativa y especificidad de los Nbs

Se estudid la capacidad de union al antigeno (SARS-CoV-2 S-2P y RBD) de los Nbs
neutralizantes mediante la técnica de ELISA, con el fin de determinar afinidades relativas
y especificidades de dominio (Figura 20, columnas 14 y 15). La mayoria de ellos
mostraron valores de concentracion efectiva media (ECso) en el rango nanomolar de un

solo digito, lo que indica una fuerte union a estas proteinas (Figura 23 y Tabla 4).

A B
RBD
1.59 1.5+
= ¥ Nb-43 T
E e NbA5 £ -7 Nb-43
2 104 32 104 —+ Nb-45
310 Nb-51 gmo
% Nb-53 % Nb-51
c c Nb-53
] —+ Nb-104 @
£ 05 £ 0.5 ~+ Nb-104
2 = Nb-110 2
o o
< + Nb-145 < = No-10
0.0 0.0 —— Nb-145
I T T 1 I T T L] 1
-2 0 2 4 -4 -2 0 2 4
Log [Concentracion (nM)] Log [Concentracion (nM)]

Figura 23. Afinidad de los Nbs por RBD y 5-2P de SARS-CoV-2 mediante ELISA. La unién de los
Nbs seleccionados se analizé en placas recubiertas con las proteinas S-2P (A) y RBD (B) del SARS-
CoV-2 Wuhan-Hu-1. Se asignaron diferentes colores a cada curva segtin la identidad del Nb. Las
barras de error representan la desviacion estandar (DE) de triplicados.

Tabla 4. Valores de ECso de los Nbs seleccionados contra las proteinas S-2P y RBD.

ECso0 (nM)

Nb S-2P RBD
Nb-43 0,47 1,02
Nb-45 1,84 neg
Nb-51 4,42 neg
Nb-53 103,6 neg
Nb-104 0,38 0,42
Nb-110 1,93 0,62
Nb-145 0,81 0,69

3.5.5. Estudios de competencia de los Nbs seleccionados

A continuacién, se evalud la capacidad de los Nbs seleccionados de bloquear la

interaccion de RBD con el receptor ACE2 en un ensayo de competencia puesto a punto
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en el laboratorio (Figura 24A). Se observé que los Nbs 39, Nb-43, Nb-104, Nb-110 y Nb-
145 competian con ACE2 por la unién a RBD con un ICso de 9,16, 80,21, 5,47, 15,94 y 14,83
nM, respectivamente. Estos fueron clasificados como Nbs afines a RBD. Por otro lado,
los Nbs 45, Nb-51 y Nb-53 no competian con ACE2, lo que sugiere que se unen a epitopes

fuera del RBD, y fueron clasificados como no afines a RBD.

A B
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100 —+— Nb-39 E .o
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I Nb-51 <9 Nb-53
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£ Nb-53 S 1 A Nb-145
[o] o S
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Figura 24. Ensayos de competencia ACE2-RBD vy biliverdina. (A) ELISA competitivo de la unién
de ACE2 al RBD inmovilizado en placas mediante concentraciones crecientes de Nbs. La unién
especifica de ACE2-HRP al RBD se detecté con un reactivo cromogénico. El ICso se calculd
ajustando la inhibicion de los Nbs diluidos en serie a una curva sigmoidal de respuesta a la dosis.
El experimento se realizd por triplicado; (B) ELISA competitivo de Nbs a diferentes
concentraciones uniéndose a la proteina S-2P en presencia de 5 uM de biliverdina.

Para estudiar con mayor precision el epitope reconocido por los Nbs no afines a RBD, se
realizo un ensayo de competencia con biliverdina, ya que se ha descrito que este
metabolito se une a un epitope en el NTD de la proteina S y compite con una fracciéon de
anticuerpos séricos especificos para dicha proteina [286]. Los resultados demostraron
que la adicion de 5 pM de biliverdina redujo la unién del Nb-45, Nb-51 y Nb-53 a la
proteina S-2P, con cambios porcentuales en la absorbancia de 25,19, 20,96 y —29,24,
respectivamente. En cambio, la uniéon de Nb-145 (afin a RBD) no se vio afectada por la
adicién de biliverdina (4,45%) (Figura 24B). En un experimento separado, se realizé un
ensayo de respuesta a dosis utilizando una concentracion fija de Nbs (100 nM) y
concentraciones variables de biliverdina (12.5 a 0,1 uM). En este estudio, se logrd
confirmar que la unién de Nb-45 y Nb-51 a la proteina S, se redujo en presencia de
biliverdina y que esta disminucién aumenté con una mayor concentracion de este
metabolito (Figura 25). Para el caso del Nb-53 no se observd una disminucion
significativa en la capacidad de unién a la proteina S. En conjunto, estos resultados
sugieren que los Nbs neutralizantes no afines a RBD podrian estar detectando epitopes

ubicados cerca del NTD de la proteina S-2P.
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Figura 25. La biliverdina disminuye la unién de los Nbs no afines a RBD a la proteina S-2P. Curvas
de dosis-respuesta relativas para el Nb-45 (A), Nb-51 (B) y Nb-53 (C) en ausencia o presencia de

diferentes concentraciones de biliverdina.

3.5.6. Estudio de la capacidad neutralizante de los Nbs seleccionados frente a

las variantes de SARS-CoV-2

A continuacidn, se evalud la capacidad neutralizante de los Nbs afines o no afines a RBD
contra las variantes de SARS-CoV-2. Para ello, se generaron pseudovirus que expresaban
la proteina S de las variantes Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Delta (B.1.617.2) y Omicron
(B.1.1.529, BA.2, XBB y XBB.1.5). Excepto por el Nb-43, los Nbs afines a RBD mantuvieron
su capacidad neutralizante sobre la variante Alfa (Tabla 5). Los Nbs 104 y Nb-145
demostraron potencias comparables con la cepa WT, mientras que el Nb 110 mostré una
reduccidon de aproximadamente 20 veces en su potencia neutralizante. Se observaron
resultados similares para la variante Delta, aunque las potencias neutralizantes
disminuyeron para todos los Nbs afines a RBD (~25 veces). Por otra parte, se observo
una reduccion severa o pérdida completa de las actividades neutralizantes de estos Nbs
cuando se realizd este ensayo contra la variante Beta. El Nb-43 solo fue capaz de

neutralizar las variantes Omicron B.1.1.529 y BA 2.

Al analizar los Nbs no afines a RBD, las potencias neutralizantes del Nb-53
disminuyeron entre 4 y 10 veces contra las variantes Alfa, Beta y Omicron XBB, en
comparacion con la potencia obtenida frente a la cepa WT. Este mismo Nb perdid
completamente su actividad neutralizante contra las subvariantes Omicron BA.1y BA.2
(Tabla 5). Los Nbs 45 y Nb-53 exhibieron la actividad neutralizante mas amplia contra
todas las variantes probadas. Notablemente, el Nb-45 mostro valores de ICso mas bajos
en comparacion con Nb-53, y ambos Nbs mantuvieron casi las mismas potencias

neutralizantes contra las subvariantes Omicron XBB en comparacion con la cepa WT.
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Tabla 5. Titulos de neutralizacion de los Nbs afines o no afines a RBD frente a las
variantes de SARS-CoV-2.

pVNT ICs0 (nM)
bs ~ o o o
M mn b paa Qricw O Omiem G
Nb-43 - - - 394,7 204,8 - -
.é g Nb-104 18,29 - 121,8 - - - -
< © Nb-110 1339 324,8 121,8 - - - -
Nb-145 86,65 451,6 384,4 - - - -
é A Nb-45 83,66 237,5 248,0 214,6 112,0 30,73 42,17
= § Nb-51 215,3 616,3 - - - 285,6 316,9
Zo ® Nb-53 91,2 112,4 701,8 322,6 135,3 145,2 136,7
3.5.7. Analisis del rol de la mutacion L452R de la variante Delta en la

capacidad neutralizante de los Nbs

Las mutaciones en RBD han demostrado aumentar la replicacion, transmisibilidad y
capacidad de unién a las células hospedadoras del SARS-CoV-2. En particular, la
variante Delta presenta la mutacidon L452R, la cual estd asociada a la capacidad para
evadir ciertas respuestas inmunitarias y es importante para la unién de anticuerpos
[287]. Por este motivo, se construydé una mutante de la variante Delta mediante
mutagénesis dirigida, en donde se revertioé la mutacién al aminoacido en la cepa WT

(Figura 26).
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Figura 26. Mutagénesis dirigida de la variante Delta. (A) Gel de electroforesis de agarosa con el

-

producto de PCR esperado (aproximadamente 9000 pb) correspondiente a la secuencia
nucleotidica de la proteina S. 1: amplicdn. 2: control negativo de la reaccién. M: marcador de ADN

en kpb. (B) Analisis de secuencia de los clones obtenidos luego del clonado del producto de PCR.

Una vez confirmada la reversion de la mutacion mediante secuenciacién, se generaron
los pseudovirus y se evalud la capacidad neutralizante de todos los Nbs en estudio con

el fin de estudiar si se recupera la potencia de neutralizacién (Nbs 43 y 51) o mejora la
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misma. Sorprendentemente, el Nb-43 fue capaz de neutralizar la variante Delta mutada
con la misma potencia neutralizante que la cepa WT (valores de ICsode 14,14 nM y 12,08,
respectivamente) (Figura 27). Estos resultados indican que el aminoacido L452 es

importante para la unién del Nb-43 a RBD.

100

75— ;/‘ - L452R
¥ —o R452L

% Neutralizacion

Log [Concentracion (nM)]

Figura 27. Actividad neutralizante del Nb-43 a la variante Delta original y mutante. El aminoacido
en la posicion 452 se cambié de Arginina a Leucina mediante mutagénesis dirigida. Las curvas

de neutralizacion y el ICso se midieron mediante pVNT por triplicado.

3.5.8. Estudio de la potencia neutralizante de cdcteles de Nbs

Finalmente, se seleccionaron los Nbs que podfan neutralizar las variantes Omicron, ya
que estas variantes estaban circulando recientemente en la poblacién. Se probd un coctel
de Nb-43 (afin a RBD), Nb-45 y Nb-53 (no afines a RBD). Las combinaciones de Nb-43 y
Nb-45 o Nb-45 y Nb-53 no mostraron ningtin aumento en la capacidad neutralizante
contra la variante Omicron B.1.1.529, pero una mezcla de Nb-43 y Nb-53 aumentd
significativamente su potencia (ANOVA de una via, Tukey HSD, p < 0.001) (Figura 28,
Tabla 6). Cuando se mezclaron los Nb-45, Nb-51 y Nb-53, se observé un aumento
significativo en su capacidad neutralizante en comparacion con Nb-43 solo o la

combinacion de Nb-43 y Nb-45 (p < 0.001).

Para la variante Omicron BA.2, las combinaciones de Nb-43 y Nb-45 o Nb-43 y Nb-53
redujeron significativamente su valor de ICso (p < 0.001), sugiriendo un efecto sinérgico
entre dos Nbs que presumiblemente se unen a diferentes epitopes (Figura 28, Tabla 6).
La potencia de neutralizacion aument¢ significativamente cuando se combinaron los
Nb-45, Nb-51 y Nb-53 en comparacion con cada Nb por separado (p <0.001). A diferencia
de los resultados obtenidos para la variante Omicron B.1.1.529, la mezcla de tres Nbs, en

comparacion con la combinacion de dos Nbs, mostr6 una diferencia significativa en su
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valor de ICs para la variante Omicron BA .2, especialmente para las mezclas de Nb-43 y

Nb-53 0 Nb-45 y Nb-53, p < 0.001.
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Figura 28. Mejora de las potencias de neutralizacién contra las variantes Omicron utilizando

cOcteles de Nbs. (A) Porcentaje de neutralizacion ejercido por una mezcla de dos o tres Nbs contra
la variante Omicron B.1.1.529; (B) Experimentos similares al (A) realizados con la variante
Omicron BA.2. Comparacién de valores de ICs de combinaciones de Nbs frente a Nbs
individuales para la variante Omicron B.1.1.529 (C) y la variante Omicron BA.2 (D). Los Nbs
individuales o las mezclas de Nbs con diferentes letras difieren significativamente en ICso
(ANOVA de un factor, comparacion multiple de Tukey, p < 0.001), mientras que las letras

compartidas indican que no hay diferencia significativa.

Tabla 6. Potencia de neutralizacion expresada en valores de ICso para los Nbs solos o en

combinacion.
ICs0 (nM)
Nbs B.1.1.529 BA.2
Nb-43 394,7 204,8
Nb-45 214,6 112,0
Nb-53 322,6 135,3
Nb-43 + Nb-45 348,4 54,39
Nb-43 + Nb-53 126,8 81,4
Nb-45 + Nb-53 171,8 122,3
Nb-43 + Nb-45 + Nb-53 146,5 50,5
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Se realizaron experimentos similares con las variantes Omicron XBB y XBB.1.5 y los Nbs

no afines a RBD, ya que solo esos Nbs podian neutralizar estas cepas. No se observé un

aumento significativo en la capacidad neutralizante en este caso (Figura 29, Tabla 7).
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Figura 29. Mejora de las potencias de neutralizacion contra las variantes Omicron utilizando

cocteles de Nbs. (A) Porcentaje de neutralizacion ejercido por una mezcla de dos o tres Nbs contra

la variante Omicron XBB; (B) Experimentos similares al (A) realizados con la variante Omicron

XBB.1.5. Comparacion de valores de ICso de combinaciones de Nbs frente a Nbs individuales para
la variante Omicron XBB (C) y la variante Omicron XBB.1.5 (D).

Tabla 7. Potencia de neutralizacién expresada en valores de ICso para los Nbs solos o en

combinacion.
ICs0 (nM)
Nbs XBB XBB.1.5

Nb-45 30,73 42,17

Nb-51 285,6 316,9

Nb-53 145,2 136,7

Nb-45 + Nb-51 79,27 108,2

Nb-45 + Nb-53 55,3 98,58

Nb-51 + Nb-53 114,6 2474

Nb-45 + Nb-51 + Nb-53 72,35 86,44

3.6.Mapeo de epitopes y prediccion in silico del modo de union

En primer lugar, se analizd la capacidad de los Nbs seleccionados de reconocer epitopes

lineales utilizando un array de péptidos que cubria toda la secuencia de aminodacidos de
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la glicoproteina S (BEI Resources, NR-52402). Los péptidos eran de 17 o 13 AA de
longitud, con una superposicion de 10 AA. La mayoria de los Nbs no reaccionaron con
los péptidos, excepto los Nb-39 y Nb-33. El Nb-39 reconocié un péptido entre los
aminodcidos 407 a 423, correspondiente al motivo de union al receptor (RBM) dentro del
RBD. El Nb-33 se uni6 a un péptido entre las regiones HR1 y HR2, ambas dentro del
dominio S2, lo que coincide con el resultado de que este Nb fue seleccionado con la

proteina S y no reaccion6 con RBD en ELISA (Tabla 8, Figura 30).

Tabla 8. Identificacion de epitopes en la proteina S mediante un array de péptidos.

Nb Péptido Secuencia aminoacidica ODasgsnm  Ubicacion
Nb-33 161 1121-FVSGNCDVVIGIVNNTV-1137 0,719 S2
Nb-39 59 407-VRQIAPGQTGKIADYNY-423 0,423 RBM

Por otra parte, considerando que los Nb-45 y Nb-53 mostraron la actividad neutralizante
mas amplia contra todas las variantes probadas, se seleccionaron y modelaron para un
analisis adicional de prediccion de estructura. También se incluy6 un Nb afin a RBD, Nb-

43, para su estudio.

HADDOCK proporcioné multiples resultados con puntuaciones variadas, y se
seleccion6 la mejor pose que posiciond los CDR de los Nbs en contacto directo con la
proteina S (Tabla 9). El andlisis de los residuos interactuantes entre el Nb-43 y la proteina
S sugirié que el sitio de union estaria ubicado en la interfaz de unién del complejo. Los
residuos 469, 511 y 512 del RBD pueden contribuir como residuos criticos para la
afinidad de unién (Figura 30A). Otros residuos, del 463 al 511, a una distancia menor de
5 A, también podrian estar interactuando con los residuos del Nb. Teniendo en cuenta
que el residuo L452 es crucial para la interaccién con el Nb-43 y al analizar su posiciéon
estructural en relacidon con los residuos predichos por HADDOCK, se observo que todos
ellos se encuentran a una distancia menor a 5 A (Figura 31). Esto sugiere una coherencia
entre los resultados experimentales y las predicciones de HADDOCK, confirmando la
precision del programa en identificar residuos claves de la proteina S que interacttian
con el Nb. Por otra parte, en colaboraciéon con investigadores del Instituto Karolinska
(Suecia), se intenté determinar el epitope exacto del Nb-43 y se envié una muestra de
este Nb para analizar su interaccién con la proteina S mediante microscopia electronica
criogénica. Sin embargo, estudios preliminares del complejo Nb-43 y S provocaron el
desensamblaje de la estructura de la proteina, impidiendo la determinacién exacta del

sitio de union (resultados no mostrados).
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Para los Nbs no afines a RBD (Nb-45 y Nb-53), el analisis de las interacciones predichas
permiti6 identificar posibles residuos interactuantes en el NTD de la proteina S. Los
residuos 54 (CDR2), 101 y 114 (CDR3) de Nb-45 podrian estar interactuando con residuos
en las posiciones 60, 244 y 249, respectivamente (Figura 30B). En el caso de Nb-53, los
posibles residuos involucrados en la interacciéon Nb-NTD podrian ser 54 (CDR2), 106 y
107 (CDR3) y 116, 206 y 231, respectivamente (Figura 30C). Otros residuos del NTD
localizados a menos de 5 A serian 62, 191 y del 245 al 249 para Nb-45 y 115, 117, 205, del
227 al 230 y 236 para Nb-53.

A su vez se realiz6 un analisis HADDOCK de la biliverdina y se observo que el sitio de
union predicho del Nb-45 y de esta molécula se superpone. Cuando se realizé un analisis
similar para el Nb-53, observamos una superposicion parcial con el sitio de
reconocimiento de la biliverdina. Estos hallazgos apoyan los resultados del ensayo de
competencia (Figura 24), pero un analisis adicional de mutagénesis de la proteina S
podria confirmar los residuos criticos predichos que contribuyen a las interacciones de

union entre los Nbs y la proteina S.

Tabla 9. Resumen de los resultados HADDOCK para los complejos Nb-proteina

seleccionados.
Ligando HADDOCK Energia Energia Energia de Area de superficie
scores VdwW electrostatica desolvatacion enterrada
Biliverdina -40,4 -29,2 -86,9 -2,5 716,8
Nb-43 -48,1 -47,2 -176,4 3,5 1474,7
Nb-45 -63,7 -92,6 -259,2 -19,3 2374,6
Nb-53 -48,7 -93,3 -177,7 -19,9 2388,6
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Figura 30. Analisis de las interacciones Nb-proteina. Prediccion de la interaccion del Nb-43 (A,
rojo), Nb-45 (B, gris) y Nb-53 (C, amarillo) con la proteina S (azul). La biliverdina se indica en
verde. Los tres paneles muestran una vista general de la interaccion S-Nb y una vista detallada
de la zona involucrada en la misma. La vista detallada muestra el sitio de unién predicho, con los
AA en rojo representando aquellos de la proteina S y en negro los que pertenecen al Nb. Los AA
encerrados en un cuadro negro e indicados con una flecha muestran residuos que podrian formar
enlaces de hidrégeno (lineas punteadas). La seccion B muestra circulos verdes que representan

posibles interacciones de apilamiento Pi.

= -
Figura 31. Proximidad estructural entre los residuos N469, L511 y Q512 de la proteina S predichos

por el programa HADDOCK como aquellos interactuantes con el Nb-43 y el residuo L452
(sombreado).

4. Discusion
La evolucién persistente del SARS-CoV-2 continia generando nuevas variantes de
interés, las cuales conllevan la posibilidad de una mayor transmisibilidad, virulencia y
escape inmunoldgico. Aunque la OMS declaré el fin de la emergencia sanitaria
internacional, el SARS-CoV-2 contintia circulando globalmente, con miles de nuevas
infecciones reportadas semanalmente. Este contexto subraya la posibilidad de brotes
estacionales recurrentes, similar a otros virus respiratorios. La propagacion de variantes
resistentes y la ausencia de anticuerpos terapéuticos efectivos plantean una amenaza
particular para las personas en los grupos de riesgo o con diferentes tipos de
inmunodeficiencias. Por estos motivos, el desarrollo de terapias efectivas o moléculas de
amplio espectro para combatir la enfermedad sigue siendo una prioridad en el dmbito

de la salud publica.
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En respuesta a esta necesidad, se han desarrollado multiples Nbs con aplicaciones
diagndsticas y terapéuticas prometedoras [73], [104], [136], [284], [288], [289]. Los Nbs
monoméricos y sus formatos disefiados han demostrado una fuerte actividad
neutralizante contra las diferentes VOCs que han surgido, incluidas las subvariantes
Omicron [98], [279], [284], [290], [291], [292]. La intensa produccién de nuevos Nbs
recombinantes resalta la relevancia de esta plataforma tecnoldgica, que se espera que
llegue al uso clinico para el tratamiento de enfermedades virales en un futuro cercano

[293].

En este capitulo, se reporto el desarrollo y la caracterizacion de un conjunto novedoso y
diverso de Nbs con potentes capacidades neutralizantes. Se identificaron 7 moléculas
promisorias, clasificadas en funcion de su afinidad o no a RBD. En particular, el Nb-45
(no afin a RBD) demostrd una actividad neutralizante amplia contra todas las variantes
de SARS-CoV-2 estudiadas. Ademas, la combinaciéon de esta molécula con el Nb-43
mejor6 significativamente su actividad neutralizante. Estos hallazgos destacan su
potencial como molécula terapéutica de amplio espectro. A su vez, gracias a un trabajo
colaborativo con investigadores de Virgina Tech Institute, se evalud la eficacia de estos
Nbs en un modelo animal, demostrando que el Nb-45 y otros Nbs lograron una
reduccion significativa de la carga viral [98]. Los resultados presentados en este capitulo
y este estudio conjunto han servido de base para la publicacion de nuestros resultados
en un articulo cientifico, subrayando la relevancia de estos hallazgos en el desarrollo de

terapias basadas en Nbs.

Inicialmente, se intentd aislar Nbs dirigidos a S-2P y RBD a partir de una biblioteca de
Nbs preexistente, producida contra la cepa Mebus de BcoV, ya que la proteina S de
ambas cepas muestra una cierta similitud en la secuencia (44,4%) y una estructura global
similar. Se logrd identificar un Nb (Nb-10M) que se une a RBD de SARS-CoV-2. Sin
embargo, este Nb no mostr¢ actividad neutralizante contra ninguna de las variantes de
SARS-CoV-2 estudiadas. Por este motivo se inmunizd a una llama con proteinas
recombinantes S-2P y RBD para desarrollar Nbs especificos y con capacidad

neutralizante.

Luego de la inmunizacién de una llama, la generacién de una biblioteca inmune
excepcionalmente grande (1,8 x 10° transformantes individuales) y la seleccién de Nbs

especificos, se obtuvieron diferentes grupos de Nbs que exhibieron una alta variabilidad
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de secuencia y se originaron a partir de un conjunto diverso de genes V, D y J. Nuestros
resultados son consistentes con otros estudios que han explorado bibliotecas derivadas
de camélidos, donde se encontrdé una impresionante diversidad en la secuencia de
nucledtidos de los Nbs, la especificidad de los mismos y la capacidad neutralizante,
especialmente después de inmunizaciones sucesivas para promover el desarrollo de la
superinmunidad [276], [294]. Esta diversidad es crucial para identificar Nbs que puedan
reconocer y neutralizar nuevas variantes de interés, incluyendo las subvariantes de

Omicron que presentan multiples mutaciones.

El andlisis detallado mediante técnica de redes mostr6 que los Nbs estan organizados en
varios clisteres que comparten diferentes propiedades, como especificidad de union,
potencia de neutralizacion, longitud de CDR3 y pl (Figura 32). Es importante destacar
que se aislaron Nbs con identidades de secuencia similares utilizando dos antigenos
diferentes para el biopaneo. Dentro de los Nbs seleccionados, la mayoria (32 de 43)
reconocen la proteina RBD. Segtn se ha reportado en otros estudios, la menor cantidad
de moléculas no afines a RBD recuperados de una biblioteca de Nbs probablemente se
deba a la alta naturaleza antigénica de este dominio. Ademas, el efecto de
enmascaramiento provocado por la capa de glicanos en las regiones fuera de RBD

también contribuye en estos resultados [295], [296].

A pesar de que los Nbs afines a RBD mostraron altas capacidades neutralizantes contra
la cepa WT (ICso promedio: 10,44 nM), tuvieron un alcance limitado contra las variantes
del virus evaluadas. En este estudio, se observ una reduccién severa o pérdida completa
de capacidad neutralizante de estos Nbs frente a las variantes Beta y Omicron. Esto se
atribuye probablemente a las mutaciones K417N, E484K y N501Y en la RBD de la

variante Beta y las 22 sustituciones de residuos presentes en las subvariantes XBB [297].
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Figura 32. Analisis de redes de Nbs tinicos. Una representacion visual que resume la union y
neutralizaciéon de RBD y S-2P para los 43 Nbs aislados. Los Nbs se muestran como nodos o
circulos de diferentes tamafios y colores, y aquellos con una identidad de secuencia CDR3 mayor
al 70% estan conectados. La potencia de neutralizacion contra el SARS-CoV-2 WT se representa
por el tamafo de los nodos y el color del relleno del nodo representa la amplitud de la
neutralizacion de variantes del virus. Los bordes de los nodos estan coloreados en el exterior

basados en el antigeno utilizado para el biopanning y en la capacidad de unién o no unién a RBD.

Tres de los cliisteres mas grandes obtenidos por andlisis de redes estan compuestos por
Nbs con fuerte actividad neutralizante (ICs por debajo de 25 nM) y dos de ellos poseen,
a su vez, un Nb con amplio espectro de neutralizaciéon de variantes de SARS-CoV-2
(Figura 32). Un ejemplo es el caso del Nb-45 no afin a RBD, que podria estar

interactuando con el dominio NTD de la proteina S, como se observo en los ensayos de
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competencia. También se han reportado anticuerpos neutralizantes dirigidos a este
dominio por otros grupos de investigacion [286], [298]. Aunque se necesitarian
experimentos cristalograficos y estructurales para comprender en detalle la interaccion
Nb-NTD, la prediccion de unién de epitopes sugiri6 que Nb-45 y Nb-53 estarian

interactuando con este dominio.

Una caracteristica de los Nbs es su capacidad de reconocer epitopes conformacionales,
aunque se han reportado algunas excepciones a esto y ciertos Nbs se unen a epitopes
lineales. En este contexto, el Nb-39 (afin a RBD, con fuerte capacidad de union a las
proteinas S-2P y RBD y alta potencia neutralizante frente al virus WT) reconocié un
péptido lineal correspondiente al RBM dentro del RBD en un arreglo de péptidos S. Este
resultado se correlaciona con la capacidad de este Nb para bloquear la interaccion entre
el RBD y el ACE2, ademas de su fuerte actividad neutralizante in vitro y proteccion in
vivo en ratones [98]. Por otro lado, el Nb-33 (no afin a RBD, con fuerte capacidad de union
a S) reconocioé un péptido entre las regiones HR1y HR2, dentro de la subunidad S2. Estas
regiones son altamente conservadas e inmunogénicas, desempeniando un papel
importante en el proceso de fusion antes de la internalizacién por endocitosis [299], [300].
Ademas, se ha observado que los anticuerpos monoclonales humanos dirigidos a estas
regiones suelen ser neutralizantes [299]. Si bien el Nb-33 no mostré una fuerte actividad
neutralizante, el mismo result6 particularmente til para el desarrollo de un biosensor
destinado a la deteccidn de variantes del virus en aguas residuales, alimentos y muestras
clinicas [94]. En general, estos resultados sugieren que nuestros Nbs reconocen no solo
epitopes conformacionales en la superficie de la proteina S, sino que también interactiian

con regiones lineales de la misma.

Por otro lado, nuestro andlisis de acoplamiento molecular proporciond resultados
valiosos sobre los posibles sitios de union de los Nbs a su blanco. En cuanto al Nb-43, los
resultados sugieren que los aminodcidos 469, 511 y 512 son importantes para la unién
esta molécula a RBD. Ademads, un experimento de mutagénesis dirigida en la variante
Delta revel6 que el residuo en la posicion 452, estructuralmente cercano a los residuos
mencionados, también desempefia un papel importante en la unién. Cuando este
residuo se cambia de Arginina, un aminodcido cargado, a Leucina, un aminoécido no
polar, la uniéon de Nb-43 al RBD se recupera. Estudios previos han indicado que la
mutacidon L452R en la variante Delta genera una zona cargada cerca de la superficie,

modificando asi la afinidad del virus hacia diferentes anticuerpos [301]. En colaboracién
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con investigadores del Instituto Karolinska se realizaron multiples intentos para resolver
la estructura cristalografica de la proteina S en complejo con el Nb-43. Lamentablemente,
la unién del Nb-43 desestabilizd la estructura de la proteina S, lo que impidid resolver la
estructura del complejo. Esto probablemente refleje un mecanismo de neutralizacion,

como se ha reportado previamente [302].

La aparicion y propagacion de variantes del SARS-CoV-2 capaces de evadir la
neutralizacion por mAbs representa un desafio para el desarrollo de vacunas y terapias
efectivas [262]. Por esta razon, se han propuesto cdcteles de Nbs, compuestos por dos o
mas Nbs que reconocen diferentes epitopes de la proteina S, como una estrategia para
aumentar la potencia neutralizante y prevenir el escape viral [296], [302]. Este trabajo
demostré que la combinacion de un Nb que se une a RBD (Nb-43) y otro que no se une
a este dominio (Nb-45, especifico para el NTD) mejora la potencia neutralizante contra
algunas variantes de Omicron (B.1.1.529 y BA.2). Zhao y colaboradores han reportado el
desarrollo de un Nb capaz de unirse tanto al RBD como al NTD del trimero S, a través
del mismo bucle CDR3, mostrando una actividad neutralizante amplia [303]. Estos
hallazgos resaltan el potencial de los cdcteles de Nbs como una estrategia para
desarrollar nuevas herramientas profildcticas y terapéuticas contra el SARS-CoV-2,
especialmente en el contexto de variantes virales emergentes. Sin embargo, es
importante mencionar que el Nb-45 por si solo tiene una amplia capacidad neutralizante

y puede inhibir todas las variantes probadas en este trabajo.

Los Nbs desarrollados en este trabajo reconocen diferentes epitopes, lo que no solo
respalda su uso en cocteles o como moléculas multivalentes disefiadas para detectar y
controlar la enfermedad del SARS-CoV-2, sino que también subraya su potencial
terapéutico. Mas importante aun, los Nbs seleccionados poseen una fuerte potencia de
neutralizacion in vitro e in vivo en su forma monomérica. Aunque muchos Nbs anti-
SARS-CoV-2 desarrollados previamente han sido multimerizados para mejorar la
potencia neutralizante a través de un efecto de aumento de la avidez, los resultados
obtenidos sugieren que incluso en su forma monomérica, nuestros Nbs son eficaces.
Estudios anteriores han mostrado que la trimerizacion de Nbs puede resultar en una
ganancia significativa en el valor de KD, un aumento en la afinidad y una capacidad
neutralizante mas potente en comparacion con la dimerizacion [304], [305]. En base a
estos hallazgos, seria interesante explorar si los Nbs multivalentes podrian ofrecer una

capacidad inhibitoria aun mayor y mas amplia. Esto es factible, ya que se ha informado
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que la superficie del RBD es lo suficientemente grande como para acomodar varios Nbs

al mismo tiempo [306].

Por lo tanto, considerando su capacidad para unirse a diferentes epitopes y su actividad
neutralizante, estos Nbs representan herramientas prometedoras para el desarrollo de
formulaciones terapéuticas destinadas a neutralizar variantes emergentes, prevenir el
escape viral y tratar la enfermedad. Esta versatilidad y eficacia destacan el valor de los
Nbs como agentes innovadores que podrian revolucionar el tratamiento y la prevencion

de enfermedades virales en el contexto de Una Salud (One Health).
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Capitulo 4: Modificacion de Nbs para la deteccion de la
proteina NS1 de dengue
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1. Introduccion

1.1.Estructura del virus del dengue
El virus del dengue pertenece al género Flavivirus y a la familia Flaviviridae y existe como
un serocomplejo de 4 serotipos genéticamente relacionados, pero antigénicamente
distintos, DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 [307]. Los viriones de DENYV, como asi
también de otros flavivirus, son particulas esféricas compuestas por tres proteinas
estructurales (Figura 33A) [308]. El ARN gendmico, monocatenario de polaridad
positiva de aproximadamente 11 kb, contiene un tnico ORF y codifica para una
poliproteina que se escinde por proteasas virales y celulares en tres proteinas
estructurales: la proteina de la capside (C), la proteina de pre-membrana (prM) y la
glicoproteina de la envoltura (E); y siete proteinas no estructurales: NS1, NS2A/B, NS3,
NS4A/B y NS5 (Figura 33B) [307]. E1 ARN gendmico también posee 2 regiones no
codificantes, conocidas como la region no traducida (UTR) 5 y UTR 3’, que estan

altamente estructuradas y juegan un papel esencial en la replicacion viral [309].

A Dimeros de superficie en una estructura T=3

Genoma
RNA+ss

Capside

Proteina de
membrana

Proteina de
envoltura

Vista interior Vista exterior

B i
T B [
[ | | |

(| ]
proteinas estructurales proteinas no estructurales

[ —> Proteasaviral =>Proteasa huésped=—> Furin proteasa I

ER lumen

Figura 33. (A) Estructura del virién de un flavivirus, representando la vista interior y exterior del
mismo. (B) Genoma de los flavivirus y procesamiento de la poliproteina insertada en la
membrana del reticulo endopldsmico. Figura modificada de Zeng et al. y Payne [310], [311].

Dentro de las proteinas estructurales, la glicoproteina E es una proteina organizada en 3

dominios (E-DI, E-DII y E-DIII), anclada en la membrana viral y responsable de la

interaccion del virus con el receptor celular y de la entrada del virus a la célula. La
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proteina prM acttia como chaperona para la proteina E durante la maduracion del virus,

evitando la fusion prematura del virus con las membranas celulares durante su

ensamblaje en la célula hospedadora [312]. Durante el transito de los viriones inmaduros

por el aparato de Golgi, serina proteasas tipo furina clivan la proteina prM a M

generando formas del virion infeccioso maduro [313]. Por ultimo, la proteina C es una

pequena proteina helicoidal (12 kDa), responsable del reconocimiento y ensamblaje del

ARN viral y de la formacion de la nucleocapside [314].

Las proteinas no estructurales controlan, coordinan y regulan varios procesos

intracelulares del ciclo viral y ademas estan involucradas en la modulacion de la

respuesta inmune (Tabla 10) [315].

Tabla 10. Caracteristicas y funciones de las proteinas no estructurales de DENV.

Caracteristicas Funcién Ref.
e Presente anclada en el RE, e NSI intracelular esté involucrada en la [316],
asociada a la membrana o replicacion temprana del ARN viral [317],
secretada (NS1s) e NS1s se relaciona con la patogenia de la [318]
¢ Existen diferentes formas enfermedad al promover la
% oligoméricas (dimero, permeabilidad vascular y respuestas pro-
tetramero, hexamero) inflamatorias
e Proteina glicosilada de 48 kDa
¢ Marcador temprano de la
infeccion viral
¢ Proteina integral de ¢ Involucrada en la replicacion viral [318]
membrana hidrofébica de ¢ Orquesta la morfogénesis de las
aproximadamente 22 kDa particulas virales mediante la interaccion
é con las P/roteinas virales PrM vE la
Z regulacion del procesamiento de la
poliproteina C-prM por la proteasa viral
y el reclutamiento del ARN gendmico a
través de su unién con la region 3' UTR
¢ Proteina pequena hidrofébica e Co-factor para la actividad proteasa dela  [319],
§ de 14 kDa proteina NS3 3 [320]
Zz ¢ Involucrada en la evasion de la respuesta
inmune innata antiviral
¢ Proteina multifuncional con ¢ El dominio de serina proteasa (N- [321],
diversos dominios cataliticos terminal) es responsable del [322],
% de 68 kDa procesamiento de la poliproteina viral [323],
¢ El dominio C-terminal posee actividad de  [323]

helicasa de ARN y NTPasa
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¢ Proteina integral de ¢ Requerida para la modulacion de la [324],

< membrana hidrofdbica de 16 membrana y la formacién de vesiculas [325],
by kDa e Posible rol en la replicacién viral [326],
< Componente integral del [327]
complejo de replicacion

e Proteina hidrofdbica de 27 ¢ Involucrada en la replicacion viral [328],
- kDa e Promueve la disociacion del ARN simple  [329],
3 cadena de NS3, aumentado la actividad [330],
Z helicasa de este dominio [331]

e Suprime sefalizacion de IFNf3 e IFNy

¢ Proteina de aproximadamente El dominio metiltransferasa y GTPasa (N-  [332]
103 kDa y conservada entre terminal) esta involucrado en el capping

serotipos del ARN viral

NS5
[ ]

El dominio ARN polimerasa dependiente
de ARN (RdRp, C-terminal) esta

involucrado en la replicacién viral

1.2.Ciclo de replicacion del virus del dengue
El virus del dengue infecta principalmente células del sistema inmune, como células
dendriticas, monocitos, macréfagos, linfocitos, entre otras [333], [334], [335]. Aunque aun
no se ha identificado un receptor especifico de entrada para DENV, el virus puede
utilizar multiples receptores o mecanismos para mediar la infeccion. Entre los receptores
candidatos, se ha observado que las particulas virales se unen a las células a través de la
molécula de adhesion intracelular-3 no integrina especifica de células dendriticas (DC-
SIGN), el receptor de manosa de los macroéfagos, los glucosaminoglicanos como el
sulfato de heparina y las lectinas, las proteinas inducidas por estrés como las proteinas
de choque térmico 70 y 90, y la chaperona del ER GRP78 [336], [337], [338], [339], [340].
Luego de la union del virus a la célula, el mismo se internaliza en endosomas a través de
la endocitosis mediada por clatrina, al igual que otros flavivirus (Figura 34) [341]. Sin
embargo, dependiendo del serotipo y la célula blanco, DENV puede utilizar un

mecanismo de internalizacidn celular alternativo e independiente de clatrina [342].
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Figura 34. Ciclo de replicacién del virus del dengue. Fuente: Pierson et al. [343]

Una vez dentro del endosoma, el pH 4cido del mismo induce cambios conformacionales
en la proteina E del virus, permitiendo la fusién de las membranas, el desensamblaje de
la nucleocapside de DENV vy la liberacion del genoma viral al citoplasma de la célula
[344], [345]. En el citoplasma, el genoma viral se traduce en el RE como una tnica
poliproteina que es procesada por proteasas virales (NS2B-NS3) y proteasas de la célula
hospedadora en 10 proteinas virales [346], [347]. Las proteinas virales recién sintetizadas
reorganizan la membrana del RE en membranas “convolutas” y vesiculas [348]. Dentro
de estas vesiculas se forman los complejos de replicacidn viral compuestos por las siete
proteinas no estructurales que reclutan el ARNv [349]. La proteina NS5 interacttia con el
extremo 5 del genoma e inicia la sintesis de este [350]. E1 ARNv recién sintetizado es
empaquetado por la proteina C para formar la nucleocdpside y brota hacia la luz del RE,
adquiriendo una membrana lipidica que contiene heterodimeros de las proteinas prM y

E, formando particulas inmaduras [348].

Estas particulas virales inmaduras son transportadas a través del aparato de Golgi,
donde los cambios de pH y la escisién de prM mediada por furina conducen a la
maduracion del virion [351], [352]. Finalmente, las particulas infeccionas son liberadas

de la célula por exocitosis para continuar con el ciclo infeccioso e infectar nuevas células.
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1.3.Epidemiologia del dengue
La enfermedad o fiebre del dengue (DF) representa la enfermedad viral transmitida por
mosquitos que se propaga mas rapidamente por el mundo. Los primeros reportes de la
gravedad de la enfermedad datan de los anos 1779 y 1780, cuando se produjeron grandes
epidemias en diferentes regiones de Asia, Africa y América del Norte [353]. Desde
entonces y hasta 1940, las manifestaciones de la enfermedad eran poco frecuentes y la
propagacion del agente causal estaba limitada, debido a que tanto el virus como su

mosquito vector solo podian ser transportados entre poblaciones por via maritima [354].

La situacion epidemioldgica cambi6 drasticamente con la llegada de la Segunda Guerra
Mundial, en donde los cambios ecoldgicos y los movimientos de tropas y refugiados
impulsaron la expansion geografica tanto del vector como del DENV [355]. Esto condujo
a la aparicién de epidemias en nuevas regiones, como Africa Oriental, el Caribe y el
sudeste asiatico, la circulacion simultanea de multiples serotipos del virus y el
surgimiento de nuevas formas graves de la enfermedad, como la fiebre hemorragica del
dengue (DHF), lo que incrementé drasticamente la mortalidad y morbilidad. Tras el fin
de la Segunda Guerra Mundial, no se registraron epidemias de dengue fuera del sudeste
asiatico por aproximadamente dos décadas. La ausencia de DENV en las Américas se
origind gracias a los programas de erradicacion del mosquito Aedes aegypti
implementados para combatir la fiebre amarilla. Sin embargo, al cesar estas medidas, las
poblaciones del mosquito se recuperaron rapidamente, lo que facilito el resurgimiento

del dengue en la region [355].

Hacia finales de los afios 90, los brotes de dengue no solo continuaron aumentando en
frecuencia, sino también en intensidad debido a la globalizacion, el crecimiento de la
poblacién y las programas ineficientes de control del vector [355], [356]. A lo largo de los
ultimos 20 afios, el numero de casos de DF y muertes reportadas han mostrado un
incremento significativo, multiplicindose por mas de 8 y 4 veces, respectivamente
(Figura 35) [356]. En el afio 2000, se reportaron 505.430 casos de dengue a nivel mundial,
una cifra que para 2010 se habia incrementado a mas mas de 2,4 millones y en 2019
super? los 5,2 millones [357]. Este incremento en la incidencia estuvo acompafiado de un
aumento en la mortalidad: las muertes reportadas ascendieron de 960 en 2000 a 4.035 en

2015.
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Figura 35. Numero de casos de DENV reportados a nivel global entre 1990 y 2024. Adaptado de
WHO [358], [359].

Durante el afio 2023, la transmision sostenida de DENV alcanzo una cifra histdrica, con
mas de 6,5 millones de casos y mas de 7.300 muertes en mas de 80 paises [359]. De ese
total, cerca del 80% de los casos (4,1 millones) se notificaron en la Region de las Américas,
lo que subraya el enorme impacto que el dengue contintia teniendo en esta area. Desde
el inicio del 2024, los ntmeros han seguido incrementdndose dramadticamente,
superando ya los 13 millones de casos de DF y mdas de 8500 muertes relacionadas
globalmente [360]. La Region de las Américas contintia siendo la mds afectada, con
aproximadamente 11,9 millones de casos confirmados [361]. Anteriormente, los brotes
de DENV mostraban un patron ciclico de 3 a 4 afos, sin embargo, en los tltimos afios se
ha observado una transmision mds continua y menos marcada por intervalos

interepidémicos.

Hoy en dia, la enfermedad es endémica en 129 paises, con evidencia de casos y brotes
reportados, incluyendo 36 paises en los que el virus no habia circulado previamente
[362]. Este panorama epidemioldgico se complica ain mas debido a la co-circulaciéon de
diferentes serotipos de DENV en zonas endémicas, lo que aumenta la probabilidad de
que las personas desarrollen formas mas graves de la enfermedad debido a la infeccion

secuencial con diferentes serotipos [363].

En Argentina, la epidemiologia del dengue ha evolucionado de manera preocupante,
transformandose de una enfermedad poco frecuente a un problema de salud ptblica

recurrente. Inicialmente, los casos se limitaban al norte del pais, pero con el tiempo el
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virus ha ido extendiéndose hacia otras regiones, y actualmente 18 de las 23 provincias

reportan casos autoctonos de dengue [364], [365].

El brote de 2009 fue el mayor registrado hasta esa fecha, con 26.923 casos confirmados
de DENV-1 en 14 provincias, de las cuales 10 no tenian antecedentes epidemiologicos de
la enfermedad [366]. Esto marco el inicio de la propagacion del virus mas alla de las
regiones historicamente endémicas del norte del pais. A principios de 2016, un nuevo
brote de DENV super¢ significativamente al de 2009, con un aumento del 49% en los
casos reportados [366]. Este brote se caracterizo por la introduccidn del serotipo 4 en el
pais y la expansion del mismo a una nueva provincia [367]. Sin embargo, los tltimos dos
anos marcaron un récord historico en el pais en cuanto casos de DF, con alrededor de
129.500 casos confirmados en la temporada 2022/2023 y 566.140 casos reportados para la
temporada 2023/2024, reflejando una transmision sostenida y un aumento en la

mortalidad asociada [365], [368].

1.4.Presentacion clinica
La enfermedad causada por la infeccion con DENV presenta un amplio espectro de
manifestaciones clinicas, que van desde infecciones asintomaticas o con sintomas febriles
leves, hasta formas graves que pueden poner en riesgo la vida de la persona infectada
[358]. Luego de un periodo de incubacion de 4 a 10 dias desde la picadura del mosquito
infectado, la mayoria de los pacientes desarrolla una infeccion asintomatica
(aproximadamente un 75%), mientras que los pacientes sintomaticos suelen presentar
sintomas que aparecen abruptamente, seguidos por las tres fases clasicas de la

enfermedad: febril, critica y de recuperacion [358].

La fase febril, que puede durar de 2 a 7 dias, se presenta como una enfermedad
autolimitada caracterizada por fiebre alta, dolor muscular, dolor retroocular, cefalea y
erupciones cutdneas [369], [370]. En la mayoria de los casos, esta fase se resuelve sin
complicaciones y se clasifica como dengue sin signos de alarma. Sin embargo, en algunos
pacientes el curso clinico puede progresar a la fase critica de la enfermedad, que se
caracteriza por el aumento de la permeabilidad vascular, lo que conlleva a la aparicion
de signos de alarma como dolor abdominal severo, vomito persistente, acumulacién de
liquidos y sangrado de las mucosas [371], [372], [373]. Durante la fase critica, la
enfermedad puede evolucionar a una forma mas severa y letal de la enfermedad,

conocida como dengue severo [373]. El mismo, que afecta entre el 2% y el 5% de los
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pacientes, se caracteriza por una mayor permeabilidad vascular, hemorragias severas y
compromiso grave de varios drganos [358]. Durante la fase de recuperacion, que dura
entre 48 y 72 hs, los signos vitales se estabilizan, la permeabilidad vascular disminuye y

los liquidos extravasados son reabsorbidos.

Un aspecto relevante en la severidad del dengue es el rol de la proteina NS1, cuya alta
concentracion en las etapas tempranas de la infeccion se ha correlacionado con una
mayor permeabilidad vascular, caracteristica distintiva de las formas mas graves de
dengue [374]. Diversos estudios han demostrado que NS1 promueve la pérdida de la
integridad de la barrera vascular en células endoteliales y la activacion del sistema de
complemento, lo que a su vez estimula la liberacion de citocinas inflamatorias,
exacerbando la fuga capilar y la disfuncién endotelial [375], [376], [377], [378], [379]. Estas
observaciones se han confirmado en varios estudios hospitalarios de diferentes regiones,
que muestran una correlacion positiva entre los niveles elevados de NS1 y la aparicion
de dengue severo, con valores de NSI significativamente mas altos en pacientes que
desarrollaron complicaciones graves en comparacion con aquellos con formas leves de
la enfermedad [380], [381], [382], [383]. Es decir, la presencia de altos niveles de NS1 en

la fase inicial de la infeccion puede predecir un curso clinico mas complicado.

1.5.Diagndstico de la infeccion
El diagnoéstico rdpido y preciso de DENV es esencial no solo para el manejo clinico
adecuado de los pacientes, sino también para la vigilancia epidemioldgica y el monitoreo
efectivo de brotes [384]. Los métodos de diagndstico disponibles incluyen diferentes
técnicas moleculares o seroldgicas, cuya eleccion depende de los recursos disponibles y
la evolucion de la enfermedad (Tabla 11). Aunque el diagnostico clinico puede orientar
la identificacion de casos sospechosos, la confirmacion mediante una prueba de
laboratorio es fundamental para evitar confusiones con otras enfermedades febriles

agudas, muchas de ellas producidas por otros flavivirus.

Tabla 11. Resumen de los métodos de diagndstico para DENV y caracteristicas asociadas.

; Ventana de Tiempo ]
Método de . .. Instalaciones
. L . diagndstico (desde el hasta el Muestra . Costo
diagnostico . . , necesarias
inicio de sintomas) resultado
Suero,
Aislamiento 1.5 dias 1-2 plasma, Labo.ra’.corio 555
viral semanas PBMCso  especializado
tejidos

89



Deteccién de Suero, .
Laboratorio

acidos 1-7 dias <24 hs plasma o $$%
. .. molecular
nucleicos tejidos
Basico o
Deteccién d
© e?c1on © 1-9 dias <24 hs Suero laboratorio $
antigenos
molecular
Detoccid Basi
© ec/c1F)n > 5 dias hasta 12 Suero o asico O_
seroldgica <24 hs laboratorio $
semanas plasma
IgM molecular
Deteccion > 7 dias (infeccion S Basico o
uero o
serologica primaria); > 1 dia <24 hs laboratorio $
. s . plasma
IeG (infeccion secundaria) molecular

Hoy en dia, la deteccion antigénica de NS1 es uno de los métodos mas utilizados para el
diagnostico agudo del dengue, al igual que los métodos de amplificacion de acidos
nucleicos o las pruebas de IgM [385]. La proteina NS1 es un biomarcador muy util, ya
que se libera al torrente sanguineo durante los primeros dias de la infeccion, permitiendo
su detecciéon hasta mas de 9 dias del inicio de los sintomas [317], [386]. Las
concentraciones de NS1 en sangre varian tipicamente de 0,1 a 1 ug/ml, aunque en ciertos
casos se han reportado niveles de hasta 50 ug/ml, en donde la NS1 sigue siendo

detectable hasta 14 dias del inicio de la fase febril [386], [387], [388], [389].

Entre las ventajas del uso de ensayos de NSI1 para el diagnostico del dengue se
encuentran su alta especificidad, lo que permite diferenciar la infeccién por dengue de
otros flavivirus que circulan de manera simultdnea en regiones endémicas, minimizando
el numero de falsos positivos [390], [391]. Ademas, la detecciéon de NSI1 permite
identificar la infecciéon desde el primer dia de inicio de los sintomas, antes de la
seroconversion a IgM [373]. Los ensayos de ELISA de captura y pruebas de diagnéstico
rapido (RDTs) desarrollados y disponibles en el mercado permiten detectar este antigeno
viral en minutos (15-20 min para RDTs) u horas (3-4 hs para ELISA), lo que resulta
ventajoso para la toma de decisiones clinicas inmediatas [392]. Estas pruebas no precisan
de equipamiento costoso ni sofisticado, lo que facilita su aplicacién tanto en entornos
urbanos como rurales. Sin embargo, estos ensayos no permiten identificar el serotipo
viral causante de la infecciéon y el rendimiento diagnostico de los mismo varia
dependiendo el serotipo [393]. En infecciones secundarias, la formacion de complejos
inmunes entre NS1 y los anticuerpos preexistentes puede reducir la ventana de deteccion
y, en consecuencia, la sensibilidad del ensayo [394], [395]. En Argentina, los kits

comerciales de deteccién de NS1 son importados, lo que incrementa los costos y dificulta
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su acceso universal, especialmente en dreas de recursos limitados. Esto destaca la
necesidad de desarrollar opciones diagnosticas accesibles y especificas para el contexto

regional.

2. Objetivos
Dado el continuo impacto del dengue en paises como Argentina, donde los casos han
aumentado significativamente en los ultimos dos afios, implementar medidas de
deteccion temprana puede marcar la diferencia en el control y manejo de la enfermedad.
Por lo tanto, el objetivo general de este capitulo consistio en desarrollar un ensayo
diagnostico basado en Nbs anti-NS1 que permita la deteccion temprana de individuos

infectados con DENV.
Los objetivos especificos de este trabajo fueron:

1) Expresar y purificar Nbs anti-NS1 para evaluar su especificidad y afinidad
mediante técnicas de caracterizacion molecular o bioquimicas.

2) Modificar Nbs anti-NS1 para mejorar sus propiedades como anticuerpos de
captura y deteccion.

3) Poner a punto la técnica de ELISA utilizando Nbs anti-NS1, con el objetivo de
capturar y detectar de manera especifica la proteina NS1 utilizando proteina
recombinante y muestras de suero de individuos infectados con DENV.

4) Evaluar y comparar la sensibilidad y especificidad del ensayo de deteccion de
NS1 desarrollado con las caracteristicas de kits comerciales basados en

anticuerpos monoclonales.

3. Antecedentes
Nuestro grupo de investigacion seleccion6 previamente 11 Nbs tinicos dirigidos contra
la proteina NS1 de los serotipos 1 y 2 de DENV (NS1-1 y NS1-2, respectivamente). Para
ello, se inmuniz6 una llama con sobrenadante purificado, proveniente de células de
mosquito infectadas con los 4 serotipos del virus. Esta estrategia para producir la
proteina NS1 fue seleccionada considerando el trabajo de Flamand et al., quienes
informaron que la principal forma soluble de NS1 en las condiciones de cultivo celular
aplicadas era una especie hexamérica y que de 5 a 10 ug/ml de la proteina se liberaban

al sobrenadante después de la infeccion [396], [397].
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Después de cinco inmunizaciones, se tomd una muestra de sangre de la llama para
extraer células mononucleares periféricas y se construyd una biblioteca de 1 x 108 clones
individuales. A continuacion, se seleccionaron Nbs especificos para NS1-1 y NS1-2
mediante biopaneo en fase solida utilizando dos estrategias: placas de ELISA
sensibilizadas con proteina NS1-1 recombinante o conteniendo células Vero
transfectadas con un plasmido que expresa la NS1-2. En el protocolo se incluyeron pasos
de contra-seleccion para reducir la unién inespecifica de fagos, ya que la llama fue
inmunizada con sobrenadante que contenia varias proteinas. Se amplificaron 96 clones
(del 1 al 48, seleccionados con proteina NS1-1 recombinante, y del 49 al 96, seleccionados
con plasmido NSI-2 transfectado) y posteriormente se sometieron a andlisis de
polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) utilizando la enzima de

restriccion Hinfl para determinar clones diversos.

El andlisis de secuencias RFLP de 96 clones reveld al menos 18 patrones de restriccion
diferentes. Los pldsmidos se enviaron para secuenciacion y se analizaron las secuencias
obtenidas. Este andlisis revelo la existencia de 11 Nbs diferentes con la conservacion
esperada de residuos en los FRs y alta variabilidad en los CDRs. Considerando esta
informacion, se seleccionaron los Nb-5, Nb-7, Nb-14, Nb-22, Nb-34, Nb-40, Nb-48, Nb-
51, Nb-54, Nb-66 y Nb-70 para continuar trabajando en este estudio.

4. Resultados

4.1.Produccion y purificacion de las proteinas recombinantes NS1 de los 4

serotipos de DENV

Para el desarrollo de un ensayo de ELISA para la deteccion de NSI1 es fundamental
contar con proteina NSI recombinante de alta pureza y en cantidades suficientes, que
permitirdn la puesta a punto del ensayo diagnodstico, previo a la validacion con las
muestras de pacientes infectados con dengue. Por este motivo, en primer lugar, se

produjeron de manera recombinante estas proteinas.

Los plasmidos de expresion que codifican para las proteinas NS1 de los 4 serotipos de
dengue fueron generados previamente en el laboratorio. Estas secuencias se encuentran
clonadas en el vector pPCAGGS que contiene la sefial de secrecion de la albumina sérica

humana y una etiqueta de 6 histidinas (6xHis) en el extremo C-terminal [398].
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Estos plasmidos se transfectaron transitoriamente en células adherentes HEK-293T
utilizando PEI y las proteinas recombinantes se purificaron mediante IMAC. Las
fracciones obtenidas durante la purificacion se sometieron a SDS-PAGE (Figura 36), para
ser analizadas mediante Western blot y tincion con azul de Coomassie. En las eluciones de
la purificacion se detectaron al menos dos bandas de aproximadamente 45 y 50 kDa, que
corresponden al PM esperado y a las variantes de glicosilacion de la proteina NS1
recombinante. El rendimiento en la produccion de estas proteinas vario entre 1,6 mg/l y
1,8 mg/l, estos valores fueron considerados bajos para la cantidad de proteina necesaria

para el desarrollo de un kit diagndstico.
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Figura 36. Expresion y purificacién de las proteinas recombinantes NS1 de los 4 serotipos de
dengue. Perfiles proteicos en diferentes etapas de la purificacion de NS1 en membranas de
nitrocelulosa reveladas mediante Western blot (panel superior) y geles SDS-PAGE tenido con azul
de Coomassie (panel inferior). MI: muestra inicial antes de pasar por la resina. FT: fraccién no

unida a la resina. L1 y L3: lavados. E1, E2, E3 y E4: eluciones. DI y DII: diluciones de la proteina
a cuantificar. M: marcador de PM en kDa.

4.1.1. Subclonado de secuencias codificantes para la proteina NS1 de los 4

serotipos de DENV en el vector pFUSEss para mejorar la expresion de las

proteinas

Con el fin de mejorar los rendimientos en la expresion de las proteinas recombinantes,

las secuencias codificantes para la NS1 se subclonaron en una version modificada del
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vector pFUSEss, que contiene una sefial de secrecion de interleuquina 2 (IL-2) y una
etiqueta FLAG (DYKDDDDK) en el extremo N-terminal y dos etiquetas en el extremo
C-terminal: c-myc y 6xHis (Figura 37A).

Para ello se amplificaron las secuencias de la NS1 de los 4 serotipos de DENV y un
fragmento (F), conteniendo parte del vector de origen y las dos etiquetas presentes en el
extremo C-terminal (Figura 37B). Cada reaccion se realizd utilizando primers que
hibridan en la secuencia de interés (NS1 o F) y contienen al menos 15 pb
complementarias al vector en donde se quiere insertar para permitir la generacion de

esta nueva construccion mediante Infusion Cloning (Figura 37C).
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Figura 37. Generacion del plasmido de expresion NS1 pFUSEss de los 4 serotipos de DENV para
mejorar la expresion de la proteina recombinante. (A) Diagrama esquematico de la construccion
generada para la expresion y purificacion de NS1. (B) Amplificacion del ADN correspondiente a
las secuencias de NS1 de los 4 serotipos de DENV a partir del vector pCAGGS y del fragmento,
denominado F, que contiene dos etiquetas de c-myc y 6xHis. El signo + refiere a la amplificacién
de la secuencia de interés mientras que el signo — corresponde al control negativo de esa reaccion.
M: marcador de PM de ADN en pares de bases. (C) Estrategia de clonado para la generacion del
nuevo vector mediante Infusion Cloning.

4.1.2. Comparacion de los niveles de expresion en ambos vectores

Una vez generado este nuevo grupo de vectores, se expresaron a baja escala las proteinas
recombinantes provenientes de ambas construcciones (pPCAGGS y pFUSEss), con el fin

de comparar los niveles de expresion. Para ello se transfectaron los plasmidos de
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expresion en células HEK-239T sembradas en placas de 6 pocillos y se recolectaron los
sobrenadantes y pellet de células 72 hs post-transfeccion. Las muestras fueron analizadas

mediante SDS-PAGE y Western blot.

Se observo asi que las proteinas NS1 de los 4 serotipos de dengue se expresan en mayor
cantidad en el sobrenadante de las células transfectadas al utilizar la nueva construccién,
ya que se evidencian 4 bandas intensas de aproximadamente 50 kDa, correspondiente al
PM esperado de la proteina NS1 (Figura 38A). Ademads, se comprob6 que la nueva
construccion permite una mayor expresion de la NS1-1 y NS1-2 en el pellet de las células

transfectadas (Figura 38B).
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Figura 38. Comparacion de los niveles de expresioén de la proteina NS1 de los 4 serotipos de
DENYV (D1-D4) utilizando la construcciéon nueva o mejorada (pFUSEss) y el vector viejo u original
(pCAGGS). Analisis mediante Western blot de la expresién de NS1 y del gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH, control de carga) en el sobrenandante (A) y pellet (B) de células
transfectadas.

A partir de los resultados obtenidos, se escald la produccion de las proteinas y se
purificaron, tal como se describi¢ anteriormente. En promedio, las proteinas expresadas

a partir del vector pFUSEss mostraron un rendimiento de aproximadamente el doble

que las expresadas a partir del vector pPCAGGS (Tabla 12).

Tabla 12. Comparacion en los rendimientos de las proteinas recombinantes purificadas.

Vector Proteina Rendimiento (mg/1)
NS1-1 1,6
NS1-2 1,8
PCAGES NS1-3 1,65
NS1-4 1,7
NS1-1 3,4
NS1-2 5
pFUSEss NS1-3 43
NS1-4 3,8
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4.1.3. Analisis de las proteinas recombinantes de ambos vectores mediante

cromatografia de exclusion molecular (SEC-HPLC)

A continuacion, se estudio la presencia de diferentes formas oligoméricas de la proteina
recombinante NS1-2 mediante un analisis de cromatografia de exclusion por tamafio
(SEC) en HPLC de las proteinas expresadas a partir de los dos vectores (pCAGGS y
pFUSEss). Durante la corrida de la proteina proveniente del vector pCAGGS se
observaron dos picos principales en el cromatograma que se eluyeron aproximadamente
alos 28,2 y 31,1 minutos (Figura 39A, linea rosa). Estos tiempos de elucion corresponden
a proteinas de 270,62 y 90,66 kDa, respectivamente, segtn la calibracion de la columna,

indicando la presencia de formas hexaméricas y diméricas.

Por otro lado, se observé un tnico pico en el cromatograma de NS1-2 proveniente del
vector pFUSEss que se eluy6 aproximadamente a los 30,1 minutos (Figura 39A, linea
violeta). Este pico representa la presencia de una proteina trimérica de 130,6 kDa, que

difiere de lo reportado sobre las especies oligoméricas de NS1 [399], [400].
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Figura 39. Comportamiento hidrodinamico de NS1-2 de ambos vectores. (A) SEC-HPLC de NS1-
2 recombinante proveniente del vector pPCAGGS (rosa) o pFUSEss (violeta) y de marcadores de
PM (linea naranja discontinua). (B) Correlacion entre el logaritmo del PM y el logaritmo del
volumen de elucién obtenido a partir de los marcadores de PM: (1) gammaglobulina (158 kDa),
BSA monomérica (66 kDa), (2) ovoalbuimina (44 kDa) y (3) mioglobina (17kDa).

4.2. Caracterizacion de los Nbs
4.2.1. Analisis filogenético de las secuencias de Nbs

Para analizar y caracterizar los Nbs seleccionados se realizaron diferentes analisis
utilizando herramientas bioinformaticas que permiten clasificar las secuencias de los
Nbs y evaluar su origen germinal. Este andlisis resulta fundamental para determinar con

qué Nbs continuar trabajando en etapas posteriores y para correlacionar los resultados
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obtenidos con su origen germinal. A partir del andlisis filogenético de los Nbs, las
secuencias se clasificaron en 3 grupos diferentes (Figura 40). El grupo 1 incluye los Nbs
5, 34, 51 y 66, los cuales se caracterizan por tener un CDR3 de 18 AA de longitud. El
mismo estd formado por el 36,36% de los clones (4 de 11). Considerando la informacién
del origen germinal, este grupo muestra una alta consistencia el en uso del gen V 3-3*01
para ambos programas utilizados y del gen ] 4*01 o 2*01/3*01 segun el programa
IMGT/V-QUEST o IMGT/DomainGapAlign respectivamente; mientras que los genes D
presentan cierta variabilidad. Este patron de uso de genes sugiere una fuerte relacion
filogenética y posibles similitudes en la funcién y especificidad de estos Nbs. Ademas,
la estrategia de biopaneo utilizada, que incluye tanto el biopaneo con NSI1-1
recombinante sensibilizada en el pocillo como con células transfectadas con el plasmido
para NS1-2, ha sido eficaz en la seleccion de Nbs con caracteristicas genéticas

convergentes.

El grupo 2 esta representado por los Nbs 48 y 54 (Figura 40). Ambos utilizan el gen V 3-
3*01 seguin los dos programas utilizados, pero muestran variabilidad en el uso del gen J:
4*01 segun V-QUEST y 2*01 o 6*01 segin DomainGapAlign. Los genes D identificados
por IMGT/V-QUEST son 3*01 y 6*01. Comparado con el Grupo 1, este grupo presenta
una mayor longitud de CDR3 (21 AA), lo que puede ofrecer una mayor flexibilidad en la

union a los antigenos.

Los Nbs 7 y 22 conforman el tercer grupo, ambos utilizando el gen V 3553*01 y el gen ]
4*01 segun los dos programas utilizados. Los genes D presentan variabilidad (101 y
2*01) y los CDR3 son notablemente cortos, con una longitud de 10 AA. Esto sugiere una
estructura mas compacta y posiblemente una mayor especificidad en la unién a sus

antigenos.

Por otro lado, los Nbs 14, 40 y 70 presentan caracteristicas tinicas que impiden su
clasificacion en alguno de los grupos mencionados. Estos Nbs presentan una
variabilidad notable en la utilizaciéon de genes V, D y ], asi como en la longitud de los
CDR3, lo que sugiere una diversidad genética y estructural que puede ser esencial para

el desarrollo de herramientas diagndstico y tratamiento.
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3 IMGT/V-QUEST IMGT/DomainGapAlign .
Arbdl ID Largo | Estrategia

filogenético \VHH|V-GENE|D-GENE|J-GENE| V-GENE | J-GENE |CDR3 | Biopaneo

5 3-3*01 5%01 4*01 3-3*01 2*01/3*01 18 NS1-1 (s)
34 3-3*01 5%01 4*01 3-3*01 2*01/3*01 18 NS1-1 (s)

51 3-3*01 1*01 4*01 3-3*01 2*01/3*01 18 NS1-2 (1)

66 3-3*01 5*01 4*01 3-3*01 2*01/3*01 18 NS1-2 (1)

14 14 | 3-3*01 3*01 4*01 3-3*01 2*01 20 NS1-1 (s)
48 | 48 | 3-3*01 3*01 4*01 3-3*01 2*01 21 NS1-1 (s)
54 |64 | 3-3*01 6*01 4*01 3-3*01 6*01 21 NS1-2 (1)
40 | 40 |3S63*01 - 4*01 3-3*01 4*01 24 NS1-1 (s)
[ 7 3853*01 1*01 4*01 35853*01 4*01 10 NS1-1 (s)
fl-22 3853*01 | 2*01 4*01 3553*01 4*01 10 NS1-1 (s)
70 70 | 3553*01 | 6*01 4*01 3553*01 4*01 18 NS1-2 (t)

Figura 40. Analisis filogenético y de origen germinal de los Nbs seleccionados. Las columnas 1y
2 muestran el arbol filogenético obtenido con la identificacion de cada Nb, respectivamente. El
origen germinal segtin los programas IMGT/V-QUEST (columnas 3 a 5) e IMGT/DomainGapAlign
(columnas 6 y 7) muestran el segmento génico (V), el segmento génico de diversidad (D) y el gen
de union (J) para cada Nb. Se utilizan los mismos colores para el origen VD] similar. La longitud
del CDRS3 se representa en la columna 8 y la estrategia de biopaneo en la columna 9: pocillos con
la proteina NS1-1 sensibilizada (NS1-1 (s)) o células transfectadas con el plasmido que codifica
para la NS1-2 (NS1-2 (t)).

4.2.2. Determinacion de la afinidad de los Nbs seleccionados

A partir del andlisis filogenético de los Nbs se seleccionaron 6 candidatos para continuar
con su caracterizacion: cuatro representantes de cada grupo filogenético (Nb-5, Nb-22,
Nb-48 y Nb-66) y dos Nbs con caracteristicas tinicas que no pudieron ser agrupados (Nb-
14 y Nb-40). A pesar de multiples intentos, el Nb-70 no se pudo expresar en las
cantidades necesarias para este ensayo y estudios posteriores, por lo que no se sigui6

trabajando con el mismo.

Para evaluar la especificidad de los anticuerpos seleccionados, se analiz6 su capacidad
de unién mediante ELISA frente a las proteinas recombinantes NS1 de los 4 serotipos de
DENV y la proteina NS1 de ZIKV. Todos los Nbs seleccionados poseen una especificidad
hacia las proteinas NS1 de DENV, con distintos grados de afinidad relativa segtin el Nb
y/o serotipo evaluado (Figura 41 y Tabla 13). En contraste, ninguno de los Nbs mostrd

reactividad hacia la NS1 de ZIKV (resultados no mostrados).
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Figura 41. Determinacion de la especificidad y afinidad relativa de los Nbs seleccionados hacia la
NS1 de los 4 serotipos de DENV. Se asignaron diferentes colores a cada curva segin la identidad
del Nb. Las barras de error representan la desviacion estandar (DE) de triplicados.

Casi todos los Nbs, con excepcion del Nb-22, mostraron valores de ECso en el rango
nanomolar de un dnico digito, lo que indica una fuerte union a estas proteinas (Tabla
13). Los Nb-14, Nb-40 y Nb-66 poseen las afinidades relativas mads altas, resaltando su
potencial para ser utilizados en el desarrollo del ensayo diagndstico. Ademas, se observo
que los valores de ECsomas bajos para la mayoria de los Nbs se obtuvieron frente a las
NS1 de los serotipos DENV-1y DENV-2. Esta observacién es consistente con la estrategia
de seleccion wutilizada durante el biopaneo, donde se utilizd proteina NSI-1

recombinante o células Vero transfectadas con un plasmido que expresa la NS1-2.

Tabla 13. Valores de ECso de los Nbs seleccionados.

ECso (nM)
Nb NS1-1 NS1-2 NS1-3 NS1-4
Nb-5 3,031 0,146 0,371 1,603
Nb-14 0,056 0,047 0,063 0,064
Nb-22 35,14 22,51 52,51 41,84
Nb-40 0,112 0,034 0,069 0,074
Nb-48 4,549 1,338 44,59 25,16
Nb-66 0,071 0,076 0,112 0,137
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4.3.Modificacion de los Nbs para mejorar su capacidad como anticuerpos de

captura

Para mejorar las caracteristicas de los Nbs como anticuerpos de captura, se generaron
diversas construcciones que permitieron la modificacion de los Nbs. Una de las
modificaciones consistio en el acoplamiento a una secuencia de aminodcidos
VHWDFRQWWQPS, rica en el aminoacido triptéfano, la cual se ha reportado que tiene
una afinidad de unioén al poliestireno y que denominamos PSW (Figura 42A)[401]. Esta
modificacion tiene como objetivo mejorar la inmovilizacion del Nb en las superficies de

las microplacas, resultando en una captura mas eficiente del antigeno.

Dado que los Nbs en su formato monovalente pueden ser inapropiados como moléculas
de captura para ensayos tipo ELISA, también se generaron Nbs bivalentes (Figura 42B).
Para ello, las secuencias de los Nbs se fusionaron genéticamente a través de linker de 20
aminodcidos, compuesto por glicinas y serinas. Estos dimeros de Nbs aumentan la

avidez de la molécula, permitiendo una unién mas fuerte y estable al antigeno [52].

Como enfoque alternativo para aumentar la avidez, las secuencias de los Nbs se
fusionaron genéticamente al dominio bisagra y Fc de la IgG2a de raton, reconstituyendo
lo que se conoce como un anticuerpo de cadena pesada (Figura 42C). Esta modificacion,
denominada Nb Fc, no solo aumenta la avidez al antigeno, sino que tambien mejora la

inmovilizacion del anticuerpo en la superficie de las microplacas gracias a la region Fc.

A B c

PSW Linker CH3
30 GS
Nb PSW. PM: 18 KDa Nb bivalente, PM: 30 KDa Nb Fc, PM: 80 KDa

Figura 42. Esquema de los Nbs modificados para la captura de la NS1 de DENV. (A) Los Nbs
(turquesa) se acoplaron a una secuencia de pegado a plastico (PSW). (B) Homodimeros del Nb
conectados a través de un linker de 20 AA compuestos por glicina y serina. (C) Nanoanticuerpos

acoplados al dominio Fc de las inmunoglobulinas tipo G de la subclase 2a de raton.

100



4.3.1. Subclonado, expresion y purificacion de Nbs con secuencia de pegado

a plastico (Nbs-PSW)

Los Nbs se clonaron a un vector de expresion procariota que contiene una pelB, la
secuencia de pegado a plastico PSW en el extremo N-terminal y dos etiquetas en el
extremo C-terminal (HA y 6xHis) (Figura 43A). Para ello, se amplificaron las secuencias
de los Nbs mediante PCR y la construccién del nuevo vector se realizd mediante la
técnica de Infusion Cloning (Figura 43B). Una vez confirmadas la identidad de las nuevas
construcciones mediante digestidn con enzimas de restriccidon y secuenciacion, los Nbs
se expresaron y purificaron desde periplasma mediante cromatografia de afinidad

utilizando resina de niquel, obteniendo una pureza superior al 95% (Figura 43C).
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Figura 43. Subclonado, expresion y purificacion de los Nbs-PSW. (A) Diagrama esquematico de
la construccién generada para la expresion y purificacion de los Nbs-PSW. (B) Amplificacion del
ADN correspondiente a las secuencias de los Nbs a partir del vector pHEN6. M: marcador de PM
de ADN en pares de bases. (C) Analisis mediante SDS-PAGE y tincion con azul de Coomassie de
los Nbs-PSW purificados. (D) Comparacion de la capacidad de unién de los Nbs con o sin
secuencia de pegado a plastico a las placas de ELISA.

A su vez, se evaluo la capacidad de diferentes Nbs (Nbs o Nbs-PSW) de adherirse a las
placas de ELISA. Los resultados mostraron que, en todas las concentraciones evaluadas,
los Nbs-PSW presentaron una mayor absorbancia en comparacion con los Nbs sin
modificaciones adicionales, indicando una mayor adhesién a las placas de ELISA
(Figura 43D). Estos resultados confirman la hipotesis de que la secuencia PSW aumenta
la capacidad de unién de los Nbs al poliestireno, haciéndolos méds prometedores como

herramientas de captura de la NS1.
4.3.2. Subclonado, expresion y purificacion de Nbs bivalentes
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Las secuencias nucleotidicas de los Nbs se clonaron en un vector de expresion procariota
que contiene una secuencia de direccionamiento al periplasma pelB, un linker de 20 AA,
compuestos por glicinas y serinas, y una etiqueta 6xHis en el extremo C-terminal (Figura
44A). Para generar esta construccion, se utilizé como vector de partida uno disponible
en el laboratorio, el cual contenia dos secuencias que codifican para un Nb no
relacionado (anti-HA IAV) unidos a través de un linker del mismo tamafio. En primer
lugar, se amplificaron las secuencias de los Nbs utilizando dos primers que hibridan en
regiones constantes de los Nbs y contienen 15 pares de bases complementarias al vector,
para insertar el segundo Nb de la construccion bivalente mediante Infusion Cloning
(Figura 44B). Una vez obtenida esta construccion, se clond la secuencia del primer Nb
mediante digestion y ligacion de los productos de PCR y el vector (Figura 44C). Los Nbs
bivalentes se expresaron en bacterias E. coli WK6 y se purificaron mediante
cromatografia de afinidad utilizando una resina de niquel. Todas las fracciones
correspondientes a la purificacion de estas moléculas se analizaron por SDS-PAGE
(Figura 44D y 12E). En las eluciones de la purificacién, se observé una banda

predominante de 30 kDa, correspondiente al PM esperado de los Nbs bivalentes.
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Figura 44. Subclonado, expresion y purificacion de los Nbs bivalentes. (A) Diagrama esquematico
de la construccién generada para la expresion y purificacién de los Nbs bivalentes. (B) Estrategia
de clonado del segundo Nb de la molécula bivalente mediante Infusion Cloning. (C) Estrategia de
clonado del primer Nb de la molécula bivalente mediante digestion con enzimas de restriccién y
ligacidn del vector y productos de PCR. (D) Analisis mediante SDS-PAGE y tincién con azul de
Coomassie de un Nb bivalente purificado representativo. (E) Analisis mediante SDS-PAGE y
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Western blot de un Nb bivalente purificado representativo. FT: fraccién no unida a la resina. L1y
L2: lavados. E1, E2, E3 y E4: eluciones. M: marcador de PM en kDa.

4.3.3. Subclonado, expresion y purificacion de Nbs acoplados a la region Fc

de las inmunoglobulinas de raton

Las secuencias de los Nbs se subclonaron en el vector de expresion eucariota pFUSEss,
el cual contiene una secuencia sefial de secrecion al sobrenadante (IL-2), y la
inmunoglobulina de tipo G y subclase 2a de ratén, compuesta por la region bisagra
(Hinge) y los dominios CH2 y CH3 (Figura 45A). Para ello, se cortaron los insertos de
Nbs y el vector con enzimas de restriccion y se ligaron (Figura 45B). Estas construcciones
se transfectaron transitoriamente en células HEK-293T y, 72 hs después, los Nbs Fc se
purificaron desde el sobrenadante de las células mediante una resina de agarosa
conteniendo proteina A. Todas las fracciones correspondientes a la purificacion de estas
moléculas se analizaron por SDS-PAGE, observandose en las calles de las eluciones una
banda de aproximadamente 40 kDa, correspondiente a una cadena del anticuerpo

(Figura 45C y D).
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Figura 45. Subclonado, expresion y purificaciéon de los Nbs acoplados a la region Fc de las
inmunoglobulinas de ratén. (A) Diagrama esquematico de la construccién generada para la
expresion y purificacion de los Nbs Fec. (B) Estrategia de clonado de los Nbs mediante digestién
con enzimas de restriccion y ligacion del vector y productos de PCR. (C) Analisis mediante SDS-
PAGE y tincidon con azul de Coomassie de un Nb Fc purificado representativo. (D) Analisis
mediante SDS-PAGE y Western blot de un Nb Fc purificado representativo. MI: muestra inicial
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obtenida del sobrenadante de células transfectadas. FT: fraccién no unida a la resina. L1, L2 y L3:
lavados. E1, E2, E3, E4 y E5: eluciones. M: marcador de PM en kDa.

4.4.Modificacion de los Nbs para mejorar su capacidad como anticuerpos de

deteccion

Los Nbs también se modificaron para mejorar las caracteristicas de estos como
anticuerpos de deteccion. Una de las modificaciones consistio en la biotinilacion de los
Nbs a través de dos métodos diferentes: por la accion de la enzima BirA que reconoce
una secuencia especifica de biotinilacion (Avitag) o por transpeptidacion mediada por
sortasa A (Figura 46A) [44], [73], [402], [403]. De esta manera, el Nb biotinilado unido a

la NS1 puede ser detectado con estreptavidina conjugada a HRP.

Ademas, se fusionaron genéticamente las secuencias de los Nbs con la region bisagra, la
region Fc de la IgG1 de raton y la HRP (Figura 46B). Esta modificacion, denominada Nb
Fc HRP, permite la deteccion directa del complejo anticuerpo de captura-antigeno-
anticuerpo mediante la actividad enzimatica de la HRP y también mejora la avidez de

los Nbs.

A B
Nb
Biotina CH3
N
HRP
Nb biotinilado, PM: 15 KDa Nb Fc HRP, PM: 155 KDa

Figura 46. Esquema de los Nbs modificados para la deteccion de la NS1 de DENV. (A) Nbs
biotinilados. (B) Nbs acoplados a la regién Fc de ratén y HRP.

4.4.1. Sublonado, expresion y purificacion de Nbs biotinilados

En primer lugar, las secuencias nucleotidicas de los Nbs se clonaron en un vector de
expresion procariota que contiene dos ORFs: uno para el Nb fusionado a la secuencia
AviTag y una etiqueta de 6xHis, el cual se expresa en periplasma por el direccionamiento
de la secuencia pelB; y otro para la expresion citoplasmatica de la enzima BirA (Figura

47A). Para generar esta construccion, las secuencias de los Nbs anti-NS1 se amplificaron
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mediante PCR utilizando primers que hibridan en regiones conservadas en los Nbs y que
agregan una region de 15 pb homologa a la secuencia del vector (Figura 47B). Estos
extremos del producto de PCR permitieron la recombinacién homologa con las regiones
correspondientes del vector linealizado mediante la técnica de Infusion Cloning.

Luego de la expresion de ambos componentes (Nb y BirA), las bacterias se lisaron para
liberar el contenido periplasmico y citoplasmatico y, en presencia de biotina, la enzima
BirA catalizd la unién covalente de una molécula de biotina a un residuo de lisina dentro
de la secuencia AviTag del Nb. La expresion y biotinilacion de los Nbs se analizo6
mediante SDS-PAGE y Western blot, observandose una correcta expresion de los Nbs
(Figura 47C). Sin embargo, el revelado de la membrana con streptavidina HRP indico
que la eficiencia de la biotinilacion de los Nbs era baja, ya que no se observo la misma

intensidad de bandas que la membrana revelada con anti-6xHis HRP (Figura 47D).
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Figura 47. Subclonado, expresion y purificacion de los Nbs biotinilados por accién de la enzima

BirA. (A) Diagrama esquematico de la construccion generada para la expresion y purificacion de
los Nbs biotinilidos por BirA. (B) Estrategia de clonado de los Nbs mediante Infusion Cloning. (C)
Analisis mediante SDS-PAGE y Western blot de la expresion y purificacion los Nbs 48 y 66. Las
proteinas presentes en la membrana se revelaron con un anticuerpo anti-6xHis HRP. (D) Analisis
mediante SDS-PAGE y Western blot de biotinilacion de los Nb-48 y Nb-66. Las proteinas presentes
en la membrana se revelaron con streptavidina HRP. Calles 1 y 2: dos clones diferentes del Nb-
48. Calles 3 y 4: dos clones diferentes del Nb-66. M: marcador de PM en kDa.
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Para mejorar la funcionalizacion de los Nbs y su capacidad de biotinilacion, se genero
una nueva construccion que permitio la biotinilacion de los Nbs mediada por sortasa A
[73]. Las secuencias nucleotidicas de los Nbs se clonaron en un vector de expresion
procariota que contiene una secuencia sefial pelB para la expresion en el periplasma y
una secuencia LPETG (motivo de reconocimiento de la sortasa) y una etiqueta 6xHis en
el extremo C-terminal (Figura 48A). Para ello, se amplificaron las secuencias de los Nbs,
se cortaron los productos de PCR y el vector con enzimas de restriccion y se ligaron

(Figura 48B).

La biotinilacion de los Nbs se llevd a cabo mediante una reaccion de transpeptidacion
catalizada por la sortasa A. Esta enzima reconoce el motivo LPETG, cliva la secuencia
después del residuo de treonina, formando un intermediario acil-sortasa tioéster y
eliminando la etiqueta de histidinas. Luego, este intermediario es resuelto por la adicion
de un nucleéfilo, PEG-biotina, generando un Nb biotinilado en su extremo C-terminal
(Figura 48C). Después de la reaccion, la sortasa A y el Nb sin reaccionar se eliminaron
utilizando una resina de niquel, ya que ambos conservan la etiqueta 6xHis. La fraccién
no unida a la resina contenia los Nbs biotinilados (sin etiqueta de histidinas) y el
nucledfilo PEG-biotina en exceso. Este ultimo se elimind mediante columnas de
desalinizacion PD10. Todos estos pasos de purificacion se evaluaron mediante SDS-

PAGE y posterior tincién con azul de Commassie (Figura 48D y E).
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Figura 48. Subclonado, expresion y purificacidon de los Nbs biotinilados por la transpeptidacion

- 400pb

mediada por sortasa A. (A) Diagrama esquematico de la construccién generada para la expresion

y purificacion de los Nbs sortasa. (B) Amplificacion del ADN correspondiente a las secuencias de
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los Nbs a partir del vector pHEN6. M: marcador de PM de ADN en pares de bases. (C) Esquema
de la funcionalizaciéon y biotinilaciéon de Nbs mediada por sortasa A y la transpeptidacién de
PEG-biotina. Analisis mediante SDS-PAGE vy tincién con azul de Coomassie de las diferentes
etapas de la generacién de los Nbs biotinilados, 48 (D) y 66 (E). Calles 1 y 5: Nbs purificados.
Calles 2 y 6: reaccién de transpeptidacion mediada por sortasa A (flecha roja), la banda de 15 kDa
contiene Nb biotinilado y sin biotinilar que no se puede diferenciar por tamafio molecular. Calles
3y 7: fraccion de los componentes de la reaccion no unida a la resina de niquel, se observa una
Unica banda correspondiente a los Nbs biotinilados que perdieron la etiqueta de histidinas en la
reaccion con sortasa A. Calles 4 y 8: eluidos luego de la corrida de la muestra por una columna
de desalinizacién PD10 para eliminar el imidazol y el PEG-biotina que no reacciond. Se observa
una Unica banda correspondiente a los Nbs biotinilados.

Por ultimo, se compard la eficiencia en la biotinilacion de los Nbs por ambos métodos
mediante SDS-PAGE y revelado de la membrana con anti-6xHis HRP o estreptavidina
HRP. En el revelado con anti-6xHis HRP, se observé una banda de aproximadamente 15
kDa para los Nb-48 y Nb-66 biotinilados por el sistema AviTag, consistente con el PM
esperado para los Nbs (Figura 49, imagen izquierda). Sin embargo, los Nbs biotinilados
por el sistema de sortasa no presentan bandas en esta imagen, ya que este método
elimina la etiqueta 6xHis durante la reaccion con sortasa A. El revelado con
estreptavidina HRP demostrd que la eficiencia de biotinilacidn por el sistema de sortasa
A es mayor que por el sistema AviTag, ya que para el primer caso se observan dos bandas

intensas de aproximadamente 15 kDa, indicando la presencia de Nbs biotinilados

(Figura 49, imagen derecha).
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Figura 49. Comparacion de la biotinilaciéon de Nbs utilizando dos sistemas diferentes: AviTag y
transpeptidacién mediada por sortasa A. Imagenes obtenidas a partir de Western blot revelado
con anti-6xHis HRP (izquierda) y estreptavidina HRP (derecha). M: marcador de PM en kDa. En
cada calle se sembraron 800 ng de Nb purificado y biotinilado para comparar los niveles de

expresion y biotinilacién correctamente.

4.4.2. Subclonado, expresion y purificacion de Nbs acoplados a la region Fc

de las inmunoglobulinas de ratéon y HRP
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Las secuencias de los Nbs se subclonaron en un vector de expresion eucariota pFUSE-ss-
HRP, que surge a partir del vector pFUSEss que se utiliz6 para generar los Nbs Fc, pero
al que se le incorpord en el mismo marco de lectura la secuencia codificante de HRP,
luego de remover el codén stop (Figura 50A). Para ello, se cortaron los insertos de Nbs y
el vector con enzimas de restriccion y se ligaron (Figura 50B). Estas construcciones se
transfectaron transitoriamente en células HEK-293T vy, 72 hs después, los Nbs Fc se
purificaron desde el sobrenadante de las células mediante IMAC. La integridad y pureza
de estas moléculas se analizaron por SDS-PAGE y tincion con azul de Commassie,
observandose una banda de aproximadamente 80 kDa, correspondiente a una sola

cadena del anticuerpo acoplado a HRP (Figura 50C).
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Figura 50. Subclonado, expresion y purificacion de los Nbs acoplados a la region Fc de las
inmunoglobulinas de ratén y HRP. (A) Diagrama esquematico de la construccion generada para
la expresion y purificacién de los Nbs Fc HRP. (B) Estrategia de clonado de los Nbs mediante
digestion con enzimas de restriccion y ligacion del vector y productos de PCR. (C) Analisis
mediante SDS-PAGE vy tincion con azul de Coomassie de los anticuerpos purificados. DI, DII y

DIII: diluciones de los anticuerpos. M: marcador de PM en kDa.

Los 3 Nbs HRP con mejores rendimientos (Nb-14, Nb-48 y Nb-66), que pertenecen a
diferentes grupos filogenéticos, se utilizaron para estudiar la capacidad de union a la
proteina NS1 de los 4 serotipos de DENV sensibilizada en placas de ELISA. En general,
los 3 Nbs mostraron una fuerte capacidad de unioén a las cuatro variantes de NS1 a
concentraciones mayores a 1 nM, sugiriendo su potencial utilidad como anticuerpos de

deteccion en ensayos diagnosticos (Figura 51).
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Figura 51. Evaluacion de la capacidad de union de los Nbs a la NS1 de los 4 serotipos de DENV
mediante ELISA. Las curvas de absorbancia a 450 nm muestran el perfil de unién obtenido al

utilizar concentraciones seriadas de cada Nb HRP.

4.5.Desarrollo de un ELISA sandwich basado en Nbs para detectar la proteina
NS1 de dengue

4.5.1. Determinacion de las condiciones oOptimas de la captura de NS1

recombinante

En primer lugar, se optimiz6 la captura de NS1-2 recombinante (P) comparando
diferentes agentes bloqueantes (3% BSA, 1% BSA, suero equino o 3% leche) y dos marcas
de microplacas (Greiner Microlon o Jet-Biofil). También se utiliz6 una proteina no
relacionada (N) como control negativo de la captura, con el fin de calcular la relacion

entre las absorbancias de las muestras positivas y el control negativo (P/N).

Para ambas placas utilizadas, se observd que al usar una solucién de 1% BSA como
agente bloqueante se obtuvo el mayor valor de absorbancia a 450 nm, siendo ligeramente
superior en las placas Greiner (Figura 52A). El uso de una solucién de 3% BSA también
demostrd una buena capacidad de bloqueo, aunque inferior a la concentracion anterior.
En contraste, el suero equino present6 la menor absorbancia y la leche al 3% mostré una
absorbancia intermedia para ambas placas testeadas.

Para evaluar la eficacia de captura, se calculd la relacion entre las absorbancias de las

muestras positivas y el control negativo (P/N) (Figura 52B). El uso de una solucion de
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1% BSA no solo mostrd la mayor absorbancia, sino también la mayor relacién P/N,
especialmente en las placas Greiner. En comparacion, el bloqueo con una solucién de 3%
BSA y una solucion de 3% leche mostraron relaciones P/N mas moderadas. El suero
equino mostré una relacion P/N significativamente menor, lo que indica una menor

especificidad en la captura de NS1 recombinante.
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Figura 52. Determinacion de las condiciones 6ptimas para la captura de NS1 utilizando diferentes
agentes bloqueantes y dos microplacas de ELISA distintas. (A) Valores de absorbancia para las
muestras positivas (captura NS1-2) para cada placa utilizada y agente bloqueante. (B) Relacion
P/N de la captura de NS1-2 segtin el tipo de placa y agente bloqueante.

A partir de estos resultados se seleccion¢ el uso de 1% BSA como el agente bloqueante

mas efectivo para la captura de NS1 recombinante y la microplaca Greiner ya que mostrd

un valor de relacién P/N mayor que las microplacas de la otra marca.

Una vez establecidas las condiciones dptimas de captura, se analizo la capacidad de 9
Nbs de capturar la NS1-2 con el fin de seleccionar el/los Nb/s de captura del ensayo
diagnostico. Para ello, se utilizaron dos concentraciones diferentes de Nb de captura y la

captura de la proteina recombinante se detect6é con un anticuerpo anti-FLAG.

El Nb-14 mostr6 la mayor capacidad de captura, con un valor de absorbancia cercano a
1 en ambas concentraciones utilizadas. E1 Nb-48 también fue capaz de capturar la NS1-
2, aunque en menor medida ya que los valores de absorbancia obtenidos son menores
que con el Nb anterior. Estos resultados sugieren que ambos Nbs podrian ser candidatos
prometedores para el uso como anticuerpo de captura en ensayos diagnosticos (Figura
53). En contraste, los Nbs 5, 7, 22, 34, 51, 66 y 70 demostraron una baja capacidad de

captura de la proteina recombinante.
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Figura 53. Estudio de la capacidad de captura de la NS1-2 por los Nbs, utilizados en dos

concentraciones distintas.

4.5.2. Comparacion de la capacidad de captura de NS1 recombinante de las

diferentes moléculas generadas

En base a los resultados obtenidos anteriormente, se selecciond el Nb-14 para ser
utilizado como Nb de captura en una prueba de concepto. Los resultados iniciales
indicaron que, aunque el Nb-14 tenia una buena capacidad de captura, la cantidad de
Nb utilizada para este fin era excesiva, lo que podria no ser practico para aplicaciones a
gran escala. Para abordar este problema, se generaron diferentes construcciones del Nb-
14 con el objetivo de aumentar su eficiencia de captura y reducir la cantidad necesaria

de Nb.

Como se indicéd anteriormente, las modificaciones incluyeron el agregado de una
secuencia de pegado a plastico (Nb PSW) para mejorar la inmovilizacion del Nb en las
microplacas, la generacion de un Nb bivalente para aumentar la avidez a la NS1, y la
adicion del dominio Fc (Nb Fc), que puede proporcionar ambas ventajas previamente
descriptas. Una vez generadas, expresadas y purificadas estas moléculas, se compard su
capacidad de captura de la NS1-2 a diferentes concentraciones de anticuerpo de captura

(Figura 54A).

Los resultados indican que el Nb acoplado al dominio Fc (Nb Fc) mostré la mayor
capacidad de captura, con un mayor valor de absorbancia a bajas concentraciones de
anticuerpo de captura y el menor valor de ECso, lo que confirma su elevada afinidad y
avidez por la NS1 (Figura 54A y B, Tabla 14). El Nb bivalente también demostré una
capacidad de captura significativamente mayor en comparacion con el Nb original y el
Nb PSW, presentando un valor de ECs mds bajo y una curva de titulacion que indica

una mayor absorbancia en concentraciones mas bajas esta molécula (Figura 54B, Tabla
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14). Esto sugiere que la bivalencia incrementa la avidez del Nb, mejorando su eficacia de

captura.

En contraste, tanto el Nb original como el Nb PSW presentaron curvas de titulacion y
valores de ECso similares, indicando que la adicion de la secuencia de pegado a plastico
no proporciono6 una mejora significativa en la capacidad de captura en comparacion con

el Nb original (Tabla 14).
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Figura 54. Comparacion de la capacidad de captura de NS1 de las diferentes moléculas
generadas. (A) Curvas de titulacion de los diferentes Nbs modificados (Nb sin modificaciones,
Nb PSW, Nb bivalente y Nb Fc) indicando la absorbancia a 450 nm en funcion de la concentracién
de los Nbs. (B) Analisis del log ECso para cada formato de Nb, indicando diferencias significativas
en la capacidad de captura. Las letras (a, b, c¢) indican grupos con diferencias significativas

(ANOVA de un factor, comparacion multiple de Tukey, p <0.01).

Tabla 14. Valores de ECso de las diferentes moléculas generadas.

Formato ECs0 (nM)
Nb 86,66
Nb-PSW 81,59
Nb bivalente 10,03
Nb Fc 1,36

Estos resultados destacan que las modificaciones del Nb 14, particularmente la
generacion de un Nb bivalente y la adicion del dominio Fc, pueden mejorar
significativamente la capacidad de captura de NS1 recombinante. La mayor capacidad
de captura observada para el Nb Fc y el Nb bivalente sugiere que estas modificaciones
no solo mejoran la inmovilizaciéon del Nb en las microplacas, sino que también
incrementan la avidez y la afinidad relativa por la NS1, lo que es crucial para el

desarrollo de ensayos diagndsticos mas eficaces.
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4.5.3. Optimizacion del ensayo mediante titulacion en tablero de ajedrez o

diluciones en serie en 2 dimensiones

A partir de los resultados anteriores, se establecid el Nb-14 Fc como anticuerpo de
captura y se optimizéd el ELISA sandwich mediante diluciones en serie en dos
dimensiones, con el objetivo de optimizar dos variables al mismo tiempo: la
concentracion de uso del anticuerpo de captura y del anticuerpo detector. Como
anticuerpos de deteccion se utilizaron los Nb-48 y Nb-66, seleccionados como
representantes de dos de las familias de Nbs agrupadas segtn el analisis filogenético y
de linea germinal de la figura 5. Se considero¢ la posibilidad de que estos Nbs tuvieran la
capacidad de reconocer diferentes epitopes de la proteina NSI. Estos Nbs

representativos fueron modificados por acoplamiento a Fc HRP y biotinilacion.

Los resultados de la optimizacién para los Nbs HRP demostraron, en ambos casos, que,
a menor concentracién de anticuerpo de captura, mayor el valor de absorbancia a 450
nm (Figura 55A y C). Esto indica que una concentracion mds baja de Nb-14 Fc permite
una mejor disponibilidad del anticuerpo de captura para la interaccion con la NS1 y una
menor saturacion de la superficie de la placa de ELISA, resultando en una sefial de

deteccidon mas fuerte.

Para el par Nb-14 Fc — Nb-48 HRP, la mayor relacion P/N, que surge del valor de
absorbancia de la muestra positiva (NS1-2) y negativa (sin N51-2), se obtuvo utilizando
50 nM del anticuerpo de captura y 10 del anticuerpo detector (Figura 55B). En tanto, los
resultados obtenidos para el par Nb-14 Fc — Nb-66 HRP indicaron que la combinacion
de 50 nM de anticuerpo de captura y 20 pg/ml del anticuerpo detector proporcionan una
sefial Optima para la deteccion de la NS1-2, con una relacion P/N cercana a 6 (Figura
55D). En base a los resultados obtenidos, y teniendo en cuenta los costos que implicaria
el desarrollo de un ensayo diagnostico con estas moléculas, se propuso el siguiente
sistema (sistema 1) para la deteccion de NS1: 50 nM de Nb-14 Fc como anticuerpo de
captura, 10 pg/ml de Nb-48 HRP como anticuerpo detector y 1% BSA como agente

bloqueante.
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Figura 55. Optimizacion ELISA sandwich. (A) Valores de absorbancia a 450 nm obtenidos de la
titulacion en dos dimensiones utilizando el Nb-14 Fc como anticuerpo de captura y el Nb-48 HRP
como anticuerpo de deteccion, utilizando diferentes concentraciones de ambos. El ensayo se
realiz6 tanto con 0,5 pg/ml de NS1-2 como sin NS1-2. (B) Relacion P/N para las combinaciones de
concentraciones de Nb-14 Fc y Nb-48 HRP, indicando la mejor combinacién para la mayor
relacién P/N. (C) Valores de absorbancia a 450 nm obtenidos de la titulacién en dos dimensiones
utilizando el Nb-14 Fc como anticuerpo de captura y el Nb-66 HRP como anticuerpos de
deteccion utilizando diferentes concentraciones de ambos. (D) Relacion P/N para las
combinaciones de concentraciones de Nb-14 Fc y Nb-66 HRP, indicando la mejor combinacién
para la mayor relacion P/N. La relacion P/N se calcula dividiendo la absorbancia de las muestras
positivas (NS1-2) por la absorbancia de las muestras negativas (sin NS1-2).

Los resultados de la optimizacion utilizando Nbs biotinilados como anticuerpos de
deteccién mostraron la misma tendencia que se observo previamente con el uso del Nb
14 Fc como anticuerpo de captura. De hecho, se obtuvieron valores de absorbancia

mayores al utilizar una concentracion ain mas baja de Nb-14 Fc (25 nM) (Figura 56A y

Q).

La relacién P/N también mostré una mejora significativa en estos ensayos. En el caso del
par Nb-14 Fc — Nb-48 biotinilado, la mayor relaciéon P/N se alcanz6 al utilizar 25 nM del
anticuerpo de captura y 10 ug/ml del anticuerpo detector, con un valor cercano a 12
(Figura 56B). En cuanto al par Nb-14 Fc — Nb-66 biotinilado, la relacién 6ptima se obtuvo
al combinar 25 nM del anticuerpo de captura y 5 del anticuerpo detector, con un valor

P/N de aproximadamente 20 (Figura 56D). Estos resultados también demuestran que el
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uso de Nbs biotinilados amplifica la sefal, aumentando la sensibilidad del ELISA
sandwich para la deteccion de la NS1. Por lo tanto, se propuso como sistema 2 para la
deteccion de NS1: 25 nM de Nb-14 Fc como anticuerpo de captura, 5 ug/ml de Nb 66-

biotinilado como anticuerpo detector y 1% BSA como agente bloqueante.
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Figura 56. Optimizacion ELISA sandwich. (A) Valores de absorbancia a 450 nm obtenidos de la
titulacién en dos dimensiones utilizando el Nb-14 Fc como anticuerpo de captura y el Nb-48
biotinilado como anticuerpo de deteccién, utilizando diferentes concentraciones de ambos. El
ensayo se realizé tanto con 0,5 pg/ml de NS1-2 como sin NS1-2. (B) Relacién P/N para las
combinaciones de concentraciones de Nb-14 Fc y Nb-48 biotinilado, indicando la mejor
combinacion para la mayor relacion P/N. (C) Valores de absorbancia a 450 nm obtenidos de la
titulacion en dos dimensiones utilizando el Nb-14 Fc como anticuerpo de captura y el Nb-66
biotinilado como anticuerpos de deteccidn utilizando diferentes concentraciones de ambos. (D)
Relaciéon P/N para las combinaciones de concentraciones de Nb-14 Fc y Nb-66 biotinilado,
indicando la mejor combinacién para la mayor relacién P/N. La relacién P/N se calcula dividiendo
la absorbancia de las muestras positivas (NS1-2) por la absorbancia de las muestras negativas (sin
NS1-2).

4.5.4. Estudio de la capacidad de deteccion de las proteinas NS1
recombinantes y sueros positivos y negativos en los dos sistemas

propuestos

La puesta a punto de ambos sistemas desarrollados se llevd a cabo utilizando
Unicamente la proteina recombinante NSI1-2. Esta eleccion se fundament6 en la

practicidad de trabajar inicialmente con un tinico antigeno, evitando la introduccién de
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variables adicionales durante la optimizacion del ensayo. Ademads, todos los Nbs
seleccionados mostraban una alta afinidad para este blanco. Una vez establecidas las
mejores condiciones para la deteccion de NS1 de DENYV, se estudio si los dos sistemas
desarrollados eran capaces de detectar la misma cantidad de proteina recombinante
NS1-1, NS1-3, NS1-4 y NS1 de ZIKV en una matriz de suero que no presenta reactividad
frente a NS1 de DENV. La concentracion utilizada para este ensayo fue de 0,5 ug/ml,
correspondiente a un valor intermedio dentro del rango de concentracion reportado para
NSI1 en suero de pacientes infectados con DENV. Asimismo, se explor¢ la capacidad de
deteccion de un pool de sueros positivos y negativos para DENV, con el objetivo de

evaluar la aplicacion clinica de los dos sistemas.

Los resultados mostraron que ambos sistemas fueron capaces de detectar las proteinas
recombinantes de los serotipos 1, 2, 3 y 4 de DENYV, con valores de absorbancia variables
(Figura 57). En particular, se observo que los sistemas presentaban una alta sensibilidad
para la deteccion de NS1-1 y NS1-2, mientras que la deteccion de NS1-3 y NS1-4 fue
menos eficiente. Asimismo, no se detectd reactividad cruzada con la NS1 de ZIKV, lo
que confirma la especificidad de ambos sistemas para distinguir infecciones causadas
por DENV de aquellas provocadas por ZIKV. Sin embargo, ninguno de los sistemas

logré detectar la NS1 presente en el pool de sueros positivos.
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Figura 57. Deteccién de proteinas recombinantes NS1 de DENV y ZIKV en matriz de suero, y pool
de sueros positivos y negativos para DENV utilizando los sistemas propuestos. (A) Sistema 1: 50
nM de 14 Fc como anticuerpo de captura y 10 pg/ml de 48 HRP como anticuerpo detector. (B)
Sistema 2: 25 nM de 14 Fc como anticuerpo de captura y 5 pg/ml de 66 biotinilado como
anticuerpo de detector.

La incapacidad de detectar la proteina NS1 en el pool de sueros positivos podria deberse

a la formacién de complejos inmunes entre la proteina NS1 y anticuerpos anti-NS1
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presentes en las muestras. Como ya se mencion6 anteriormente, estos complejos podrian
enmascarar los epitopes de la NSI1, impidiendo su reconocimiento por los Nbs

empleados en los sistemas de deteccion [394], [395].

Para abordar esta limitacion, se implementaron diversos tratamientos dirigidos a
facilitar la disociacion de los complejos inmunes. Entre ellos, se probaron tratamientos
térmicos y modificaciones de pH, estrategias conocidas por su capacidad para
desestabilizar interacciones antigeno-anticuerpo [404], [405], [406]. Los tratamientos
térmicos consistieron en la incubacion de las muestras a diferentes temperaturas durante
tiempos controlados, mientras que los cambios de pH se realizaron mediante la adicion
de buffers acidos o alcalinos para alterar las condiciones del medio. A pesar de estos
esfuerzos, los resultados no evidenciaron una mejora en la detecciéon de NS1 en las

muestras tratadas.

4.6.Desarrollo de un ELISA sandwich combinado para detectar la proteina NS1

de dengue

4.6.1. Inmunizacion de un conejo para la generacion de un suero policlonal

anti-NS1 de DENV

Para la generacion de un suero policlonal anti-NS1 de DENV, se inmunizé un conejo
siguiendo un protocolo de inmunizacion de cinco inoculaciones administradas en
intervalos especificos (Figura 58A). Estos experimentos se realizaron en colaboracién con
investigadores de la Universidad Nacional de Quilmes. Las primeras dos
inmunizaciones incluyeron 200 ug de plasmido pCAGGS NS1-1, NS1-3 y NS1-4. La
tercera inoculacion consistié en un refuerzo con 30 pg de proteina recombinante NS1-1,
NS1-3 y NS1-4, mientras que en las tltimas dos inmunizaciones se utilizé tinicamente

200 pg de plasmido pCAGGS NS1-1.

A los 207 PID, se extrajo sangre del conejo para la obtencién de suero, que
posteriormente fue purificado para aislar las inmunoglobulinas de tipo G (IgG)
producidas por el conejo inmunizado. La concentracion de las IgG purificadas fue de 2,5
mg/ml. La capacidad de estos anticuerpos para reconocer las proteinas NS1 de los 4
serotipos de DENV y ZIKV fue evaluada mediante un ELISA indirecto, en donde la
microplaca se sensibilizd6 con 2 pg/ml de proteina recombinante. Los resultados

mostraron que las IgG purificadas poseen una alta capacidad de union a las proteinas
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NS1 de los 4 serotipos de DENV, con valores de absorbancia que aumentan de manera
dosis-dependiente (Figura 58B). Al realizar una titulacion a punto final, se determino
que la concentracion minima de las IgG purificadas para detectar NS1 de los 4 serotipos

de DENV fue de 0,195 ug/ml.

Por otro lado, se observo una ligera reactividad cruzada a la NS1 de ZIKV, lo cual es
esperable ya que el suero policlonal contiene una mezcla heterogénea de anticuerpos
capaces de reconocer multiples epitopes (Figura 58B). Sin embargo, los valores de
absorbancia obtenidos fueron menores en comparacion con los de la NS1 de DENV,
indicando que la afinidad relativa de las IgG purificadas por la NS1 de ZIKV es
considerablemente mds baja. Ademas, esta reactividad cruzada sélo se detectd a altas

concentraciones de anticuerpos.
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Figura 58. Inmunizacion y evaluacion de la respuesta inmune. (A) Esquema de inmunizacion: el
conejo se inyect6 intramuscularmente con 200 ug de plasmido pCAGGS NS1-1, NS1-3 y NS1-4
los dias 0 y 35, con 30 ug de proteina recombinante NS1-1, NS1-3 y NS1-4 el dia 55 y en los dias
112y 165 con 200 pg de plasmido pCAGGS NS1-1. (B) Curvas de titulacion de las IgG purificadas
del suero policlonal anti-NS1 frente a las proteinas NS1 de DENV y ZIKV. Se realizaron diluciones

seriadas al medio y cada experimento se realiz6 por duplicado.

4.6.2. Optimizacion del ensayo diagnoéstico y estudio de la capacidad de
deteccion de las proteinas NS1 recombinantes y sueros positivos y

negativos

El suero policlonal anti-NS1 de conejo purificado y el Nb-66 biotinilado fueron utilizados
para desarrollar un ELISA sandwich combinado para la proteina NS1 de DENV. El Nb
66 biotinilado fue seleccionado como anticuerpo detector debido a su menor costo de
produccion en comparacion con los Nbs HRP, menor concentracién de uso y por su

buena performance en el ELISA basado en Nbs.

118



En primer lugar, se estudié la capacidad de las IgG purificadas para capturar las
proteinas recombinantes NS1 de los 4 serotipos de DENV y ZIKV en una matriz de suero
que no presenta reactividad frente a NS1 de DENV (Figura 59A). La concentracion
utilizada para este ensayo fue de 0,5 pg/ml, correspondiente a un valor intermedio
dentro del rango de concentracion reportado para NS1 en suero de pacientes infectados
con DENV. Los resultados mostraron que ambos sistemas fueron capaces de detectar las
proteinas recombinantes de los serotipos 1, 2, 3 y 4 de DENV, con valores de absorbancia
variables. En particular, se observd que los sistemas presentaban una alta sensibilidad
para la deteccion de NS1-1 y NS1-2, mientras que la deteccion de NS1-3 y NS1-4 arrojo
valores de absorbancia mas bajos. A diferencia de lo observado anteriormente en el
ELISA indirecto, no se detectd reactividad cruzada con la NS1 de ZIKV cuando las IgG
purificadas se utilizaron como anticuerpos de captura, lo que confirma la especificidad
del sistema para distinguir infecciones causadas por DENV de aquellas provocadas por

ZIKV.
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Figura 59. Evaluacion del sistema ELISA sandwich combinado para la deteccién de NS1 de
DENV. (A) Deteccion de proteinas recombinantes NS1 de los serotipos 1, 2, 3 y 4 de DENV, asi
como NS1 de ZIKV, en una matriz de suero negativo. (B) Deteccién de NS1 en pools de sueros
positivos y negativos para DENV diluidos 1/5 y 1/10.

La cantidad éptima de anticuerpos de captura y deteccion a utilizar en el ensayo, que
permita la mejor discriminacion entre la sefal especifica y el background, fueron
determinadas por medio de una titulacién en tablero de ajedrez o diluciones en serie de
doble entrada como se describid anteriormente. A partir de estos resultados se determino
utilizar 10 pug/ml de suero policlonal anti-NS1 purificado y 5 pg/ml de Nb-66 biotinilado
(resultados no mostrados).

A diferencia de los sistemas basados exclusivamente en Nbs desarrollados previamente,
este ELISA sandwich logro detectar la presencia de NS1 en un pool de sueros positivos

(Figura 59B). En ambas diluciones evaluadas (al quinto y al décimo), se obtuvo una sefial
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claramente diferenciada para los sueros positivos en comparacion con los negativos,
dando indicios de la robustez y sensibilidad del sistema. Esta capacidad para detectar
NS1 en muestras clinicas resalta el potencial del ELISA sandwich combinado como
herramienta diagndstica en escenarios clinicos, superando las limitaciones observadas

anteriormente.

4.6.3. Validacion del ELISA sandwich combinado

Con el objetivo de validar el uso del ELISA sandwich alternativo se llevaron a cabo
estudios para determinar los valores de desempeno del mismo. Estos parametros fueron
determinados a partir del andlisis de sueros derivados de individuos con sintomas
compatibles con DENV y resultado NS1 positivo (n=101) o NS1 negativo (n=70).

La curva ROC (del inglés, receiver operating characteristic) obtenida a partir del ensayo
desarrollado present6 un valor de drea bajo la curva (AUC, del inglés area under the curve)
de 0,9818 con un intervalo de confianza del 95% (IC%%) de 0,967 a 0,996, lo cual indica
que el inmunoensayo desarrollado en este trabajo posee una buena capacidad

discriminativa (AUC > 0,9) (Figura 60A).
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Figura 60. Determinacion de los valores de desempefio del ELISA sandwich combinado
desarrollado. (A) Analisis ROC de los resultados del ELISA sandwich combinado, se indica el
AUC calculada para la validacion de este ensayo. (B) Diagrama de puntos interactivo que muestra

el valor de absorbancia de cada muestra de suero cuando se determiné el punto de corte.

A partir del indice de Youden y también del método “MaxSpSe”, se establecié como
valor de corte una absorbancia 450 nm de 0,128, obteniéndose una sensibilidad
diagndstica de 93,1% (ICos%: 86,2 — 97,2%) y una especificidad diagndstica de 94,4%

(ICo5%: 86,5 — 98,5%). De esta manera, las muestras con un valor de absorbancia menor a
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0,128 fueron consideradas negativas, mientras que las muestras con un valor mayor a

este punto de corte fueron clasificadas como positivas (Figura 60B).
4.6.4. Evaluacion de la sensibilidad analitica del ELISA sandwich combinado

La sensibilidad analitica del ELISA sandwich combinado fue evaluada utilizando un pool
de sueros positivos, diluidos al medio (Figura 61A). Se obtuvieron valores de
absorbancia por encima del punto de corte hasta una dilucidon 1/256 del pool de sueros
positivos, lo que confirma la alta sensibilidad del sistema. En contraste, los sueros
negativos utilizados como control no mostraron valores de absorbancia por encima del

punto de corte propuesto en ninguna de las diluciones evaluadas.

A partir de este ensayo, se determind el rango lineal del ELISA, delimitado por las
diluciones del pool de sueros en las que la absorbancia es proporcional a la concentracion
del antigeno. En este intervalo, se obtuvo una relacion lineal significativa, con un
coeficiente de determinacién (R?) de 0,997, indicando una excelente correlacion entre las
diluciones del pool de sueros y la senal detectada (Figura 61B). Estos resultados
demuestran la robustez del sistema desarrollado, ya que el mismo es capaz de mantener
una alta sensibilidad y reproducibilidad en un amplio rango de diluciones del pool de

sueros positivos.
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Figura 61. Estimacion de la sensibilidad analitica del ELISA sandwich combinado. (A) Valores de
absorbancia obtenidos en funcién de las diluciones seriadas en base 2 del pool de sueros positivos
en un rango de 1/2 a 1/256 para evaluar la sensibilidad analitica. (B) Analisis de regresion lineal

de los valores de absorbancia proporcionales a la concentracién del antigeno.

5. Discusion
En las tltimas dos décadas, los casos de dengue han aumentado drasticamente a nivel

mundial, convirtiéndose en una de las enfermedades virales con mayor impacto en la
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salud publica, especialmente en regiones tropicales y subtropicales [356], [357], [358]. A
pesar de los multiples esfuerzos, aun no existe un tratamiento antiviral especifico
aprobado ni una vacuna eficaz para la mayoria de la poblacion. En este contexto, la
deteccion temprana de la infeccion es fundamental para prevenir complicaciones graves

como el dengue severo, y para el manejo clinico adecuado de los pacientes [358].

Alolargo delos afios, se han desarrollado y mejorado diversos ensayos para la deteccién
de dengue, que abarcan desde la identificacion de acidos nucleicos y antigenos virales
hasta la deteccion de anticuerpos IgM o IgG. Sin embargo, su uso de rutina en paises
endémicos o en vias de desarrollo sigue siendo limitado debido a la falta de
infraestructura adecuada, personal capacitado y los elevados costos asociados [407]. Esta
problematica se agrava durante los brotes de dengue, cuando los sistemas de salud
colapsan, reduciendo su capacidad para confirmar casos sospechosos debido a la falta
de insumos. Por ejemplo, en el brote de 2023/2024 en Argentina, solo el 25% de los casos
sospechosos de dengue fueron confirmados mediante pruebas de laboratorio [365]. Ante
esta situacion, resulta fundamental desarrollar herramientas diagnodsticas innovadoras,
producidas localmente, que permitan la deteccion temprana de la infeccion y ayuden a

aliviar la carga sobre los sistemas de salud.

Un ensayo ideal para el diagnostico de dengue deberia ser accesible, facil de realizar y
capaz de diferenciar entre infecciones con otros flavivirus con alta sensibilidad y
especificidad [358]. Lamentablemente, ain no se dispone de una prueba con estas
caracteristicas. Por este motivo, el presente trabajo se centr6 en la caracterizacion y
modificacién de Nbs anti-NS1 de DENV, con el objetivo de desarrollar un sistema de
diagnostico temprano y eficiente, que pueda reemplazar los ensayos importados

actualmente utilizados.

Para el desarrollo de un ensayo de ELISA destinado a la deteccion de NS1 es
fundamental contar con proteina recombinante de alta pureza y en cantidades
suficientes, que permitan la puesta a punto del ensayo diagnostico. En este trabajo, la
expresion y purificacion de la NS1 de DENV codificada en el vector pPCAGGS presentd
limitaciones en cuanto al rendimiento de produccion. Por este motivo, se subclonaron
las secuencias codificantes de la NS1 de los 4 serotipos de DENV en el vector pFUSEss.
Este vector, que utiliza el promotor HTLV, demostrd ser mas eficiente, aumentado la

expresion en el sobrenadante de células transfectadas y duplicando aproximadamente
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el rendimiento de la proteina. La superioridad del promotor HTLV radica en su
capacidad para aumentar la transcripcion y mejorar la eficiencia de traduccién mediante
la estabilizacion del ARNm en las células que expresan la proteina [408]. Los
rendimientos de produccion de esta proteina fueron similares, o incluso mayores, a los
reportados previamente empleando sistemas de expresion en Pichia pastoris (1 — 5 mg/l)

y en baculovirus (1,6 mg/1) [409], [410], [411].

Sin embargo, el analisis mediante SEC-HPLC reveld que la NS1 recombinante purificada
(proveniente de este vector) no presentaba la forma oligomérica esperada.
Especificamente, su PM sugeria la existencia de una forma intermedia entre un dimero
y un hexamero, lo que podria deberse a varios factores. Uno de ellos podria ser la
presencia de la etiqueta FLAG en el extremo N-terminal, la cual estaria interfiriendo con
la multimerizaciéon de la proteina [412]. Si bien el pFUSEss proporciona un alto
rendimiento, éste esta optimizado para la produccion de anticuerpos IgG, la ingenieria
de estos y el cambio de isotipo, procesos que requieren condiciones especificas de
plegamiento [413]. Estas condiciones podrian no ser ideales para la formacion de
hexdameros de NS1. La presencia de formas oligoméricas incorrectas podria impactar
negativamente en la sensibilidad y especificidad del ELISA, ya que la estructura nativa

de NS1 es fundamental para el reconocimiento por los anticuerpos [414].

Para este estudio, se trabajo con 11 Nbs anti-NS1 previamente seleccionados en el
laboratorio. El nimero reducido de Nbs tinicos obtenidos puede atribuirse al tamafio de
la biblioteca utilizada (1 x 10%), en contraste con bibliotecas inmunes de mayor tamario,
como la generada para SARS-CoV-2 en el capitulo anterior, que permitid la seleccion de
43 Nbs unicos. A pesar de esta limitacion, los analisis filogenéticos y de origen germinal
revelaron una notable diversidad en las secuencias y caracteristicas estructurales. Esta
diversidad es fundamental, ya que aumenta la probabilidad de encontrar Nbs con alta
afinidad y especificidad para diferentes epitopes de la proteina. A su vez, la elevada
afinidad de los Nbs seleccionados frente a la proteina NS1 de los cuatro serotipos de
DENYV, pero no de ZIKV, es especialmente relevante para el desarrollo de un ensayo

diagndstico sensible y especifico.

Una de las principales ventajas del uso de Nbs frente a los mAbs es su facilidad de
modificacidn, lo que resulta especialmente relevante para el desarrollo de ensayos

diagnosticos. La posibilidad de generar multimeros o fusionar Nbs con otros dominios
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funcionales permite mejorar la sensibilidad del ensayo [415]. En este contexto,
numerosos ensayos tipo ELISA para enfermedades infecciosas han utilizado formatos
modificados de Nbs, como Nbs bivalentes, biotinilados o fusionados al dominio Fc, lo
que les permite actuar como anticuerpos de captura con una mayor capacidad de union.
A su vez, los Nbs utilizados como anticuerpos de deteccidon suelen ser conjugados con

biotina, HRP o fosfatasa alcalina [416], [417], [418], [419], [420], [421], [422].

En este trabajo se compard la capacidad de captura de la proteina NSI utilizando
diferentes formatos de Nbs: monoméricos, Nb PSW, bivalente y fusionado al dominio
Fc. Los formatos bivalente y Fc se destacaron por su capacidad significativamente
mejorada para capturar la NS1 en comparacion con los otros formatos. Este incremento
en la capacidad de captura puede atribuirse a varios factores. En el caso de los Nbs
bivalentes, la multivalencia permite un efecto de avidez, donde la interaccion simultanea
de ambas regiones de unidn con el antigeno aumenta la estabilidad del complejo Nb-
NSI1. Por su parte, los Nbs fusionados al dominio Fc no solo mejoran la estabilidad
estructural, sino que también potencian la orientacién adecuada del Nb en la placa de
ELISA, lo que mejora el limite de deteccion [423]. Estos resultados son consistentes con
otros desarrollos que demuestran que la multivalencia incrementan la avidez y la

estabilidad de la interacciéon Nb-antigeno [122], [415].

Para optimizar el desarrollo del ELISA, se evaluaron algunos de los componentes que
intervienen en el mismo, como los agentes bloqueantes y las microplacas utilizadas.
Estudios previos han demostrado que caracteristicas intrinsecas de las microplacas
pueden introducir variabilidad en el ensayo [424], [425]. Sin embargo, en este trabajo, no
se observaron diferencias significativas al comparar las microplacas de dos marcas

distintas.

En cuanto a los agentes bloqueantes, la BSA al 1% mostro6 ser mas efectiva que la leche
descremada al 3% para reducir el background y mejorar la sefal especifica. Esto podria
explicarse por las diferencias en las propiedades fisicoquimicas de ambos bloqueantes.
La BSA, debido a su estructura homogénea y su capacidad para adsorberse de manera
uniforme en la superficie de la placa, es eficiente en bloquear sitios no especificos sin
interferir con la interaccién antigeno-anticuerpo. Por el contrario, la leche descremada

contiene una mezcla heterogénea de proteinas, como caseinas y proteinas del suero, que
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pueden competir con el antigeno o los anticuerpos por los sitios de union, generando un

mayor ruido de fondo y reduciendo la sensibilidad del ensayo [426].

De los 11 Nbs evaluados en este trabajo, solo dos mostraron una capacidad destacada
para capturar la proteina NS1-2 en las condiciones dptimas del ensayo (Nb-14 y Nb-48).
La baja capacidad de captura de la NS1 observada en los otros Nbs puede explicarse por
la naturaleza de la proteina NS1 en solucion. Es probable que ciertos epitopes clave de
la NS1 estén parcialmente ocultos o inaccesibles cuando la proteina se encuentra en su
forma nativa en solucidn, a diferencia de la exposicion de epitopes que ocurre cuando la
proteina se sensibiliza en la microplaca, un proceso que puede alterar su conformacion
y facilitar la interaccion con los anticuerpos. Dado que una de las estrategias de seleccion
de Nbs se llevo a cabo utilizando NS1 sensibilizada en microplacas, es razonable suponer
que los Nbs seleccionados reconocen preferentemente epitopes expuestos en esta
condicion, lo que podria explicar por qué solo dos de ellos son eficaces en la captura de
NSI en su forma soluble. Realizar una estrategia de biopaneo con proteina NS1
proveniente de suero de pacientes infectados, capturado en condiciones nativas, podria

ayudar a seleccionar Nbs con mejores propiedades de captura.

Por otro lado, la optimizacion del ensayo mediante titulacion en tablero de ajedrez revelo6
resultados interesantes respecto a la interaccion entre las concentraciones de los
componentes del sistema diagnostico y la sefial obtenida. Para el Nb-14 Fc, se observo
que concentraciones mas bajas del mismo mejoraron la captura de NSI. Este
comportamiento podria atribuirse a fendmenos de sobresaturacion en la superficie de la
microplaca. Es decir, a concentraciones elevadas, la cantidad de moléculas de Nb-14 Fc
podria generar efectos estéricos que disminuyan la accesibilidad de los epitopes de NS1,
limitando su unién efectiva. Ademas, la sobresaturacion podria inducir interacciones no
especificas entre las moléculas del anticuerpo de captura o afectar la orientacién durante

el sensibilizado de la microplaca.

En cuanto a las diferencias observadas entre los dos sistemas propuestos en relacion con
la amplificacion de la sefial del anticuerpo detector, los sistemas que emplearon
anticuerpos biotinilados o fusionados a HRP mostraron variaciones significativas en la
intensidad de la senal. Esto puede explicarse por diferencias en la eficiencia de las
reacciones enzimaticas y en la capacidad de amplificacién del sistema detector. Por

ejemplo, los anticuerpos biotinilados, en combinacion con estreptavidina-HRP, suelen
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proporcionar una mayor amplificaciéon debido a la alta afinidad y estabilidad del
complejo [427], [428]. En contraste, los sistemas con anticuerpos directamente
conjugados a HRP podrian estar limitados por la estequiometria 1:2 entre el anticuerpo

y la enzima, lo que podria explicar una sefial mas tenue.

La optimizacion del ensayo mediante la titulacion en tablero de ajedrez fue fundamental
para establecer las mejores condiciones experimentales de los dos sistemas propuestos.
Sin embargo, al evaluar la capacidad de deteccion de un pool de sueros positivos para
DENYV, se observo que ambos sistemas mostraron limitaciones en la deteccion de NS1.
Existen varias hipotesis que podrian explicar esta falta de deteccion. Una primera
posibilidad es que la matriz compleja del suero esté interfiriendo en la unién del
antigeno con el anticuerpo de captura [429]. Sin embargo, esta hipotesis fue descartada,
ya que la adicién de NS1 recombinante a una muestra de suero negativo permitié su
correcta deteccion, lo que sugiere que la matriz del suero por si sola no impide la
interaccion entre el anticuerpo de captura y la NS1. Otra hipdtesis que fue descartada
con los resultados obtenidos es la posible interferencia de anticuerpos anti-NS1
presentes en el suero de los pacientes, los cuales podrian estar bloqueando los epitopes
de la proteina NS1 e impidiendo su captura [394], [395]. Sin embargo, se llevaron a cabo
diversos procedimientos para desestabilizar estos complejos y, aun asi, no se observo

una mejora en la deteccién.

Una tercera hipotesis, ya mencionada anteriormente, apunta a la conformacién
estructural de la NS1 en solucion. Es posible que, en su entorno nativo en suero, la
proteina adopte una conformacion diferente a la de la proteina recombinante
sensibilizada en la microplaca, ocultando los epitopes reconocidos por los Nbs de

captura.

Finalmente, la cuarta hipotesis se relaciona con la naturaleza monoclonal de los Nbs
utilizados. Los Nbs se unen especificamente a un unico epitope, lo que limita su
capacidad para reconocer variantes conformacionales o diferentes regiones de la NS1
presentes en las muestras de suero. Esto contrasta con los anticuerpos policlonales, que
tienen la capacidad de identificar multiples epitopes en la misma proteina. La naturaleza
policlonal no solo incrementa la probabilidad de union a la NS1 independientemente de

su conformacion, sino que también mejora la sensibilidad del ensayo [430].
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En este contexto, se inmunizd un conejo para generar un suero policlonal anti-NS1, con
el objetivo de desarrollar un ELISA sandwich alternativo para la deteccion de esta
proteina. El esquema de inmunizacidn consistio en la administracion de plasmidos de
ADN que codifican para las proteinas NS1-1, NS1-3 y NS1-4, permitiendo que las células
del conejo expresaran la proteina en su conformacidon nativa. Ademas, se aplicé un
refuerzo con proteina recombinante, una estrategia apoyada por estudios que confirman
que la inmunizacion con ADN vy el refuerzo con proteina mejora las respuestas inmunes

humorales y celulares [431], [432], [433].

En este trabajo, el suero policlonal de conejo purificado fue utilizado como anticuerpo
de captura, mientras que el Nb-66 biotinilado se empled como anticuerpo detector. La
eleccion de un anticuerpo policlonal como agente de captura se basa en su capacidad
para reconocer multiples epitopes de la proteina NS1, lo que amplia las oportunidades
de captura en comparacion con un anticuerpo monoclonal. Numerosos estudios previos
han utilizado esta estrategia y han demostrado que la combinacién de un anticuerpo
policlonal para una captura inicial 6ptima, seguida de un anticuerpo monoclonal para
la deteccién, mejoran la sensibilidad del ensayo y reducen la posibilidad de falsos

negativos [434], [435], [436], [437], [438].

El ELISA sandwich combinado desarrollado en este trabajo detecto especificamente la
NS1 de DENV, pero no la de ZIKV. Este ensayo debera ser utilizado para determinar la
capacidad de reconocer la NS1 de otros flavivirus relaciones, como el virus de la
encefalitis japonesa o el virus del Nilo Occidental, con el fin de confirmar que el ensayo

es especifico de DENV.

Los resultados obtenidos de la validaciéon demostraron que el ELISA sandwich
alternativo posee valores de sensibilidad y especificidad (93,1% vy 94,4%,
respectivamente) que superan ampliamente los estdndares aceptados para ensayos
diagnosticos. Estos valores son comparables, e incluso superiores, a los reportados por
ensayos comerciales reconocidos a nivel mundial. Por ejemplo, el Platelia™ Dengue NS1
Ag (Bio-Rad), ampliamente utilizado y basado anticuerpos monoclonales, ha reportado
sensibilidades que varian entre el 65 % y el 95 %, dependiendo de la etapa de la infecciéon
y el serotipo, con una especificidad cercana al 97,9% [439], [440], [441]. Otro ensayo que
también se importa y utiliza en Argentina, el Bioline™ Dengue NS1 Ag ELISA (Abbot),
presenta una sensibilidad del 93,3% y especificidad de 98,9% [441]. Estos resultados
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posicionan al ELISA desarrollado en este trabajo como una alternativa competitiva frente
a las opciones comerciales existentes. Una comparacion directa con estos ensayos
comerciales, utilizando el mismo panel de sueros positivos y negativos, permitiria
evaluar de manera mas precisa la concordancia analitica entre ambos sistemas y validar

aun mas la robustez del ensayo desarrollado.

La discrepancia observada en 12 muestras (8 clasificadas como positivas y 4 como
negativas para NS1) al ser evaluadas con el ELISA sandwich combinado desarrollado
podria explicarse por diversos factores técnicos y biologicos, los cuales han sido
reportados previamente en la literatura. Estudios previos han demostrado que la
concentracion de NS1 en suero varia considerablemente segin el serotipo y la carga viral
del paciente [393]. Las muestras discordantes podrian corresponder a casos con
concentraciones de NS1 cercanas al limite de deteccion del ensayo, lo que aumenta la
probabilidad de resultados falsos negativos o positivos dependiendo de la sensibilidad
del ensayo. A su vez, en infecciones secundarias, la formacion de complejos inmunes

puede reducir la cantidad de NS1 detectable [394], [395].

La mayoria de los ensayos comerciales disponibles para la deteccion de antigenos NS1
del dengue estan basados en mAbs, los cuales presentan varias ventajas clave. Entre
ellas, destacan la reduccidon del ruido de fondo, la alta reproducibilidad debido a su
homogeneidad, y una especificidad elevada, ya que se dirigen exclusivamente a un
epitope seleccionado estratégicamente para minimizar la reactividad cruzada. Sin
embargo, los anticuerpos policlonales poseen propiedades distintivas que los hacen
especialmente utiles en el desarrollo de ensayos diagnosticos. Su capacidad para
reconocer multiples epitopes proporciona una deteccion mds robusta. Ademads, su
produccion es considerablemente mas econémica y menos técnica, lo que reduce los
costos operativos del ensayo. Si bien cada lote de anticuerpos policlonales precisa de una
calibracion para garantizar la consistencia del ensayo, este procedimiento no incrementa
de manera sustancial los costos globales, manteniéndose por debajo de los ensayos que
emplean anticuerpos monoclonales [442]. A su vez, la diversidad bioldgica inherente a
los anticuerpos policlonales contribuye a una mayor estabilidad frente a variaciones
ambientales, facilitando su almacenamiento y manejo. Esto resulta particularmente
relevante en regiones con limitaciones de recursos, donde la implementacion de ensayos
mas complejos o que requieren de cadena de frio puede traer sus limitaciones [430]. El

sistema propuesto, que combina anticuerpos policlonales como agentes de captura y
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Nbs biotinilados como agentes de deteccion en el ELISA sandwich desarrollado, ofrece
una solucion técnicamente solida y econdmicamente viable para la deteccion temprana
y especifica del dengue. La posibilidad de ser producido localmente podria reducir
significativamente los costos y aumentar la disponibilidad en entornos con recursos

limitados y/o ante la emergencia de brotes epidémicos.

En conclusion, el desarrollo del ELISA sandwich combinado representa un avance
significativo en la deteccion del dengue, combinando sensibilidad, especificidad y
viabilidad econdmica. La integracion de anticuerpos policlonales y Nbs permite superar
las limitaciones de los sistemas basados exclusivamente en Nbs, ofreciendo un sistema
robusto y adaptable. Futuras investigaciones deberan enfocarse en ampliar la validacion
clinica del ensayo con el objetivo de determinar la concordancia con kits diagnosticos
comerciales y la precision intra-ensayo (reproducibilidad) e inter-ensayo (repetibilidad)

del ELISA sandwich combinado desarrollado.
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1. Conclusiones generales

Los virus estacionales, emergentes y reemergentes, como IAV, el SARS-CoV-2 y el
DENYV, representan una amenaza constante y multifacética para la salud ptblica global.
Su capacidad para causar brotes severos y pandemias esta asociada con una alta tasa de
transmision, evolucion gendmica acelerada y diversidad genética que complican la

implementacion de estrategias efectivas de prevencion, diagnostico y tratamiento.

En este contexto, los Nbs han surgido como herramientas prometedoras para abordar
estos desafios. Su tamano reducido, alta estabilidad y capacidad para unirse con alta
afinidad a epitopes especificos de antigenos virales les otorgan ventajas significativas
sobre los anticuerpos convencionales. En particular, a través de este trabajo doctoral
hemos demostrado el potencial de los Nbs en el desarrollo de métodos diagnodsticos y

terapias especificas para cada uno de estos virus:

e JAV: Los Nbs desarrollados contra la HA, aunque no demostraron eficacia como
agentes antivirales, destacan por su capacidad para reconocer multiples subtipos
virales. Su aplicacion podria facilitar la deteccion temprana de cepas con
potencial pandémico en poblaciones de animales, contribuyendo asi a la
prevencion de la transmision zoondtica y al control eficaz de brotes.

e SARS-CoV-2: Dos Nbs desarrollados contra la proteina S del virus han
demostrado una notable capacidad neutralizante frente a diversas variantes,
incluidas las subvariantes de Omicron. Su capacidad para unirse a epitopes
conservados y su eficacia terapéutica destacan su potencial para el desarrollo de
tratamientos eficaces. Ademas, estos Nbs ofrecen una solucion adaptable para
contrarrestar la rdpida evoluciéon del virus y prevenir el escape viral,
contribuyendo al manejo integral de la enfermedad.

e DENV: Los Nbs desarrollados contra la proteina NSI1 demostraron ser
herramientas clave para la deteccién temprana y especifica de la infeccion por
dengue. A través del desarrollo de un ELISA sandwich combinado, se logr6 una
sensibilidad y especificidad comparable, e incluso superior, a los ensayos
comerciales existentes. La capacidad de los Nbs para reconocer especificamente
los cuatro serotipos de DENV, sin reactividad cruzada con ZIKV, resalta su
utilidad diagndstica en regiones donde la co-circulacién de flavivirus complica

la identificacion precisa de los casos. Esto no solo optimiza el manejo clinico, sino
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que también fortalece la vigilancia epidemioldgica, permitiendo un control mas

efectivo de los brotes.

En conjunto, los resultados de esta tesis doctoral destacan el rol clave que juegan los Nbs
en el ambito de la salud publica frente a enfermedades infecciosas estacionales,
emergentes y reemergentes. Su versatilidad y eficacia en el diagndstico y tratamiento de
infecciones virales posicionan a estas biomoléculas como una plataforma biotecnoldgica
de vanguardia, con aplicaciones que trascienden a aquellas estudiadas en este trabajo.
Desde la vigilancia epidemiolodgica hasta la implementacion de terapias dirigidas, los
Nbs tienen el potencial de redefinir la manera en que abordamos las amenazas virales
en un mundo interconectado, contribuyendo de manera significativa a la proteccion de

la salud humana, animal y ambiental bajo el paradigma de One Health.
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1. Materiales

1.1.Lineas celulares
Las lineas celulares utilizadas para la generacion de stocks virales, ensayos de
caracterizacion de Nbs y expresion de proteinas recombinantes se detallan en la Tabla

15.

Tabla 15. Listado de lineas celulares utilizadas en esta tesis.

Nombre Descripcion
ATCC® CCL-34™. Derivada de la linea celular de epitelio de rifién
canino Madin-Darby.
ATCC® CRL-3216™. Derivada de la linea celular parental de células
HEK293T de rinén de embrion humano (HEK293). Expresa el antigeno T largo

MDCK

del virus simico 40.
ATCC® CCL-81™. Originada a partir de células epiteliales de rifion

de mono verde africano.

VERO

1.2.Cepas virales
En la Tabla 16 se detallan las cepas virales utilizadas para el desarrollo de esta tesis y la

informacién sobre el origen de las mismas.

Tabla 16. Listado de cepas virales utilizadas.

Virus Cepa Origen
IAV HIN1 PAN A/California/7/2009(HIN1)pdm09
IAV H3N8 Eq A/equine/Argentina/E-2345-1/2012(H3NS8)
SARS-CoV-2 hCoV-19 WT Aislamiento del afio 2020 en Argentina.
Aislamiento del primer caso confirmado de
SARS-CoV-2 USA-WA1/2020 .
COVID-19 en los Estados Unidos.
B Cepa de referencia de la Organizacion
DENV1 Hawaii
Mundial de la Salud.
) Aislamiento del afio 1944 del suero de un
DENV2 New Guinea C . .
paciente febril.
DENV3 Philippines/H87/1956 Aislamiento del afio 1956 en Filipinas.
DENV4 8124 Aislamiento del afio 1981 en Puerto Rico.

1.3.Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas utilizadas para la obtencién de ADN plasmidico, la amplificacién
de la biblioteca de Nbs y la expresion de proteinas recombinantes se detallan en la

Tabla 17.
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Tabla 17. Listado de cepas bacterianas utilizadas.

Nombre Genotipo

— F-endAl gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG purB20
@80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169, hsdR17(rK-mK~), A~

TG1 K-12 gInV44 thi-1 A(lac-proAB) A(mcrB-hsdSM)5(rK-mK-) F' [traD36
proAB* lacl1lacZAM15]

WKE F'lacla A(lacZ)M15 proA+B* traD361 A(lac-proB) galE rpsL
mutS:Tn10 A
F-ompT gal dem lon hsdSs(rs-ms-) A (DE3 [lacl lacUV5-T7p07 ind1

BL21 (DE3) .
sam? nin5]) [malB+]k-12(As)
BL21(DE3)pLysS F—, ompT, hsdSs (r8—, ms-), dcm, gal, A(DE3), pLysS, Cm*

1.4.Reactivos e insumos de laboratorio
A continuacion, se detallan los reactivos e insumos de laboratorio utilizados para el

desarrollo de esta tesis (Tabla 18). Se indica la marca de estos y el nimero de catalogo.

Tabla 18. Listado de reactivos e insumos de laboratorio.

Nombre

Detalle

2-mercaptoetanol

2,2'-Azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico]-
sal de diamonio (ABTS)
Acrilamida/Bisacrilamida

Agarosa LE

Agua libre de nucleasas

Aminoacidos no esenciales (100X)
Ampicilina

Anticuerpo anti-IgG de raton HRP
Anticuerpo anti-IgG de conejo HRP
Anticuerpo monoclonal anti-fago M13 HRP
Anticuerpo monoclonal anti-FLAG HRP
Anticuerpo monoclonal anti-VHH HRP
Anticuerpo policlonal anti-HA tag-HRP
Anticuerpo policlonal anti-His tag-HRP
ARNsa A

BD OptEIA™ TMB

Biotina

Bromuro de etidio

BSA (albiimina de suero bovino)

Columna de cromatografia Poly-Prep®
DMEM (medio Eagle modificado de Dulbecco)

Sigma-Aldrich - N° Catalogo: M6250
Sigma-Aldrich - N° Catalogo: A1888

Bio-Rad - N° Catalogo: 161056

INBIO HIGHWAY® - N° Catalogo: A0100
Invitrogen™ - N° Catalogo: 750023
Gibco™ - N° Catalogo: 11140050
Sigma-Aldrich - N° Catalogo: A9518
Promega - N° Catalogo: W4021

KPL - N° Catalogo: 074-1506

Abcam - N° Catalogo: ab305291
GenScript - N° Catélogo: A01428
GenScript - N° Catalogo: A01861-200
Abcam - N° Catalogo: ab1190

Abcam - N° Catalogo: ab1187

Qiagen - N° Catalogo: 19101

BD Biosciences - N° Catalogo: 555214
Sigma-Aldrich - N° Catalogo: 2031
Sigma-Aldrich - N° Catalogo: E1510
Thermo Scientific™ - N° Catalogo: B14
Bio-Rad - N° Catalogo: 7311550
Gibco™ - N° Catalogo: 12100046
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DMSO (dimetilsulféxido)
Estreptavidina-HRP
Etanol (grado ACS)

Fago auxiliar VCSM13
Glicerina pura

Glucosa

HEPES
HisTrap™ HP

IPTG (isopropil--D-1-tiogalactopirandsido)
Kit In-Fusion® HD Cloning Plus

Kit RNAeasy Midi

Kit Spin Midiprep/Maxiprep

Kit Wizard® sv Gel and PCR Clean-Up System
L-Glutamina (100X)

Membrana de nitrocelulosa

PEG 6000 (Polietilenglicol 6000)

PEI (polietilenimina)
Penicilina-Estreptomicina (100X)

Pierce™ ECL Plus

Piruvato de sodio

Placa de ELISA Maxisorp

Placa de ELISA Microlon®00

Placa de ELISA

Polimerasa de ADN de alta fidelidad Phusion®
Polimerasa PFU

QIAamp® Viral RNA Mini Kit

Resina de Ni-NTA agarosa

Resina de proteina G Sepharose™ 4 Fast Flow
Suero fetal bovino (SFB)

SuperScript® III First-Strand Synthesis System

T4 ADN ligasa

Taq DNA Polymerase

TEMED (N,N,N’,N'- tetrametiletilendiamina)
Tripsina TPCK

Tripsina-EDTA

Sigma-Aldrich - N° Catalogo: D8418
Thermo Scientific™ - N° Catalogo: 21132
Cicarelli® - N° Catalogo: 752110
Stratagene - N° Catalogo: 200251
Biopack® - N° Catalogo: 2000166008
Sigma-Aldrich - N° Catalogo: G8270
Sigma-Aldrich - N° Catalogo: H3375

GE Healthcare - N° Catalogo: GE17-
524801

Sigma-Aldrich - N° Catalogo: 16758
Takara - N° Catalogo: 638920

Qiagen - N° Catalogo: 75144

Qiagen - N° Catalogo: 12143/12162
Promega - N° Catalogo: A9281

Gibco™ - N° Catalogo: 25030081
Bio-Rad - N° Catalogo: 1620115
Sigma-Aldrich - N° Catalogo: 81260
PolyAR

Gibco™ - N° Catalogo: 15140122
Thermo Scientific™ - N° Catalogo: 32134
Sigma-Aldrich - N° Catalogo: P5280
Nunc - N° Catalogo: 446469

Greiner Bio-One - N° Catalogo: 655092
JetBiofil - N° Catalogo: FEP200096
Thermo Scientific™ - N° Catalogo: F530L
PB-L - N° Catalogo: EA0202

Qiagen - N° Catalogo: 52904

Qiagen - N° catalogo: 30210

GE Healthcare - N° Catdlogo: 17-0618-01
Natocor - N° Catalogo: SFBE
Invitrogen™ - N° Catalogo: 18080051
Thermo Scientific™ - N° Catalogo: EL0016
)

Invitrogen™ - N° Catalogo: 10342053 (*)
Sigma-Aldrich - N° Catalogo: T22500
Sigma-Aldrich - N° Catalogo: T1426
Gibco™ - N° Catalogo: 25300054
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1.5.Marcadores de peso molecular

Los marcadores de PM para ADN y proteinas se indican en la Tabla 19.

Tabla 19. Marcadores de PM para ADN y proteinas utilizados.

PageRuler™ Prestained

PageRuler™ Plus Prestained

1 kb plus (Invitrogen) . .
Protein Ladder (Thermo Protein Ladder (Thermo
Marcador de ADN e . e
Scientific) Scientific)
1 Kb PlusLadder™ kDa kDa
12.000 -~180
~250
— Bk
fe—t —~100 ~130
e ~100
— A
[SSSSE 1 650 - ~55 55
— 40
——— gﬂﬂ - ~35 ~35
B <o - ~25 —
— 1]
— - ~15 e
- 20
100 Gel Gel

1.6.Soluciones y medios de cultivo

Las soluciones y medios de cultivo, junto con la composicion de los mismo, se especifican

en la Tabla 20.

Tabla 20. Listado de las soluciones utilizadas en este trabajo.

Nombre

Composicion

Buffer bloqueo ELISA 1% BSA
Buffer bloqueo ELISA 3% Leche
Buffer bloqueo Western blot
Buffer de corrida

Buffer de elucién para purificacion

Buffer de elucién pH bajo
Buffer de elucion SEC-HPLC
Buffer de lavado ELISA

Buffer de lavado para purificacion

Buffer de transferencia
Buffer de unioén a resina para

purificacién 5x

Buffer TES

BSA 1% en PBS, Tween-20 0.1% v/v

Leche 3% en PBS, Tween-20 0.1% v/v

Leche 5% en PBS, Tween-20 0.1% v/v

Tris base 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0.1% v/v
50 mM NaH:PO:pH 8.0, 300 mM NaCl, 300 mM
Imidazol

0,1 M Glicina-HCI (pH 9)

20 mM Tris—HCI, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA
Leche 1.5% en PBS, Tween-20 0.05% v/v

50 mM NaH:PO:pH 8.0, 300 mM NaCl, 20 mM

Imidazol

48 mM Tris, 39 mM glicina, metanol 20% (pH 9,2)
250 mM NaH:POuspH 8.0, 1.5 mM NaCl, 50 mM
Imidazol

Tris 24,22 g/1, EDTA 0,19g/1, sacarosa 171,15 g/l (pH
8)
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. . . . Triptona 10 g/, extracto de levadura 5 g/l y NaCl 5
Medio de cultivo LB (Luria-Bertani)

g/L
Medio de cultivo LB-agar Medio LB, 15 g/l de agar bacteriologico
Triptona 20 g/, extracto de levadura 5 g/1, 10 mM
Medio de cultivo SOB Na(l, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCI2 y 10 mM MgSO4
(pH:7)

Triptona 12 g/, extracto de levadura 24 g/1, NaCl 5
g/1, 0,231 g/l KH2POs y 1,25 g/l K:HPOs

NaCl 137 mM, KC1 2,7 mM, Na:HPO+8 mM y
KH2PO:2 mM (pH: 7,4)

Medio de cultivo TB (Terrific broth)

PBS (Buffer fosfato salino)

PBS-T PBS con Tween-20 0,05% v/v

SDS 10% p/v SDS 10% p/v

Solucién colorante azul de Coomassie R-250 0,1% p/v, metanol 40% v/v y acido

Coomassie acético 10% v/v

Soluciéon decolorante Metanol 40% v/v y acido acético 10% v/v

Soluciéon de PEG/NaCl PEG 6000 20% p/v, NaCl 2,5 M

Solucién de tincidn con cristal Cristal violeta 1% p/v, paraformaldehido 4% v/vy

violeta etanol 10% v/v

Solucién Pl Tris-HCI 50 mM, EDTA 10 mM y ARNsa A 0,1 g/ml
(pH: 8)

Solucién P2 NaOH 0,1 My SDS 1% p/v

Solucién P3 Acetato de potasio 1,5 M (pH: 5,5)

1.7.Sueros de pacientes

Las muestras de suero utilizadas para la validacion del ELISA sandwich anti-NS1 fueron
gentilmente cedidas por el Laboratorio de Investigaciones Infectoldgicas y Biologia
Molecular del Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez. Estas muestras fueron tomadas
durante los afios 2018 y 2019 por el Hospital San Vicente de Paul, Oran, Salta. El
protocolo fue aprobado por la Comisidén Provincial de Investigacion en Ciencias de la
Salud (COPICSA) del Ministerio de Salud de Salta con el numero de referencia 321-

196940/18. La informacion de las muestras ha sido publicada previamente [443].

Las muestras de suero positivas para NS1 fueron obtenidas de individuos con sintomas
compatibles con dengue, cuyo diagndstico fue confirmado por deteccion del antigeno
NS1 (n=101). Estas muestras se recolectaron entre el primer y el quinto dia desde el inicio
de los sintomas, dependiendo del individuo. Por otro lado, las muestras negativas para
NSI1 corresponden a muestras obtenidas de individuos mas de 10 dias de evolucion de

la enfermedad (n=70). Es importante destacar que, en este tltimo grupo, no se realizo la
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deteccidon del antigeno NS1 mediante ELISA, ya que no se esperaria la presencia de

niveles detectables de NS1 circulante en sangre.

2. Métodos

2.1. Técnicas generales de biologia molecular

2.1.1. Cuantificacion de ADN
La concentracion del ADN purificado (plasmidos y fragmentos de ADN purificados por
gel de agarosa) se midio mediante espectrofotometria utilizando Nanodrop. La relacion
de absorbancias A260/A280 se utiliz6 para evaluar la pureza del ADN. Un valor de
relacion en el rango de 1.8 a 2.1 era considerado como muestras lo suficientemente puras.

2.1.2. Secuenciacion de ADN
La secuenciacion de ADN fue realizada por la empresa Macrogen. Para ello, se enviaron
80-100 ng/uL de ADN plasmidico con los primers correspondientes.

2.1.3. Reaccion en cadena de la polimerasa
Para amplificar fragmentos especificos de ADN se realizé una PCR utilizando la enzima
PFU ADN polimerasa o la pre-mezcla CloneAmp™ HiFi, segin especificaciones del

fabricante. Se utilizaron las siguientes combinaciones de primers para amplificar

fragmentos de ADN especificos:

Par de primers Secuencia Aplicacion
Amplificacion de las
GTCCTGGCTGCTCTTCTACA . .
regiones variables de los
CALLO1/CALLO2 AGG/GGTACGTGCTGTTGAA iy de cad
CIGTTCC anticuerpos de cadena
pesa y convencionales
CTTGGCTCTTCTGTGCAGCT
~ VHH-Back- GCAGGAGTCTGGRGGAGG/T  Amplificacion de las
2 SAPI/VHH-Fw-SAPI  GATGCTCTTCCGCTGAGGAG  secuencias de Nbs
uL'): ACGGTGACCTGGGT
%‘E Colony PCR en
» TTATGCTTCCGGCTCGTATG/ L
MP57/ GIII construccion de la
CCACAGACAGCCCTCATAG o
biblioteca de Nbs

TAACTACCTCTATAGACTGTT

Generacion mutacion

Fw_DelR452L/Rv_De CAGGAAATCCAAC/CTATAG ,
R452L en proteina S de la
IR452L AGGTAGTTATAGTTGCCACC .
CACC variante Delta
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Fw1_NS1_IL2_Flag_
EcoRI/Rv1_NS1_IL2_
Flag

GCACTTGTCACGAATTCGCA
GACAAGGATTGCATGG/GTTT
TTGTTCGGGTCCTCCGCTACC

Subclonado de secuencias

codificantes para la

CGCTGTCACCATTGAC )
GACGATGACAAGGCTAGCC  ProtefnaNStdelos4
Fw2_NS1_IL2 Flag/R i DE
- ‘?3 . AGACAAGGATTGCATGG/GT serotipos de DENV en
EI— —Le Mg BSt - LrraTTeGGGaTCCTCCACCA  VeCtor PEUSESs
CTCATGGCTGCAGC
GCAGCCAGGGGCAACTGCA
Fw_PSW_Pstl/Rv_PS  GGAGTCTGGAGG/TACGGGT  Subclonado Nbs para
_Notl ATGCGGCCGCTGAGGAGAC generar Nbs PSW
GGTGACCTG
GCCCAGGTGCAGCTGCAGG
Fw2-inf-biv-Pstl/Rv2- AGTCTGGAGGA/TGAGGAGA
S inf-biv-BstEIl CGGTGACCTGGGTGCCCTGG Subclonado Nbs en vector
E CCCcA Phen6 para generar Nbs
) o ATGAAATACCTATTGCCTAC  bivalentes
Fw_pelB/Rv1-inf-biv-
Konl GGCAG/TGAGGAGACGGTGA
P CTTGGGTACCCTGGCCCCA
. GCCCAGCCGGCCATGGCCC/  Subclonado Nbs en vector
Fw_Nbs_pDuBirA/ s
Rv Nbs 5DuBirA CTAACGGTGACCTGGGTACC  pDUBIR para generacion
\% S ubir
—\Psp CTGGCCCCA de Nbs biotinilados
CCATGGCCCAGGTGCAGCTG
CAGGAGTCTGGGGGAGGMT  Subclonado Nbs en vector
Fw_Nbs_sort/ .,
Rv Nb " TRGTGCAGSCTG/CCGGTTTC  sortasa para generacion
V-Nbs_sor CGGCAGTCCTCCTGAGGAG  de Nbs biotinilados
ACKGTGACCTGGGT
CTTGCACTTGTCACGAATTC
Subclonado Nbs en vector
FW_NbS_IgG_HRP/ GCAGGTGCAGCTGCAGGAG .,
pFUSESss para generacion
RV_NbS_IgG_HRP TCTGG/TGAGGAGACGGTGA de Nbs Fc LIRP
CTTGGGTACCCTGGCCCCAG ~ “€ P8 H¢
2.14. Electroforesis en gel de agarosa y purificacion de ADN

Los fragmentos de ADN se separaron por tamafio mediante electroforesis en gel de
agarosa para la verificacion de su tamafio o purificacion. Para este propdsito, se
generaron geles de agarosa al 0.8-1% que contenian bromuro de etidio. Las muestras se
prepararon con el volumen adecuado de buffer de carga 6x y se sembraron en los pocillos
del gel. Los geles se corrieron a 60V durante 45-70 min dependiendo el tamafio del
fragmento a observar o purificar. Las bandas de ADN se visualizaron y documentaron

con un transiluminador UV.
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Para la purificacion de las bandas cortadas de los geles, se utilizo el kit comercial Wizard®

SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), y el ADN se purifico de acuerdo con el

protocolo del fabricante. Finalmente, los fragmentos de ADN se eluyeron con 30-40 puL

de buffer de elucion TE.

2.1.5.

Digestion de ADN utilizando enzimas de restriccion

La digestion por restriccion del ADN se realizé utilizando las endonucleasas de

restriccion y buffers adecuados de New England Biolabs (NEB), segtin el propdsito y el sitio

de restriccion del plasmido. La temperatura y las condiciones del buffer para la digestion

se eligieron de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Se utilizaron las

siguientes combinaciones de enzimas para la digestion por restriccion:

Plasmido digerido =~ Enzimas Proposito
plgizllirﬁ]eg 2 ll\SISC:EII}L Suclonado del Nb 2 anti-HA para generar Nb bivalente
PFUSEss EcoRI + Linearizac.:i/c')n vector para Infusion cloning de plasmidos
Pvull de expresion NS1
PMECs anti-EPEA Pstl + Linearizacion vector para Infusion cloning de plasmidos
PSW Notl de expresion Nbs-PSW
pHENG6 Nb bivalente PstI + Linearizacion vector para Infusion cloning del segundo
2.2 120 anti-HA BstEII Nb en vector Nbs bivalentes
pHENG6 Nb bivalente Sfil + Digestion vector para clonado del primer Nb en vector
2. X L20 anti-HA Kpnl-HF  Nbs bivalentes
PCRNb 14y Sfil + Digestion PCR para clonado del primer Nb en vector Nbs
Nb 48 Kpnl-HF  bivalentes
pFUSEss Nb 2 anti- EcoRI-HF + Digestion vector para clonado de Nbs anti-NS1
HA Fc Kpnl-HF  fusionados al dominio Fc
PCRNb 14y EcoRI-HF + Digestion PCR para clonado de Nbs anti-NS1 fusionados
Nb 48 Kpnl-HF  al dominio Fc
pDUBIR anti-EPEA Ncol + Linearizacion vector para Infusion cloning de Nbs anti-
avitag Kpnl NS1 biotinilados por BirA
PHENS6 Nb con sitio PstI + Linearizacion vector para Infusion cloning de Nbs anti-
de sortasa BstEIL NS1 biotinilados por reaccién con sortasa
pFUSEss Nb 2 anti- EcoRI-HF + Digestion vector para clonado de Nbs anti-NS1
HA Fc HRP Kpnl-HF  fusionados al dominio Fc HRP
PCR Nbs EcoRI-HF + Digestion PCR para clonado de Nbs anti-NS1 fusionados
anti-NS1 Kpnl-HF  al dominio Fc HRP
2.1.6. Ligacion de fragmentos de ADN
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Las reacciones de ligacion se realizaron utilizando T4 ligasa y el buffer de ligacion de
Thermo Scientific™. Los fragmentos de ADN de interés y el vector (50-100 ng) se ligaron
en una relacion molar 3:1 (inserto:vector) en volumen final de 10 pL a 16°C durante toda
la noche. A su vez, se realizaron mezclas de ligacion sin inserto como control de la
reaccion.
2.1.7. In-fusion cloning

Para realizar los clonados mediante la técnica de In-fusion cloning, primero se linealizaron
los vectores en los que se deseaba insertar los fragmentos de ADN utilizando una o dos

enzimas de restriccion adecuadas. Luego de la digestion, se purificaron los mismos.

Por otra parte, se realiz6 una amplificacion por PCR de los fragmentos de ADN de interés
utilizando primers que contienen extensiones de 15 pb en el extremo 5, complementarias
a los extremos de los vectores linealizados. Los productos de PCR se purificaron y, a
continuacion, se prepararon las reacciones del clonado mediante In-fusion cloning. Para
ello, se agrego el vector linealizado y el inserto en una relacion molar 2:1 (inserto:vector),
junto con la enzima In-fusion HD en un volumen final de 10 puL a 50°C durante 15 min.
Luego de la incubacion, se utilizaron 2 ul de la mezcla de reaccion para transformar
células competentes. Para el control de ligacion, se prepard una mezcla conteniendo sélo
el vector linealizado.
2.1.8. Preparacion de células TG1 electrocompetentes

Dos dias antes de la preparacion de las células electrocompetentes, se plaquearon células
TG1 en una placa de medio minimo sin antibiotico y se incubd durante toda la noche a
37°C. Al dia siguiente, se inoculé una colonia de TG1 en un tubo cénico de 50 ml

conteniendo 5 ml de medio 2xTY y se incubd con agitacion toda la noche a 37°C.

Para la preparacion de las células electrocompetentes, se inocularon 2 ml del pre-cultivo
de TG1 en un matraz Erlenmeyer de 2 L conteniendo 300 ml de medio 2xTY. El mismo
se incubd con agitacion a 37°C hasta que la densidad dptica a 600 nm (DOsw) alcanzd un
valor entre 0.8 y 1.0. Seguido a esto, se coloco el cultivo en hielo durante 1 h. Luego se
centrifugd por 7 min a 2200 x g a 4°C. Se descartd el sobrenadante y se resuspendio el
pellet en 300 ml de HEPES 1nM pre-enfriado. A continuacion, se centrifugd nuevamente
por 6 min a 2200 x g a 4°C. Se descarto el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet en 150
ml de glicerol al 10% pre-enfriado. La suspension de células se centrifugo por tercera vez
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durante 6 min a 2200 x g a 4°C. Se decant6 el sobrenadante y se resuspendio suavemente

el pellet 60 ml de glicerol al 10%.

Finalmente, se centrifug6 una dltima vez durante 5 min a 2200 x g a 4°C. Después de
descartar el sobrenadante, se resuspendieron las células en glicerol al 10% hasta un
volumen final de 1 ml. Se alicuotaron de a 50 pil de suspension celular en tubos eppendorf
estériles para congelar a -80°C o usar inmediatamente.

2.1.9. Preparacion de células competentes quimicas
Para obtener las diferentes E. coli competentes necesarias para los ensayos (ver seccién
1.3), se inocul6 1 ml del pre-cultivo en 200 ml de medio LB. El mismo se incubd con
agitacion a 37°C hasta alcanzar una DOew de 0,4. Luego, se centrifugo el cultivo durante
10 min a 4500 rpm y a 4°C, y se descarto el sobrenadante. Seguido a esto, se resuspendio
el pellet en 40 ml de MgCl2 (0.1 M), sin usar vortex, y la mezcla se centrifugd nuevamente
durante 10 min a 4500 rpm a 4°C. El pellet obtenido se resuspendié en 4 ml de CaCl2 0.1
M, y se incubd en hielo durante 1 h. Finalmente, se agregd a la mezcla glicerol a una
concentracion final de 15% y se separaron alicuotas de 100 pl, que se conservaron a -80°C
hasta su utilizacion.

2.1.10.  Transformacion de bacterias competentes
Las bacterias quimicamente competentes (ver bacterias utilizadas en la seccion 1.3) se
transformaron mediante shock térmico. Para ello, se agregaron cantidades apropiadas de
ADN plasmidico o productos de ligacion a 50 pl de bacterias competentes y se incubaron
en hielo durante 20 min. Luego del shock térmico a 42°C durante 45 seg, las bacterias
conteniendo en ADN se colocaron nuevamente en hielo durante 2 min. A continuacién,
se agregaron 800 ul de medio de cultivo adecuado y se agitaron durante 1 h a 200 rpm y
37°C. Finalmente, se sembré un volumen de bacterias adecuado en placas de Petri
conteniendo LB agar con los antibioticos correspondientes y se incubaron a 37°C durante
toda la noche.

21.11.  Extraccién y purificaciéon de ADN plasmidico
Se seleccionaron colonias individuales crecidas en placas de Petri y se cultivaron en 3 ml,
100 ml o 250 ml de medio LB con los antibidticos correspondientes para la mini-
preparacion, midi-preparacion o maxi-preparacion de ADN plasmidico,

respectivamente.
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La mini-preparacion de ADN plasmidico se llevd a cabo de manera casera. En primer
lugar, se centrifugaron los cultivos durante 10 min a 4500 rpm y se resuspendio el pellet
de bacterias en 300 ul de solucion P1. A continuacion, se agregaron 300 ul de solucion
P2, con el fin de generar la lisis de las bacterias. Transcurridos 5 min, se adicionaron 400
ul de solucion P3 para precipitar el ADN genomico. Se incubéd en hielo durante 5 min
para facilitar el proceso de precipitacion de ADN y se centrifugd durante 10 min a 12000
rpm. Se trasvaso el sobrenadante a otro tubo y se agregaron 550 pL de isopropanol, con
el fin de precipitar el ADN plasmidico. A continuacion, se centrifugd durante 30 min a
12000 rpm y se adicionaron 500 ul de etanol 70 %. La muestra se centrifugd durante 10
min a 12000 rpm, se descartd el sobrenadante y se dejo secar el precipitado para que se
evaporara todo el etanol. Por altimo, se resuspendio el pellet en 30-50 ul de agua mQ pH
8.

La purificacion de los plasmidos para midi-preparacion o maxi-preparacion se llevo a

cabo segun el protocolo de los kits Spin Midiprep o Maxiprep (Qiagen).

2.2.Técnicas de bioquimica de proteinas

2.2.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida
Las proteinas obtenidas se separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%
0 12%, dependiendo del tamafio de la proteina. Las muestras se prepararon al mezclar
un volumen determinado con buffer de carga 6X y se desnaturalizaron durante 6 min a
100°C. La electroforesis se realizd durante 20 min a 90 V y luego durante 60 min a 120 V
en buffer de corrida. Finalizada la corrida electroforética, los geles se desmontaron para
colorear con colorante azul de Coomassie (Seccion 2.2.2) o para transferir a una membrana
de nitrocelulosa para ensayos de Western blot (Seccion 2.2. 3).

2.2.2. Tincion con azul de Coomassie
El gel de poliacrialmida desmontado se colored con una solucion de azul de Coomassie
durante 3 hs a temperatura ambiente en agitacion suave. Luego se decolord toda la noche
en solucién decolorante.

2.2.3. Electrotransferencia y Western blot
La electrotransferencia consiste en transferir las proteinas del gel de poliacrilamida a una
membrana de nitrocelulosa mediante la aplicacion de una corriente eléctrica. Para ello,

se cortaron del mismo tamafio que el gel dos papeles de filtro y una membrana de
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nitrocelulosa y se incubaron, en recipientes separados, con buffer de transferencia
durante 1 min. Se montd el aparato de transferencia (Trans-Blot® Semi-Dry Transfer
Cell, de BIORAD. EE. UU) con el sandwich, que consta de: filtro-membrana de
nitrocelulosa-gel-filtro. La transferencia se realizo6 durante 30 a 60 min a 20 V,
dependiendo del tamano de las proteinas a transferir.
La membrana de nitrocelulosa se bloque6 con buffer de bloqueo a 4°C en agitacion
durante 1 h. Luego se la incubd con el anticuerpo primario a temperatura ambiente
durante 1 h y, transcurrido ese tiempo, se lavo 3 veces con PBS-T, durante 20 min en
agitacion. En caso de ser necesario, se incubd 1 h con el anticuerpo secundario y
nuevamente se lavd la membrana de 3 veces con PBS-T, durante 20 min con
agitacion. Finalmente se afiadio la solucion de revelado.

2.24. Cuantificacion de proteinas por densitometria en gel
La cuantificacion de las proteinas recombinantes purificadas fue llevada a cabo por
densitometria en gel. Las muestras fueron analizadas por electroforesis en gel de
poliacrilamida como se detallé previamente (seccion 2.2.1). Luego de la tincion con azul
de Coomassie y decoloracion, el gel fue digitalizado y analizado con el programa
informatico Gel Analyzer 2010a. La concentracion de la proteina de interés fue calculada
mediante la interpolacion del valor de densidad dptica de la banda correspondiente en
una curva de calibraciéon generada con diferentes concentraciones de un patrén de
seroalbumina bovina (BSA).

2.2.5. Cromatografia de afinidad por iones metalicos inmovilizados (IMAC)

en sistema AKTA

La cromatografia de afinidad por iones metdlicos inmovilizados (IMAC) se llevé a cabo
utilizando un sistema de purificacion AKTA. Para la purificacion de Nbs fusionados con
una etiqueta de 6xHis, se emplearon columnas de niquel His-Trap™ HP, mientras que
para la purificacion de Nbs fusionados al dominio Fc, se utilizaron columnas de proteina
G. Las muestras de proteina fueron previamente filtradas y la columna equilibrada con
buffer de union antes de la inyeccion.
La elucion de las proteinas unidas a las columnas de niquel se realiz6 con un gradiente
de imidazol (20-500 mM) en el mismo buffer de unidén. Para las columnas de proteina G,
la elucion se 1levo a cabo utilizando un buffer de pH bajo (0.1 M glicina-HCI, pH 2.7) con

posterior neutralizacién inmediata en fracciones colectadas con 1 M Tris-HCL, pH 9.0.
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El proceso de purificacion se llevd a cabo a 4°C y con un flujo constante de 1 ml/min. Las
fracciones eluidas fueron monitorizadas en tiempo real a 280 nm mediante el sistema
AKTA UNICORN™., Las fracciones que contenian la proteina de interés, identificadas
por su perfil cromatografico, fueron recolectadas, concentradas y dializadas en PBS antes
de su uso en experimentos posteriores.
2.2.6. Cromatografia de exclusion molecular (SEC-HPLC)

La cromatografia de exclusion molecular por HPLC (SEC-HPLC) se llevd a cabo
utilizando una columna Superose-6 (GE Healthcare), en donde se inyectaron 20-30 uM de
proteina recombinante NS1-2 producida a partir de la transfeccion del plasmido
PCAGGs y pFUSEss. La elucién de las proteinas se realizé con buffer de elucion, ajustado
aun pH de 7.0. El experimento se realiz6 a temperatura ambiente (~25 °C) con un flujo
de 0,5 ml/min. Se utiliz6é un equipo HPLC JASCO, equipado con un inyector automatico,
una bomba cuaternaria y un detector UV-VIS UV-2075, monitorizando la elucion a 280

nm.

2.3.Técnicas de biologia celular

2.3.1. Cultivo de células eucariotas

Las lineas celulares utilizadas en este trabajo estan listadas en la seccion 1.1. Todas las
lineas celulares se cultivaron en frascos de cultivo celular T25, T75 o T175 con los medios
de cultivo correspondientes y se mantuvieron en una incubadora a 37°C con una
atmosfera de 5% de COz. Todos los materiales y medios utilizados durante el cultivo
celular fueron previamente esterilizados mediante autoclave durante 20 min a 121°C o
filtrados estérilmente.

Para el pasaje de células, se afiadid una alicuota de suspension celular diluida en una
proporcion de 1:10 a 1:20 cada 3-4 dias, dependiendo del requerimiento y la condiciéon
de las células. La linea celular adherente HEK293-T se cultivd en medio completo DMEM
con 10% SFB y piruvato de sodio. Estas células se lavaron primero con PBS, luego se
desprendieron con 150 pl (frasco T25), 350 pl (frasco T75) o 1 ml (frasco T175) de tripsina
1x a 37°C. La actividad de la tripsina se detuvo afiadiendo medio fresco, y las
suspensiones celulares se centrifugaron para eliminar el sobrenadante que contenia
tripsina. Los pellets celulares se resuspendieron en medio fresco y se sembraron en

nuevos frascos de cultivo celular. Para las lineas celulares Vero o Vero E6, se utilizé el
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medio completo MEM con 5% SFB y se pas6 una alicuota de la suspension celular a
nuevos frascos en una proporcion de 1:5 cada 7 dias.
Las densidades celulares se determinaron con una cdmara de recuento de Neubauer y la
confluencia celular se comprobd bajo el microscopio. Los parametros de centrifugacion
durante el cultivo celular fueron de 5 min a 1000 rpm a 4°C. Para los frascos de cultivo
celular T25, T75 y T175 se utilizaron 5 ml, 10 ml y 15 ml de medio de cultivo celular,
respectivamente.

2.3.2. Generacion de stocks virales de IAV por infeccion en células MDCK
La produccion de stocks virales de IAV se llevo a cabo mediante infecciones en células
MDCK utilizando una dilucion inicial 1:100 de la semilla viral, en medio DMEM sin
suero y tripsina-TPCK. Para cada virus, se utilizaron 3 botellas conteniendo una
monocapa de células MDCK confluentes.
Previo a la infeccion, las células se lavaron dos veces con PBS para eliminar restos de
suero y otros componentes que pudieran interferir con la infeccion. Posteriormente, las
monocapas se inocularon con el volumen necesario de particulas virales en medio de
infeccidn sin suero, asegurando la cobertura total de la superficie celular. Las células se
incubaron a 37°C en una atmdsfera con 5 % de CO: durante 2 hs para permitir la
adsorcion viral. Seguido a esto, se agreg? tripsina-TPCK al medio en una concentracion
final de 2 pg/ml para facilitar la propagacion viral. Las células se mantuvieron en las
mismas condiciones hasta que se observd un desprendimiento de la monocapa celular,
indicador de una infeccién viral exitosa.
El sobrenadante del cultivo se cosech6 y los virus se purificaron mediante ultra-
centrifugacion a 26000 rpm durante 4 hs a 4°C. El pellet de particulas virales se
resuspendi6 en PBS-sacarosa 25 %. Finalmente, se prepararon alicuotas de 20 ul que
fueron almacenadas a -80°C hasta su utilizacion.

2.3.3. Transfeccion transitoria de células eucariotas
Las células HEK293-T se prepararon con un dia de anticipacion a la transfeccion y se
sembraron en placas de 6 o 96 pocillos o placas redondas de 150 cm?, de manera que
alcanzaran una confluencia celular del 80-90%. La transfeccion se realizo utilizando
polietilenimina (PEL PolyAr87) en una relacion de ADN y PEI 1:2.5, respectivamente. La
cantidad apropiada de ADN plasmidico y PEI se diluyeron en medio OptiMem en tubos
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cOnicos separados y se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente. A

continuacion, se mezclaron bien ambas soluciones en un unico tubo y se incubaron a

temperatura ambiente durante 20 min para permitir la formacién de complejos ADN-

PEI. Mientras tanto, se cambid el medio de cultivo de las células a medio fresco DMEM

sin SFB. Se agregd la mezcla de transfeccion a las células de manera uniforme y se

incubaron las células a 37°C con una atmdsfera de 5% de CO2 durante 48-72 hs para

permitir la expresion del ADN transfectado. La cantidad de ADN y el volumen de medio

segun cada placa de cultivo utilizada se listan en la siguiente tabla.

Placa de Cantidad de Volumen OptiMem en
cultivo ADN mezcla final

96 pocillos 100 ng/well 0.1ml

6 pocillos 500 ng/well 0.5ml
150 cm? 24 ug/placa 2ml

Los plasmidos y el propdsito particular de cada transfeccion se detallan en la siguiente

tabla.
Plasmido Proposito de transfeccion
pFUSEss Nb 2 Fc Caracterizacion/Ensayos de inhibicion
<>ﬂ pFUSEss Nb GFP Fc Control negativo ensayos de inhibicion
~  RIAB6 Control positivo ensayos de inhibicion

VRC7473-2019 nCoV S-dFurin-WT-
F3CH2S_JSM

Inmunizacién/Seleccion/Ensayos de

union y competencia

Inmunizacién/Seleccién/Ensayos de
pCAGGs nCoV19 ., ]
o unioén y competencia
> o iy
o . Inmunizacién/Seleccién/Ensayos de
¢ pCAGGs nCoV19, residuos 319 a 541 ., .
@ union y competencia
§; pLB-GFP (Addgene, 11619)
VRC5602, backbone lentivirus (NIH) ~ Generacién de pseudovirus de SARS-
VRC7475_2019-nCoV-S (WT o CoV-2
variantes)
pCAGGs-MCS NS1-1, NS1-2, NS1-3 y  Seleccion/Ensayos de union /Puesta a
NS1-4 punto ensayo diagnostico
S pFUSEss-IL2 NS1-1, NS1-2, NS1-3 y  Ensayos de unién y competencia /Puesta
E NS1-4 a punto ensayo diagndstico
A

pFUSEss-IL2 NS1 ZIKV

pFUSEss-IgG2a Nb 14

Control especificidad ensayo diagnostico
Anticuerpo de captura/Ensayo de

competencia
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pFUSEss-IgG2a Nb 48 Ensayo de competencia
pFUSEss-IgG2a Nb 66 Ensayo de competencia
pFUSEss-IgG1 Nb 14 HRP Ensayo de competencia
Anticuerpo de deteccion/Ensayo de
pFUSEss-IgG1 Nb 48 HRP _
competencia
Anticuerpo de deteccion/Ensayo de

pFUSEss-IgG1 Nb 66 HRP )
competencia

2.3.4. Produccién de pseudovirus
La produccién de pseudovirus que expresan la proteina S de SARS-CoV-2 se llevd a cabo
mediante la co-transfeccion de células HEK-293T con 10 pug de un plasmido que
contienen un gen reportero GFP (pBL), 5 ug de un plasmido de un backbone de lentivirus
(VRC5602, NIH) y 3 pg del plasmido que codifica para la proteina Spike WT
(VRC7475_2019-nCoV-5-WT). Para producir pseudovirus que expresan la proteina S de
diferentes variantes, se utilizaron los siguientes plasmidos: Alpha (B.1.1.7) (InvivoGen,
plv-spike-v2); Beta (B.1.351) (InvivoGen, plv-spike-v3) y Delta (B.1.617.2) (InvivoGen,
plv-spike-v8). Los plasmidos que codifican la proteina S de las variantes Omicron
(B.1.1.529 y BA.2) se obtuvieron del consorcio G2P-UK National Virology.
Veinticuatro horas después, se verifico la eficiencia de transfeccién, indicada por la
fluorescencia de GFP, bajo un microscopio fluorescente. Los sobrenadantes de los
pseudovirus fueron recolectados 48 hs post-transfeccion y almacenados a 4°C,
agregando medio fresco (DMEM+5% FBS) a las placas. Tras otras 48 hs, los
sobrenadantes combinados fueron clarificados por centrifugacion durante 10 min a 3000
rpm para eliminar las células residuales. El sobrenadante obtenido se centrifug6 durante
5 hs a 10,000 rpm. El pellet resultante se resuspendié en medio de almacenamiento
(OptiMEM + 6% sacarosa) y las alicuotas se congelaron a —80 °C hasta su uso.
Los titulos de los pseudovirus se determinaron mediante la transduccion de células
HEK-293T previamente sembradas en placas de 96 pocillos y transfectadas
transitoriamente con 100 ng de ACE2 (NIH) y 10 ng de la proteasa TMPRSS2 (NIH) por
pocillo. El stock de pseudovirus (sobrenadante concentrado) se diluy6 en serie en medio
de ensayo (DMEM +2.5% FBS), se incub6 durante 2 hs a 37°C y se afiadio a las células
transfectadas. Los titulos virales se calcularon contando las células GFP positivas
utilizando una herramienta automatizada en Image]J. Para el ensayo se utilizaron titulos
de 200225 células GFP positivas/campo con un aumento de 100x.
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2.4.Produccion de Nbs

Los métodos descriptos en esta seccion corresponden al desarrollo de Nbs contra las
proteinas S-2P y RBD del virus SARS-CoV-2. Para la produccion de Nbs dirigidos contra
la HA del IAV o la NS1 de DENV se utilizaron métodos similares a los detallados a
continuacion. Sin embargo, estos métodos fueron llevados a cabo por otros estudiantes
de doctorado del grupo de investigacion.

24.1. Inmunizacion de las llamas
Una llama ubicada en la Unidad Experimental de Camélidos del INTA fue inmunizada
por via intramuscular con 200 pg por dosis de la proteina recombinante SARS-CoV-2 S-
2P producida en células HEK-293T los dias 0 y 14, y con 200 ug de SARS-CoV-2 S-2P
producida en células CHO y 100 pg de la proteina RBD producida en células HEK-293T
los dias 28 y 50. Se utilizaron dos fuentes diferentes de la proteina S-2P debido al bajo
rendimiento obtenido en células adherentes (HEK-293T) y a la urgencia en la
disponibilidad de la proteina para las inmunizaciones. Se emple¢ adyuvante completo
de Freund para la inmunizacion inicial y adyuvante incompleto de Freund para los
refuerzos posteriores.
La gestion, inoculaciéon y recoleccion de muestras de la llama fueron realizadas por
personal capacitado bajo la supervision de un Doctor en Medicina Veterinaria, de
acuerdo con las directrices argentinas e internacionales para el bienestar animal. Este
estudio fue aprobado por el Comité de Cuidado y Uso de Animales de INTA (CICUAE)
bajo el protocolo N° 15/2020.

2.4.2. Monitoreo de la respuesta inmune
Las respuestas de anticuerpos contra S-2P y RBD se monitorizaron mediante ELISA y
pVNT los dias 4 y 7 después de cada inoculaciéon (ver seccién 2.6.1 y 2.64,
respectivamente). Para ello, se extrajo una muestra de sangre de la llama, en donde se
separo el plasma y suero para hacer los andlisis correspondientes.

2.4.3. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica y

extraccion de ARN total

Las células mononucleares de sangre periférica fueron extraidas a partir de 200 ml de
sangre anticoagulada con citrato de sodio, la cual se obtuvo de la vena yugular del

animal inmunizado, 4 dias después del ultimo refuerzo. La sangre se diluyd en un
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volumen igual de NaCl al 0.9%. Posteriormente, se afiadieron hasta 30 ml de sangre
diluida a cada tubo de Leucosep, previamente cargado con 15 ml de Ficoll. Los tubos se
centrifugaron a temperatura ambiente durante 10 min a 1000 x g utilizando un rotor
basculante sin frenos. Se retir6 el plasma de la capa superior, teniendo cuidado de no
alterar la interfase que contenia las células.
Los linfocitos de sangre periférica (PBL) se recogieron de la interfase y se colocaron en
dos tubos de centrifuga nuevos. Se anadieron 10 voliumenes de PBS por volumen de PBL
a cada tubo, se mezcl6 bien y se centrifugd a 4°C durante 10 min a 250 x g. El
sobrenadante se decantd con cuidado y el pellet se resuspendi6 suavemente en PBS.
Las suspensiones celulares de todos los tubos se recogieron en un tinico tubo y se lavaron
2 veces mas por centrifugacion como se menciono anteriormente. Las células se
resuspendieron en PBS y se contaron.
Para la extraccion de ARN total, se distribuyo la suspension celular de manera que se
obtuvieran aproximadamente 1x107 células por tubo. El ARN total se aislo utilizando el
kit RNAeasy Midi (Qiagen), siguiendo el protocolo indicado por el fabricante.
La concentracion de ARN se midio por espectrofotometria UV, considerando que una
ODzs0 de 1 corresponde a 40 ug de ARN/ml. El ARN se utilizé inmediatamente para
sintetizar el cDNA o se almacend a -80°C.
Para asegurar la integridad del ARN, se corrié un gel de agarosa usando materiales libres
de RNAsas y un buffer de carga para ARN (Gel Loading Buffer II, Ambion AM8546G-
AMB8547). El gel de agarosa al 1.5% se prepard con buffer MOPS. Ademas, se lavo la cuba,
la cama y el peine con una solucién de NaOH 0.5 M y SDS 1%.

2.4.4. Sintesis de ADNc
40 ug del ARN total obtenido en la extraccion fueron utilizados para la construccion del
ADN copia, utilizando como primers oligo(dT) y la transcripta inversa SuperScript™ III
(Invitrogen). En primer lugar, se mezcld el ARN junto con la cantidad necesaria de
oligo(dT) y se incubd a 65°C durante 5 min para desestabilizar estructuras secundarias

del ARN. A continuacion, se agregaron los siguientes reactivos para realizar RT-PCR:

Reactivo 1X
5x 1st strand buffer 44 ul
0.1MDTT 22 ul
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dNTP (10 mM cada uno) 11 ul

Inhibidor de RNAsas (40 U/ul) 55 ul

Transcriptasa Reversa (200 U/ul) 11 pd
Total c.s.p 200 ul

Se incubo la reaccion a 55°C durante 60 min y luego a 70°C durante 15 min para inactivar
la transcriptasa reversa.
2.4.5. Amplificacion de fragmentos VHH por PCR anidada

A partir del pool de cDNA obtenido anteriormente se amplificaron las secuencias que
codifican para los genes VHHSs. En una primera reaccion de PCR se amplificaron dos
fragmentos, uno de aproximadamente 0.7 kb (correspondiente a la region VHH y hinge
de los anticuerpos de cadena pesada) y otro de aproximadamente 0.9 kb
(correspondiente a la region VH, CH1 y hinge correspondiente a la cadena pesada de los
anticuerpos convencionales). Para ello, se prepararon 9 tubos de PCR en paralelo: 4

duplicados para cada muestra de cDNA y un negativo.

Reactivo 1X 10X
H20 c.s.p. 50 ul 500 pl
Buffer 10x 5 ul (20 mM MgCl2) 50 ul
dNTP (10 mM cada uno) 1 pl (con. final 0.2 mM) 10 pl
Primer CALLO1 (20 uM) 1 pl (con. final 0.4 pM) 10 pl
Primer CALLO2 (20 pM) 1 pl (con. final 0.4 uM) 10 pl
Taqg DNA polimerasa 0.25 ul (1.25 U) 25 ul
cDNA 0.5,1,2,04 ul (x2) Ajustar las cantidades
Paso Temperatura (°C) Duracidon (min) Ciclos
Desnaturalizacion 95 3 1
94
Amplificacién 55 1 32
72 1
Elongacion 72 10 1

Para evaluar la amplificacion de las cadenas variables pesadas por PCR se tomaron 8 pl
de cada tubo para correr en un gel de agarosa al 1% en buffer TBE. Al confirmar la

presencia de ambas bandas (0.7 y 0.9 kb) en el gel de agarosa, se corrio el pool de PCR
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positivas en un gel de purificacion (agarosa al 0.8%). Se cort6 la banda de PCR de
aproximadamente 700 pb con un bisturi y se extrajo el ADN utilizando el kit comercial
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), de acuerdo con el protocolo del
fabricante.

A continuacidn, este fragmento de ADN purificado se utilizé como templado en la PCR
anidada. Para ello, se prepararon 10 tubos de PCR en paralelo en donde se evaluaron
diferentes cantidades de templado: 3 triplicados para 10 ng, 20 ng y 40 ng

respectivamente y un negativo.

Reactivo 1X 11X
H0 c.s.p. 50 ul 500 pl
Buffer 10x 5 ul (20 mM MgCl) 55 ul
dNTP (10 mM cada uno) 1 pl (con. final 0.2 mM) 10 ul
Primer VHH-Fw-Sapl (20 uM) 1 pl (con. final 0.4 uM) 11 ul
Primer VHH-Back-Sapl (20 uM) 1 ul (con. final 0.4 uM) 11 ul
Tag DNA polimerasa 0.25 ul (1.25U) 2.75ul
Producto de la primera PCR 10,20 6 40 ng Ajustar las cantidades
Paso Temperatura (°C) Duracion (minutos) Ciclos
Desnaturalizacion 95 3 1
94 0.45
Amplificacion 55 0.45 17-20
72 0.45
Elongacion 72 10 1

Para evaluar la amplificacion de la segunda PCR, confirmar la presencia de una banda
de aproximadamente 400 pb correspondiente al tamano de los VHHSs y purificar el ADN
se realizd el mismo procedimiento descripto anteriormente. Esta segunda PCR introdujo
los sitios de la enzima de restriccion Sapl en los extremos 5’ y 3’ de los amplicones VHH
para la ligacion en el vector fagémido pMECS-GG.
2.4.6. Clonado de fragmentos VHHSs en plasmido fagémidos

Los fragmentos VHHs purificados se clonaron en el vector pMECS-GG, el cual se obtuvo
a partir de una modificacién del vector pMECS al cual se le introdujo un “killer cassette”

flanqueado por sitios de enzima de restriccion Sap I dentro del sitio de clonado multiple.
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Este tipo de clonado se fundamenta en la utilizacion de una enzima de restriccion de tipo
II, cuyo sitio de corte dentro del ADN se encuentra por fuera de su sitio de
reconocimiento. Esta cualidad permite que el usuario disefie y defina los extremos
cohesivos que luego se uniran en el plasmido, generando un alto grado de especificidad
y direccionalidad en la reaccion de ligacion utilizando una tinica enzima de restriccion.
Los fragmentos VHHSs obtenidos en la PCR anidada se digirieron y ligaron en una tinica
reaccion. Para esto se utilizé un protocolo previamente puesto a punto en el laboratorio
de inmunologia molecular de la Universidad Libre de Bruselas (VUB) [444]. En estas

reacciones se evaluaron tres proporciones molares de ADN de Nb a clonar: pldsmido,

3:1; 2:1; 1:1.
Reactivo 3:1 2:1 1:1
H0 c.s.p. 100 ul c.s.p. 100 ul c.s.p. 100 ul
Buffer CS 10x 10 ul 10 ul 10 ul
ATP (10 mM) 5ul 5ul 5ul
Segunda PCR x pl (5.2 ug) x ul (2.4 ug) x ul (1.7 pg)
PMECS-GG x pl (4 ug) x pl (4 ug) x pl (4 ug)
Sapl 25 ul (250 U) 25 ul (250 U) 25 ul (250 U)
T4 DNA ligasa 2.5 ul (150) 25ul (150) 25ul (150)

La reaccion se llevd a cabo en ciclos alternando entre la temperatura dptima de digestion

y la temperatura optima de ligacion.

Paso Temperatura (°C) Duracion (min) Ciclos
Digestion 37 30 18
Ligacion 18 30
Ligacion final 18 60 1
L 50 10
Inactivacion 30 10 1

Luego de finalizada la reaccion se purificaron los productos de la ligacion. Para ello, se
agregd un volumen (100 pl) de fenol saturado con TE (fase inferior), se mezclo
vigorosamente y se centrifugé durante 10 min a 18.000 x g para separar las fases. Se
transfirio la fase acuosa superior a un nuevo tubo eppendorf y se agregaron 100 pl de
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Nuevamente se mezcld vigorosamente y se

centrifugd por 10 min a 18.000 x g. Se transfirid la fase acuosa superior a un tubo
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eppendorf, se agregaron 20 ul de acetato de sodio 3 M (pH 5.2, dilucién 1/10) y se mezcld
la reaccion pipeteando. Seguido a este, se afadieron 250 ul de etanol absoluto (2.5
voltimenes) y se incub6 durante a -80°C al menos 30 min.

Se centrifugo la mezcla durante 20 min a 18.000 x g y se retird con cuidado todo el liquido
con una micropipeta. Se seco el pellet a TA y se disolvio el DNA en 50 ul de H20. Los
productos obtenidos se almacenaron a -20 °C hasta su utilizacion.

Con el fin de evaluar las tres condiciones de ligacion, se realizaron transformaciones de
prueba con bacterias E. coli TG1 electrocompetentes generadas en el laboratorio.
Brevemente, alicuotas de 50 ul de bacterias fueron electroporadas junto con 1 ul de cada
ligacion con un pulso de 1.8 KV. Luego de la electroporacion se reconstituyeron las
bacterias con 975 ul de medio SOC durante 1 h a 37 °C con agitacion. Las bacterias
reconstituidas de cada ligacion se utilizaron para hacer 4 diluciones seriadas en base 10
y 100 pl de cada dilucion se sembraron por duplicado en placas de LB agar con
ampicilina. Al dia siguiente se cont¢ la cantidad de colonias en las placas de la ultima
dilucién con crecimiento y se hizo un promedio para conocer la condicién de ligacion
con el mejor rendimiento. Al mismo tiempo se realizd una colony PCR a partir de 48
colonias de cada una de las distintas condiciones de ligacion para calcular el porcentaje
de insercion correcta dentro del plasmido para cada reaccion. Para esto se utilizaron los
primers MP57 y GIII que se hibridan en el plasmido pMECS y pMECS-GG por fuera de

la secuencia de ADN clonado.

Reactivo 1X
H20 c.s.p. 1250 ul
Buffer 10x 125 ul (20 mM MgClz)
dNTP (10 mM cada uno) 12.5 ul (con. final 0.2 mM)
Primer MP57 (20 uM) 25 ul (con. final 0.4 uM)
Primer GIII (20 uM) 25 pul (con. final 0.4 uM)
Taq DNA polimerasa 6.25 ul (1.25 U)
Paso Temperatura (°C) Duracion (min) Ciclos
Desnaturalizacion 95 5 1
94 0.45
Amplificacién 55 0.45 28
72 0.45

155



Elongacion 72 10 1

2.4.7. Construcciéon de la biblioteca de VHHs

Los productos de ligacion de cada biblioteca con el mejor rendimiento en términos de
tamafio y porcentaje de inserciéon de fragmentos correctos fueron utilizados para
construir la biblioteca de VHHs. Para esto se llevaron a cabo 12 electroporaciones
utilizando 25 ul de bacterias E. coli TG1 electrocompetentes comerciales (Lucigen #Cat.:
60502) y 6.25 pl de producto de ligacion. El voltaje de los pulsos fue de 1.8 KV y se
registraron las duraciones de los pulsos. Luego de cada pulso se reconstituyeron las
bacterias en un volumen final de 1 ml de medio SOC y se volcaron en un mismo tubo.
Los 12 ml resultantes fueron incubados 1 h a 37°C para regenerar las membranas de las
bacterias. Luego se sembro la totalidad de cada biblioteca en 6 placas de cultivo
cuadradas grandes conteniendo medio LB agar adicionado con glucosa 1% p/v y
ampicilina 100 pg/ml. Al mismo tiempo con alicuotas de 100 ul de cada biblioteca se
realizaron diluciones seriadas en base 10 por duplicado, con el objetivo de calcular el
tamarfio de la biblioteca generada. Todas las placas fueron incubadas durante toda la
noche a 37 °C.

Las placas conteniendo las bibliotecas fueron cosechadas utilizando un raspador o
rastrillo y medio LB. Se junté toda la capa de bacterias que se formo sobre el agar de las
placas cuadradas grandes en un tubo de ensayo y se pasd por un filtro de 70 pm para
eliminar restos de agar. Luego se agrego glicerol hasta llevarlo a una concentracion de
15 % v/v. Finalmente, la biblioteca se alicuoto en fracciones de 2 ml que se almacenaron
a -80 °C hasta su utilizacion.

2.4.8. Seleccion de VHHs por la tecnologia de display en fago

Los Nbs especificos para las proteinas S-2P y RBD de SARS-CoV-2 fueron seleccionado
de la biblioteca Spike, utilizando la tecnologia de display de fagos. Para esto se inocularon
200 ml de medio 2xTY suplementado con 100 pg/ml de ampicilina y 2% (p/v) con 200 pl
de bacterias de la biblioteca. Al alcanzar una DOsoo de 0.6, las bacterias se superinfectaron
con 4X10% u.f.p. del fago helper VCSM13. Después de la centrifugacion para eliminar los
rastros de glucosa, el pellet bacteriano se resuspendid en 2xTY suplementado con 100
ug/ml de ampicilina y 25 pg/ml de kanamicina y se incubé durante la noche a 37°Cy 200
rpm. Al dia siguiente, los fagos recombinantes se purificaron mediante precipitacion con

PEG 6000 al 20% (p/v) /2.5 M NaCl. Las progenies de fagos producidos expresaron el
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repertorio de Nbs de cada biblioteca como proteinas de fusion con la proteina glllp de
su capside.

Para enriquecer la biblioteca en clones especificos, se realizaron 3 rondas de seleccion.
Para ello se sensibilizaron placas de ELISA de 96 pocillos Nunc Maxisorp con 0.2 pg de
proteina recombinante S-2P o RBD. Como control negativo, los pocillos se recubrieron
con sobrenadantes de células HEK-293T no transfectadas o levaduras no transformadas,
respectivamente. Al dia siguiente, los pocillos se lavaron 4 veces con PBST y se
bloquearon con 10% de leche descremada en PBST para la primera ronda, 1% OVA en
PBST para la segunda ronda y ELISA Blocker Blocking Buffer (Thermo Scientific) para la
tercera ronda. Aproximadamente 1X10'2 fagos en 100 ul de solucion de bloqueo se
anadieron e incubaron durante 1 h a temperatura ambiente. Durante la primera ronda
de panning, los pocillos se lavaron 10 veces con PBST, mientras que se realizaron 20
lavados en la segunda y tercera rondas. Los fagos restantes se eluyeron con trietilamina
(TEA) 100 mM pH 10 (Sigma, T0886) durante 4 min, seguido de neutralizacion con Tris-
HCl1M pH 8.

Después de cada ronda de panning, los fagos se amplificaron mediante infeccion de
células E. coli TG1 en crecimiento exponencial y superinfeccion con fago helper VCSM13.
Después de la centrifugacion para eliminar la glucosa, las bacterias se cultivaron durante
la noche en presencia de los antibioticos ampicilina y kanamicina. Al dia siguiente, los
fagos se purificaron mediante precipitacion con PEG/NaCl y se utilizaron para la
siguiente ronda de seleccién.

La seleccion de ligandos especificos se realizo mediante ELISA en 96 colonias
individuales seleccionadas al azar de la segunda y tercera ronda de panning, utilizando
tanto extracto periplasmico (PE) como fagos recombinantes (rP). Para preparar PE, se
inocularon colonias individuales en 1 ml de medio 2xTY que contenia 100 ug/ml de
ampicilina y 0.1% de glucosa en una placa de pozos profundos de 96 pocillos. Después
de incubar durante 3 hs a 37°C y 200 rpm. se afadid isopropil (B-D-1-
tiogalactopiranosido (IPTG) a una concentracion final de 1 mM para inducir la expresion
de los Nbs durante 4 hs. Los pellets bacterianos se congelaron y descongelaron 2 veces
para lisar las células y se resuspendieron en 100 pl de PBS. Después del altimo paso de
centrifugacion, se recolectd el PE y se utiliz6 para PE-ELISA (PEE). Por otro lado, para
preparar muestras para rP ELISA (rPE), las colonias individuales se cultivaron durante

lanoche en 0.5 ml de medio 2xTY que contenia 100 pg/ml de ampicilina y 1% de glucosa.
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Después de eso, 5 pl de cultivo de cada colonia se diluyeron en 0.5 ml de medio fresco 'y
se cultivaron durante 2 hs antes de ser infectados con 5 x 10° fagos VCSM13/pocillo.
Después de 30 min de incubacion sin agitacion, las placas se centrifugaron durante 15
min a 1800 g para eliminar la glucosa. Las bacterias se cultivaron durante la noche en 2
ml de medio 2xTY que contenia ampicilina y kanamicina. Al dia siguiente, los
sobrenadantes que contenian los fagos se centrifugaron durante 15 min a 1800 g, y los
fagos recombinantes se recuperaron del sobrenadante mediante precipitacion con
PEG/NaClL
Los VHHSs producidos a partir de PE como rP de colonias individuales se probaron para
su union a las proteinas S-2P o RBD del SARS-CoV-2. Los pocillos de placas de
microtitulacién MaxiSorp (Nunc, 446469) se recubrieron durante la noche a 4°C con 100
ng/pocillo de proteinas recombinantes (S-2P y RBD) o con una proteina irrelevante como
control negativo. Después de lavar con PBST, los pocillos se bloquearon con 10% de leche
en polvo descremada en PBST, y se anadieron 100 ul del PE o rP diluido 1:4.
Para la deteccion de la union especifica de Nb en el PE-ELISA, se utilizé suero de conejo
policlonal casero diluido 1:5000, seguido de un anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado
a HRP diluido 1:3000. En el caso del rPE-ELISA, se utilizé un anticuerpo anti-fago M13
marcado con HRP diluido 1:3000 (GE Healthcare, RPN420) como sistema de deteccion.
Después de lavar, se afiadieron 100 ul/pocillo de ABTS a las placas y la reacciéon se detuvo
con la adicién de SDS al 5%. La absorbancia a 405 nm (Absus) se midié utilizando un
fotdmetro de microplacas (Multiskan™ FC, Thermo Fisher Scientific).
Para determinar la union especifica, se consideraron positivos los pocillos recubiertos
con antigeno cuyo valor de Absaos fuera al menos dos veces mayor que el valor de Absaos
de los pocillos de control. Los pldsmidos de los clones positivos se transformaron en
bacterias DH5a y se caracterizaron mediante una reaccién de restriccion con Hinfl antes
de enviar las muestras para secuenciacion.

2.5.Expresion y purificacion de proteinas

2.5.1. Expresion y purificacion de proteinas recombinantes en células de

mamifero
Los plasmidos se transfectaron transitoriamente en células HEK-293T usando PEI, en
una proporcion de 1:2.5 de ADN en medio OptiMem como se describi6 en la seccion
2.2.2. El sobrenadante que contenia proteinas recombinantes se recolecté 72 hs post-

transfeccion, se centrifugd durante 20 min a 10,000 g a 4°C, se filtré a través de una
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membrana de 0,22 um y se incubd con resina de afinidad a niquel. Las proteinas se
purificaron por flujo gravitacional utilizando columnas de cromatografia Poly-Prep® y
se eluyeron usando 300 mM de Imidazol. Las fracciones que contenian las proteinas
recombinantes, seguin el analisis por SDS-PAGE, se combinaron, se dializaron contra PBS
y se almacenaron a -80°C.
La proteina SARS-CoV-2 S5-2P expresada en un sistema de CHO fue producida por el Dr.
Yves Durocher en el Consejo Nacional de Investigaciones de Canadd, como se ha
descrito previamente [445]. La expresion de RBD en levadura (yRBD) fue realizada por
el consorcio argentino utilizando la cepa X-33 P. pastoris, como se ha descrito
previamente [446].

2.5.2. Expresion y purificacion de Nbs
Todos los Nbs seleccionados y transformados en la cepa de expresion correspondiente
(WK®6 o BL21) fueron producidos y purificados siguiendo protocolos estandarizados del
laboratorio.
Para la expresion de los mismos, una colonia de bacteria de cada Nb se crecié en 5 ml de
medio LB con ampicilina 100 pg/ml a 37°C toda la noche. A partir de estos cultivos se
realizé una dilucion 1/100 en 200/500 ml de medio TB suplementado con ampicilina 100
ug/ml, glucosa 0.1% v/v y 1 mM MgClz y los mismos se incubaron a 37°C. Cuando los
cultivos alcanzaron una DOew de 0,7 — 0,8, se indujo la expresion de los Nbs agregando
IPTG a una concentracién final de 1 mM. Los Nbs fueron expresados y dirigidos al
espacio periplasmico de las bacterias por 16 hs a 28°C con agitacion. Al dia siguiente, los
cultivos se centrifugaron a 4000 rpm durante 15 min para eliminar el medio liquido y
procesar el pellet bacteriano para extraer y purificar los Nbs.
Los pellets de bacterias se resuspendieron en 15 ml de TES/litro de cultivo y se incubaron
en agitacion durante 2 hs en hielo. A continuacién, se realiz6 el shock osmotico para
obtener el contenido del espacio peripldsmico de las bacterias, agregando 4 volimenes
de agua e incubando en agitacion durante 3 hs en hielo. Los extractos se centrifugaron a
10000 rpm durante 15 min y el sobrenadante obtenido se incub6 con resina de Ni* y 10
mM de Imidazol a 4°C durante toda la noche para permitir la unién por coordinacién de
los Nbs, conteniendo una etiqueta de 6xHis, al cation de Ni**. Los Nbs se purificaron por
flujo gravitacional utilizando columnas de cromatografia Poly-Prep®, en donde se
realizaron 3 lavados con 10 volimenes de resina de buffer de lavado y se eluyeron usando

300 mM de Imidazol. Como paso final de la purificacion y con el objetivo de eliminar el
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imidazol y cambiar el buffer en el que se encuentran, los Nbs fueron dializados contra
PBS dentro de membranas semipermeables de MWCO de 12 KDa. Los Nbs puros fueron
almacenados a -20 °C hasta su utilizacion. El proceso de produccion y purificacion fue
monitoreado por SDS-PAGE.
Para la biotinilacion de Nbs se siguié el mismo protocolo de cultivo e induccion descrito
anteriormente. Tras la induccion, las células se recolectaron por centrifugacion a 6000
rpm durante 15 min. El pellet resultante se resuspendi6 en PBS con 100 uM de biotina.
Para provocar la lisis celular y facilitar la liberacion de los Nbs y la enzima BirA, se
realizaron 3 ciclos de congelamiento/descongelamiento (a-80 °C 0-20 °Cy a temperatura
ambiente, respectivamente). A continuacion, se incubd la muestra a 37°C durante 30 min
sin agitacion para permitir que la ligasa BirA catalice la union especifica de la biotina a
los Nbs. Finalmente, las células lisadas se centrifugaron nuevamente, y el sobrenadante
que contiene los Nbs biotinilados se purifico mediante IMAC.

2.6.Caracterizacion de Nbs

2.6.1. Ensayos de union al antigeno
Para evaluar la capacidad de union de los Nbs seleccionados a las proteinas S-2P, RBD o
NS1 de los 4 serotipos de DENV, se recubrieron microplacas de 96 pocillos con 2 ug/ml
de proteina recombinante en un buffer de carbonato/bicarbonato pH 9.6 y se incubaron
durante la noche a 4°C. Las placas se bloquearon con buffer de bloqueo durante 1 h a
37°C. Los Nbs purificados se ajustaron a una concentracion de 1 uM y se realizaron
diluciones seriadas en base 2, 5 o 10 que se anadieron a las placas recubiertas y se
incubaron durante 1 h a 37°C. Para los ensayos de union a las proteinas de SARS-CoV-
2, se afiadid un suero policlonal de conejo contra Nbs (1:2000), seguido por un anticuerpo
IgG de cabra anti-conejo conjugado a HRP (1:5000). Para los ensayos de unién a NS1, se
agregd un anticuerpo anti-Nb conjugado a HRP (1:8000). Todas las incubaciones se
realizaron a 37°C. La reaccion se desarrolld con el sustrato TMB y se detuvo con 1 M
H>SOs4, midiendo la absorbancia a 450 nm. El ECso se estimé utilizando un modelo de
regresion log-logistica de cuatro pardmetros (AAT Bioquest, Inc., Pleasanton, CA, USA,,
Quest Graph I1C50 Calculator).

2.6.2. Ensayo de inhibicion viral por actividad de la NA (AVINA)
El ensayo de inhibicién viral basado en la actividad de la neuraminidasa (AVINA) se
llevo a cabo para evaluar la capacidad de los Nbs de inhibir la actividad enzimatica de

la NA del virus de influenza A. Este método se basa en la cuantificacion de la actividad
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de la NA mediante el sustrato fluorogénico MUNANA (2'-(4-Metilumbeliferil)-a-D-N-
acetilneuraminic acid), que emite fluorescencia al ser hidrolizado por la enzima activa.
Inicialmente, los virus fueron incubados con diluciones seriadas de Nbs, comenzando
con una concentracion inicial de 2 uM, durante 1 h a 37 °C. La mezcla de reaccionse
agregod a células MDCK presentes en una microplaca de 96 pocillos sembradas el dia
anterior.
Veinticuatro horas luego de la infeccion, se recolectaron 25 ul de sobrenadante y se
trasladaron a otra microplaca de 96 pocillos. Posteriormente, se anadio MUNANA a una
concentracion final de 100 uM y la reaccion se mantuvo a 37°C durante 30 min. La
hidrdlisis del sustrato fue detenida mediante la adiciéon de 100 pl de una solucion de
Na,CO; a 0.1 M. La actividad de la NA fue evaluada mediante la lectura de la
fluorescencia utilizando un lector de placas (excitacion: 365 nm; emision: 450 nm).
La inhibicion de la actividad de la NA se calculé comparando la fluorescencia medida
en las muestras tratadas con Nbs frente a los controles sin Nbs. Los resultados se
expresaron como porcentaje de inhibicion relativa, calculado con respecto a la actividad
enzimatica del control sin Nb.

2.6.3. Ensayo de microneutralizacion viral (MN)
Para el ensayo de MN viral, las células MDCK se sembraron en microplacas de 96
pocillos el dia anterior al experimento. Los diferentes formatos de Nbs o anticuerpos
anti-HA de IAV se diluyeron en serie al doble y se mezclaron con un mismo volumen de
virus (100 TCIDso/pocillo) en medio DMEM sin suero. La mezcla se incub6 durante 1 h a
temperatura ambiente. Tras la incubacion, la mezcla se agregd a las células.
Setenta y dos horas post-infeccidn, se retir6 el medio de cultivo y las células se fijaron y
permeabilizaron con paraformaldehido al 2% durante 20 min. Posteriormente, se
permeabilizaron con Triton al 0,5% durante 10 min. Luego de 2 lavados con PBS-T, las
microplacas se bloquearon con buffer de bloqueo durante 1 h. A continuacion, se afiadié
un anticuerpo monoclonal anti-ribonucleoproteina (1:2500), seguido por un anticuerpo
IgG de ratdn anti-cabra conjugado a HRP (1:5000). La reaccién se desarrolld con el
sustrato TMB y se detuvo con 1 M H2504, midiendo la absorbancia a 450 nm. Los valores
de absorbancia obtenidos se utilizaron para calcular la concentracion inhibitoria media
(ICs0) de los anticuerpos o Nbs probados, evaluando su capacidad neutralizante.

2.6.4. Ensayo de neutralizacién viral utilizando pseudovirus
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Para estudiar la capacidad neutralizante de los Nbs anti-SARS-CoV-2, se prepararon
diluciones seriadas al medio de estos (de manera individual o en combinacién),
partiendo de una concentracion de 1 uM, en triplicado, en 50 ul de medio OptiMem, y
se combinaron con un volumen igual de pseudovirus titulados. Esta mezcla se incubo
durante 2 hs a 37°C y luego se afiadio a células HEK-293T previamente transfectadas con
plasmidos que codifican el receptor ACE2 y la proteasa TMPRSS2 (VRC9260, NIH).
Cuarenta y ocho horas después, las células se observaron bajo el microscopio (IX-71
OLYMPUS), y las células GFP-positivas se contaron automaticamente con Image].
El porcentaje de inhibicién se calcul6 con la siguiente férmula: 100*[1-(X-MIN)/(MAX-
MIN)], donde X representa el nimero de células GFP-positivas a una concentracion dada
de Nb, y MIN y MAX se refieren al numero de células GFP-positivas en células no
infectadas o en células transducidas solo con pseudovirus, respectivamente. Los titulos
de IC50 se determinaron basdndose en la regresion no lineal sigmoidal utilizando el
software GraphPad Prism Inc (La Jolla, CA, USA) [447].

2.6.5. Ensayo de neutralizaciéon viral (VNA)
Los ensayos de neutralizacion viral se realizaron utilizando el aislado hCoV-
19/Argentina/PAIS-C0102/2020 (D614G). Se sembraron células Vero a una densidad de
1.5 x 10* células/pocillo en placas de 96 pocillos y se incubaron durante 24 hs a 37°C en
una atmosfera de 5% CO,. Se realizaron diluciones seriadas al medio de los Nbs
(concentracién inicial de 10 pM) y se incubaron con 100 TCIDs, del virus durante 1 h a
37°C en DMEM  suplementado con 2% de suero fetal bovino (SFB),
penicilina/estreptomicina y 10 pg/ml de anfotericina B. Las células fueron infectadas con
la mezcla de virus/Nb y se incubaron durante 1 h a 37°C y 5% CO,. Posteriormente, se
elimind el indculo mediante lavados y las células se incubaron en DMEM con 2% de SFB
durante 72 hs a 37°C hasta que se observé un efecto citopatico (ECP). Seguido a esto, se
fijaron las células con acetona al 70% y la replicacion viral fue confirmada mediante
tinciéon por inmunofluorescencia usando un suero policlonal de IgG de llama marcado
con isotiocianato de fluoresceina (FITC) producido contra la proteina S-2P del SARS-
CoV-2. El titulo neutralizante se calculé como el inverso de la mayor dilucién que mostro
fluorescencia positiva, comparable a las células Vero no infectadas.
Por otra parte, se realizd un ensayo PRNT utilizando el aislado de Estados Unidos (USA-
WAT1/2020, NR-52281). Para ello, se realizaron diluciones seriadas al medio de los Nbs

en DMEM suplementado con 2% de SFB (concentracion inicial de 1 pM) y se incubaron
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con una suspension viral que contenia 100 unidades formadoras de placas del virus
SARS-CoV-2 durante 72 hs a 37°C. Las células fueron fijadas con paraformaldehido al
4% durante 20 min a 4 °C y tefiidas con una solucion de cristal violeta en metanol. El
CPE se evalud visualmente, considerando el dafio menor a la monocapa (1-2 placas)
como una manifestacion de CPE. El titulo de neutralizacion se definié6 como la mayor
dilucion de suero sin CPE en dos de tres pocillos replicables. La cantidad de células
infectadas por pocillo se determind contando areas localizadas de aclaramiento en la
monocapa de células no tenidas por el cristal violeta. Los valores de PRNTs fueron
calculados usando el programa NIAID Calculator. La concentracion inhibitoria maxima
se establecid en una reduccién del 90% (ICs) en el CPE detectado mediante microscopia
de campo claro, correspondiente también a la misma reduccion en unidades formadoras
de foco fluorescente.

2.6.6. Ensayos de competencia

e ACE2-RBD
Para determinar si los Nbs impiden la interaccion entre la proteina RBD de SARS-CoV-
2-RBD y su receptor ACE2, se establecié una prueba de neutralizacion viral basada en la
técnica ELISA. Para ello, se recubrieron microplacas de 96 pocillos con 4 ug/ml de RBD
en un buffer de carbonato/bicarbonato pH 9.6 y se incubaron durante la noche a 4°C. Las
placas se lavaron 3 veces con PBST y se bloquearon durante 1 h a temperatura ambiente
con leche descremada al 3%.
A continuacidn, se anadieron diluciones seriadas al medio de Nbs especificos e
irrelevantes (concentracion inicial de 1 uM) a los pocillos y se incubaron durante 1 h a
temperatura ambiente. El ACE2-HRP recombinante producido en células HEK-293T se
incubd durante 2 hs a temperatura ambiente. Los pocillos se lavaron 3 veces con PBST,
y se agregd el sustrato TMB durante 15 min. La reaccion se detuvo con 1 M H250: y se
midid la absorbancia a 450 nm (TECAN, Infinite 200). La cinética de union se analizo
mediante un modelo de regresion no lineal utilizando el software GraphPad Prism Inc (La
Jolla, CA, USA).

¢ Biliverdina-S2P
Los Nbs seleccionados con la proteina S-2P y que no se unen a RBD, se estudiaron en un
ensayo de competencia de biliverdina basado en ELISA. Para ello, se obtuvo biliverdina
IX a (biliverdina) mediante la apertura oxidativa del anillo de hemina IX (Sigma Aldrich,

51280) siguiendo un protocolo reportado [448].
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Para el ELISA, se sensibilizaron microplacas de 96 pocillos durante la noche con 0.05 pg
de proteina S-2P purificada y al dia siguiente, se bloquearon con 1% de leche descremada
en PBST. Posteriormente, se anadieron 25 ul de 10 uM de biliverdina a la mitad de los
pocillos y se incubaron durante 5 min. Luego se afadieron 25 ul de Nbs diluidos en serie
al décimo (concentracion inicial de 1 uM) y se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente. La union especifica se determin¢ utilizando un anticuerpo anti-HA conjugado
con HRP (1:5000), y la reaccién se desarroll6 con sustrato TMB y se ley6 a 450 nm. En un
segundo experimento, se mezclé una concentracion fija de Nbs (0.1 uM) con una dilucién
seriada en base 5 de biliverdina (concentraciéon inicial de 25 pM) y la reaccién se

desarrolld como se menciono anteriormente.

2.6.7. Mapeo de epitopes

Para determinar los epitopes de union de los Nbs anti-SARS-CoV-2, se utiliz6 un arreglo
de 181 péptidos que cubre toda la secuencia de aminodacidos de la glicoproteina S del
virus (BEI Resources, NR-52402). Los péptidos fueron resuspendidos en 500 pl de DMSO
para obtener un stock de 2 mg/ml. Las microplacas de 96 pocillos se recubrieron con 100
ng de cada péptido en un buffer de carbonato/bicarbonato a pH 9.6 y se incub¢ toda la
noche a 4°C.

Al dia siguiente, los pocillos se lavaron con PBST y se bloquearon los sitios sin proteina
utilizando Starting Block PBS (Thermo Fisher Scientific, P137538) durante 1 h a temperatura
ambiente. A continuacion, se afiadieron los Nbs (100 ng/pocillo) y se incubaron durante
2 hs a temperatura ambiente. La reaccion positiva fue desarrollada usando un suero
policlonal de conejo anti-Nbs (1:5000), y un anticuerpo anti-IgG de cabra conjugado con
HRP (1:5000) o un anti-HisTag-HRP. Tras los lavados, la reaccién se desarrollé con TMB
y se ley6 a 450 nm.

2.7.Técnicas bioinformaticas
2.7.1. Analisis filogenético y del origen germinal de las secuencias de Nbs

Para establecer las relaciones evolutivas y agrupar las secuencias de los Nbs en diferentes
clados o grupos, se construyd un arbol filogenético utilizando el software MEGA
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) version 11. Las secuencias de los Nbs fueron
alineadas previamente utilizando el programa ClustalWV, y el arbol filogenético fue
generado mediante el método Neighbor joining con el modelo p-distance. La fiabilidad de

los arboles obtenidos fue evaluada con un analisis de bootstrap de 1000 repeticiones.
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Por otra parte, las secuencias de los Nbs fueron introducidas en el programa IMGT/V-
QUEST, seleccionando como especie Vicugna pacos (alpaca) y el locus IGH, para
determinar los CDRs de los Nbs y los genes de origen germinal de las regiones variables
(V), diversas (D) y de unién (J). Este andlisis permitié identificar los alelos germinales
correspondientes a cada Nb. De manera complementaria, se utilizd el programa
IMGT/DomainGapAlign, en el cual las secuencias proteicas se analizaron con una base de
datos de Lama glama, para obtener informacion adicional y comparar los resultados del
origen germinal con IMGT/V-QUEST.
2.7.2. Modelado de secuencias de VHHSs

Los Nbs 43, 45 y 53 (Nbs anti-SARS-CoV-2) se modelaron utilizando el sistema de
modelado basado en aprendizaje profundo, Nanonet [449]. Se seleccionaron las
estructuras mejor calificadas y se refinaron mediante simulacién dindmica molecular
(DM) de 100 ns utilizando AMBER22. Para mantener la homogeneidad, se utilizaron
parametros idénticos en todos los casos. En primer lugar, cada sistema se optimizd
mediante un algoritmo de gradiente conjugado durante 5000 pasos. Posteriormente, se
realizaron dos termalizaciones: una DM de volumen constante durante 10 ps a 10 K con
una restriccion de 50 kcal/mol y una segunda termalizacion en la que la temperatura del
sistema se incremento gradualmente de 10 a 300 K durante 100 ps. Luego, el sistema fue
equilibrado a temperatura y presion constantes durante 250 ps (paso de integracion =
0,001 ps/paso) hasta alcanzar la densidad deseada. Se realizé una segunda etapa de
equilibrio durante 500 ps con un paso de integracion de 2 fs y una constante de fuerza
reducida para los atomos alfa-carbono de 2 kcal/mol/A. Finalmente, se ejecutd una
simulacion de DM de 10 ns sin restricciones utilizando la técnica de "Reparticion de Masa
de Hidrégeno" (Hydrogen Mass Repartition), lo que permitio un paso de integracion de 4
fs. Estas condiciones se aplicaron a la produccion de corridas de MD de 1 us de duracion,
con 10 pasos por ns y 5000 pasos por simulacion. Todas las simulaciones se realizaron
con el paquete de programas Amber, utilizando el campo de fuerza ff19SB para todos
los residuos AA y el modelo OPCBOX como solvente para las moléculas de agua. Se
emplearon el bardstato de Monte Carlo y el termostato de Langevin para mantener
presidn y temperatura constantes, respectivamente, con parametros de acoplamiento
predeterminados. Se utilizé un corte de 10 A para las interacciones no enlazadas y se

aplicaron condiciones de contorno periddicas mediante el método de sumacion Particle
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Mesh Ewald para las interacciones electrostaticas de largo alcance. Las visualizaciones y
el renderizado de imagenes se realizaron con el software VMD.

2.7.3. Docking proteina-proteina

Los estudios de docking molecular se llevaron a cabo utilizando HADDOCK (High
Ambiguity Driven protein-protein Docking) con un modelo semi-flexible y sin restricciones.
Se empleo la estructura de la proteina S (6VYB) y se realizaron multiples corridas de
docking molecular entre los Nb-43, Nb-45 y Nb-53 contra la proteina S para identificar el
mejor resultado en funcion del puntaje de agrupacion RMSD mas bajo. Ademas, se
realizo un docking molecular de la biliverdina en una region especifica de la proteina S
(AA 121-207) para evaluar su relevancia bioldgica. Se realizaron cdlculos electrostaticos
utilizando una constante dieléctrica dependiente de la distancia, seleccionada por su
idoneidad para estudiar interacciones proteina-ligando. No se aplico refinamiento en
agua.
Para cada combinacion de Nb y cadena del trimero de la proteina S, se generaron tres
resultados diferentes. En cada caso, se selecciond la mejor opcion en funcién del mejor
puntaje y la mejor conformacion (pose). Ademas, se tuvo en cuenta que los Nbs se unen
al trimero de la proteina S principalmente a través de sus regiones CDR.

2.6.1. Analisis interacciones moleculares con script desarrollado en Python
Para analizar las interacciones moleculares entre los resultados de docking, se desarrolld
un script personalizado en Python. El script calcula la distancia entre los AA del Nb y la
proteina S al calcular el centro de masa de cada residuo dentro de una distancia de 7 A,
generando una lista de residuos potencialmente interactuantes. Esta lista de residuos se
importé a VMD, donde se utilizé la herramienta de distancia para determinar la misma
entre AA especificos. A partir del conocimiento de las interacciones entre residuos, se
infirié6 qué AA probablemente interacttian entre el Nb y la proteina S, y se identificaron
y analizaron los tipos de interacciones entre los AA.

2.8.Desarrollo de un ELISA sandwich para la deteccion de la proteina NS1

2.8.1. ELISA de captura de la NS1 recombinante
Para determinar las condiciones éptimas del ELISA sandwich y evaluar la capacidad de
los Nbs de capturar la NS1, se sensibilizaron microplacas de 96 pocillos con 10 pug/ml de
Nbs durante toda la noche a 4°C. A continuacion, las microplacas se bloquearon durante
1 h a temperatura ambiente con diferentes agentes bloqueantes: suero equino o 3% BSA,

1% BSA o 3% leche diluida en PBS-T. Luego de 3 lavados con PBS-T, se agreg6 100
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ng/pocillo de NS1-2 recombinante y se incubd durante 1 h 30 min a temperatura
ambiente. Luego de un nuevo ciclo de lavados, se llev6 a cabo una segunda incubacién
con anticuerpo monoclonal anti-FLAG HRP en una dilucién 1:10000 durante 1 h 30 min
a temperatura ambiente para la deteccion de la NS1 capturada. La reaccion se desarroll6
con el sustrato TMB y se detuvo con 1 M H2SOs, midiendo la absorbancia a 450 nm.

Para comparar la capacidad de captura de los diferentes anticuerpos generados, se siguio
un protocolo similar al detallado anteriormente, con algunas modificaciones. En este
caso, las microplacas se sensibilizaron con diluciones seriadas al tercio, comenzando
desde una concentracion inicial de 800 nM. La cantidad de NS1-2 recombinante para la

captura fue de 50 ng/pocillo.

2.8.2. Optimizacion del ensayo mediante titulacion en tablero de ajedrez
La determinacion de las concentraciones dptimas de anticuerpo de captura y detector
para el ELISA sandwich se llevo a cabo mediante titulaciones en tablero de ajedrez o
diluciones en serie en dos dimensiones. Para ello, las microplacas se sensibilizaron
duranta toda la noche a 4°C con diluciones seriadas en base 2 del Nb-14 Fc, comenzando
desde una concentracion inicial de 400 o 200 nM. A continuacidn, se bloquearon con 1%
BSA en PBS-T durante 1 h a 37°C. Después de 3 lavados con PBS-T, se agregaron 50
ng/pocillo de NS1-2 recombinante y se incubd durante 1 h 30 min a 37°C. Luego de un
nuevo ciclo de lavados, cada concentracién de anticuerpo de captura se enfrentd a 6
concentraciones distintas de anticuerpo detector (Nb-48 o Nb-66, en formato Fc HRP o
biotinilado): 1 ug/ml, 5 ug/ml, 10 pug/ml, 15 pug/ml, 20 pug/ml y 25 ug/ml, con una
incubacién de 1 h 30 min a 37°C. En el caso de los Nbs biotinilados, se realizé una
incubacion adicional con estreptavidina-HRP en una dilucién 1:5000 durante 1 h a 37°C.
La reaccion se desarrolld con el sustrato TMB y se detuvo con 1 M H2504, midiendo la
absorbancia a 450 nm.

2.8.3. ELISA sandwich para la deteccion de NS1 de DENV
Para la deteccion de NS1 de DENV se desarrollaron 3 sistemas de ELISA sandwich,
diferenciados por la combinacién de anticuerpos utilizados:

e Sistema 1: 50 nM de Nb-14 Fc como anticuerpo de captura y 10 pg/ml de Nb-48

HRP como anticuerpo detector.
e Sistema 2: 25 nM de Nb-14 Fc como anticuerpo de captura y 5 ug/ml de Nb-66

biotinilado como anticuerpo detector.
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e Sistema 3: 10 pg/ml de anticuerpo policlonal de conejo anti-NS1 purificado como
anticuerpo de captura y 5 pg/ml de Nb-66 biotinilado como anticuerpo detector.

El procedimiento fue idéntico en los tres sistemas. Las microplacas se sensibilizaron con
el anticuerpo de captura correspondiente, diluido en el buffer carbonato/bicarbonato y se
incubaron durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, las placas se bloquearon con
una solucion de 1% BSA en PBS-T durante 1 h a 37°C. Después de 4 lavados con PBS-T,
se afadieron 25 ng/pocillo de NS1 recombinante de los 4 serotipos de DENV en matriz
de suero negativo, NS1 de ZIKV en una matriz de suero negativo, un pool de sueros
positivos diluido al medio o muestras positivas y negativas de pacientes, también
diluidas al medio. Las placas se incubaron durante 1 h 30 min a 37°C. Tras otro ciclo de
lavados, se agregd el anticuerpo detector correspondiente y se incub6 durante 1 h 30 min
a 37°C. En los sistemas con Nb biotinilado, se realizdé una incubacion adicional con
estreptavidina-HRP diluida 1:5000 en PBS-T durante 1 h a 37°C. La reaccién se desarrollo
con el sustrato TMB y se detuvo con 1 M H2SOs, midiendo la absorbancia a 450 nm.

2.8.4. Validacion del ELISA sandwich
La exactitud y el desempefio del ELISA sdndwich alternativo desarrollado fueron
evaluados por medio del procesamiento con dicho ensayo del grupo de muestras
colectadas de pacientes con NS1 positivo (n=101) y negativo (n=70). En cada placa del
ensayo se incluyeron dos controles internos, un pool de sueros positivos con alta
reactividad y un suero negativo con baja reactividad.
Los valores de absorbancia obtenidos fueron utilizados para construir una curva ROC.
La exactitud del ensayo fue estimada mediante la determinacion del area bajo la curva y
su respectivo intervalo de confianza del 95%. El valor de clasificacion con el mayor indice
de Youden (J = Sensibilidad + Especificidad — 1), el cual corresponde a la mejor
combinacién de sensibilidad y especificidad y coincidié con el obtenido por el método
“MaxSpSe”, fue establecido como valor de corte del ELISA. La sensibilidad y
especificidad utilizando el valor de corte éptimo fueron luego calculadas, junto con sus
ICo5%. El andlisis de datos descripto en este parrafo fue llevado a cabo con el paquete
easyROC del programa estadistico RStudio (versién 3.6.1).

2.8.5. Determinacion de la sensibilidad analitica
La sensibilidad analitica del ELISA sandwich alternativo se evalud siguiendo el
protocolo descrito en la seccién 2.8.3, utilizando un pool de sueros positivos diluidos en

serie al medio, desde la dilucion 1:2 hasta 1:256. Los valores de absorbancia a 450 nm se
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graficaron en funcion del logaritmo en base 10 del factor de dilucién, y se realizé un
analisis de regresion no lineal sobre los datos obtenidos.

A su vez, se identificd el rango lineal del ensayo, evaluando la significancia de la relacién
lineal mediante el calculo del coeficiente de determinacion, junto con los valores
correspondientes de pendiente y ordenada al origen, para asegurar la robustez del

sistema.
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Anexo 1

A continuacion, se muestra el estudio de la capacidad de reconocimiento de los Nb-2 y

Nb-4 mediante ELISA de particulas virales sensibilizados en las microplacas. Los

resultados del ELISA para placas no tratadas, es decir, cuando la HA del virus esta

completa, muestran que los dos Nbs en estudio tnicamente reconocen al virus

pandémico HINI. Sin embargo, al tratar la placa con una solucién de pH 5 y DTT, de

manera de simular las condiciones necesarias para la entrada del virus a la célula y

eliminar la region globular de la HA, se observa que los Nbs tienen reactividad cruzada,

al ser capaces de reconocer distintos subtipos del IAV.
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