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RESUMEN

La hepatitis B (HB) es una enfermedad viral que provoca aproximadamente la
muerte de 620 mil-1 millén de personas al afio en todo el mundo. El virus de
hepatitis B (VHB) esta estructuralmente conformado por una envoltura externa
con proteinas Ilamadas superficie (HBsAg) y una nudcleocépside icosaédrica
formada a partir de proteinas llamadas core (HBcAg). Aungue en la actualidad no
hay un tratamiento adecuado se han desarrollado nuevas terapias entre las que se
incluyen anticuerpos neutralizadores de HBsAg en fase clinica I. Respecto a los
anticuerpos VHH producidos en camélidos éstos se reportan como agentes
neutralizantes contra otros virus humanos tales como hepatitis C, rabia, VIH,
polio, influenza, sincitial respiratorio, etc. Los VHH presentan ciertas ventajas
sobre los anticuerpos convencionales como una vida media mas larga, mayor
solubilidad, menor costo de produccion y mayor eficacia por su menor tamafio. El
objetivo del presente estudio fue generar anticuerpos VHH en alpaca utilizando

como antigeno a la proteina recombinante core del VHB.

Como primer paso se indujo la expresion de la proteina recombinante core del
VHB (rHBcAg) en cepas de E. coli BL21 y se purific6 mediante cromatografia de
afinidad y de intercambio iénico. Para la generacion de VHH se utiliz6 como
modelo a Vicugna pacos (alpaca), a la que se le inocularon semanalmente de 100-
500 pg de rHBcAg por 2.5 meses hasta que se obtuvo el titulo adecuado de
anticuerpos. La respuesta inmune fue monitoreada mediante el ensayo de ELISA
indirecto con suero pre inmune y los sueros obtenidos semanalmente. A partir de

sangre periférica se purificaron las células mononucleares y luego se aislo el



ARN, se sintetizO0 ADNc mediante RT-PCR y luego se realizd6 una PCR con
cebadores especificos para amplificar solamente las secuencias de los VHH. Los
amplicones fueron ligados dentro del fagémido pHEN2 que se usé para

transformar a cepas de E. coli competentes por electroporacion.

Se obtuvo una biblioteca inmune genémica de 4 x 108 UFC que expresaron las
secuencias nucleotidicas de los VHH. Mediante la técnica de presentacion de
fagos se gener6 una biblioteca de fagos recombinantes de 2 x 10° que expresaron
a los anticuerpos VHH especificos contra rHBcAg. Se evaluaron 96 fagos usando
como control negativo a BSA, de los cuales se seleccionaron y aislaron 21 fagos
especificos (21.88 %) contra rHBcAg. Se analizaron las secuencias mediante

herramientas bioinforméticas (MEGA 5).

Luego del andlisis de las 21 secuencias nucleotidicas diferentes éstas fueron
traducidas in sillico y se obtuvieron 10 secuencias aminoacidicas putativas de las
cuales 7 mostraron menor grado de hidrofobicidad, lo que seria muy ventajoso
para su manipulacion si fueran utilizados en terapia como agentes neutralizantes o
en inmunodiagnostico. En base a lo encontrado se sugiere continuar con

investigaciones sobre las posibles aplicaciones de los VHH.



ABSTRACT

Hepatitis B (HB) is a viral disease that causes approximately the death of 620
thousand-1 million people per year worldwide. The hepatitis B virus (HBV) is
structurally composed of an outer envelope of surface proteins (sAgHb) and an
icosahedral nucleocapsid formed by core proteins (cAgHb). Even though
currently there is no adequate treatment, possible new potential therapies have
been developed, including neutralizing antibodies to HBsAg. Several reports
show that single domain antibodies or VHH produced in camelids are able to
neutralize other human viruses including hepatitis C, rabies, HIV, polio, infuenza,
respiratory syncytial, etc. VHHs have certain advantages over conventional
antibodies such as a longer half-life, greater solubility, lower production cost and
greater efficiency due to their smaller size. The objective of the present study was
to generate VHH antibodies in alpaca using the recombinant core protein of HBV

as an antigen.

As a first step, the expression of the HBV core recombinant protein (rHBCAQ)
was induced in strains of E. coli BL21 and purified by affinity and ion exchange
chromatography. For the generation of VHHSs, Vicugna pacos (alpaca) was used
as a model, which were inoculated weekly with 100-500 ug of rHBcAg for 2.5
months until the appropriate antibody titre was obtained. The immune response
was monitored by indirect ELISA test with pre-immune serum and the sera
obtained weekly. From peripheral blood, the mononuclear cells were purified and
then the RNA was isolated, cDNA was synthesized with an RT-PCR and then a

PCR was performed with specific primers to amplify only the sequences of the



VHH antibodies. The amplicons were ligated into the phagemid pHENZ2 which

was used to transform competent E. coli strains by electroporation.

A genomic immune library of 4 x 108 CFU was obtained which expressed the
nucleotide sequences of the VHH antibodies. Using the phage display technique, a
library of 2 x 10° recombinant phages was generated that expressed to specific
VHH antibodies against rHBcAg. 96 phages were evaluated using BSA as
negative control, of which 21 highly specific phages (21.88 %) against rHBcAg
were selected and isolated. Sequences were analyzed by bioinformatic tools

(MEGA 5).

After the analysis of the 21 different nucleotide sequences they were translated in
sillico and 10 putative amino acid sequences were obtained, of which 7 showed a
lower degree of hydrophobicity, which could be very advantageous for its
manipulation and possible use in therapy as neutralizing or immunodiagnostic
agents. Based on our findings it is suggested to continue with research on the

possible applications of VHH.



I. INTRODUCCION

En el &mbito mundial el virus de la hepatitis B (VHB) es el principal causante de
la mayoria de las enfermedades hepaticas humanas provocando desde 620.000-1
millon de muertes anuales en todo el mundo (Cabezas et al., 2006; Freivalds et al,
2011). La hepatitis B (HB) es una enfermedad viral provocada por un virus ADN
altamente infeccioso que en estado cronico conlleva a la cirrosis y al cancer de
higado; por ello es considerada como una de las problematicas méas graves de
salud nacional y mundial (Freivalds et al, 2011). La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) estima que mas de 2 billones de habitantes en el mundo han sido
infectados por el VHB, de los cuales 350 millones son portadores crénicos. El
Perl es un pais con endemicidad intermedia para HB, su prevalencia varia de
acuerdo a cada region. En la costa es de 1 a 3.5%; en algunos valles de la sierra
(Huanta y Abancay) de 7% Yy en la selva varia de 2.5% en Iquitos y hasta 20% en

algunas poblaciones nativas (MINSA, 2014).

La insuficiencia hepatica aguda en cronica relacionada con el VHB (ACLF, por
sus siglas en inglés) es una enfermedad comdn. La inflamacion ocasionada por la
muerte de hepatocitos contribuye a la patogénesis del higado que puede conllevar
a cirrosis y a hepatocarcinoma. Los pacientes con infeccion cronica se han
caracterizado por un rapido deterioro de la enfermedad subyacente. Es muy
necesario encontrar una alternativa para reducir los casos de afectados en el sector

salud (Zhao et al. 2018).

Estructuralmente el virus esta formado por una envoltura externa que contiene

proteinas de superficie (HBsAg) en una coraza de lipoproteinas y una



nucleocapside interna que estd ensamblada a partir de la proteina core (HBCAQ)
(Cabezas, 2008; Song y Kim, 2016). Aunque HBsAg es usada comunmente para
el inmunodiagnostico tambien HBcAg se ha utilizado como un marcador no
serologico especifico de la etapa infecciosa de HB y también se le atribuye un alto
caracter inmunogenico por lo que se perfila como una ideal vacuna o antigeno

experimental (Kimura et al, 2003; Song y Kim, 2016).

Los nanoanticuerpos o anticuerpos VHH son proteinas producidas naturalmente
por camelidos y algunos condrictios, presentan especificidad contra los antigenos
a los que son expuestos al igual que los anticuerpos convencionales pero con
algunas diferencias como menor tamario, solubilidad, mayor afinidad a farmacos,
mayor tiempo de vida media, etc. (Kolkman y Law, 2010; Vanlandschoot et al.,
2011). Por este motivo son una alternativa capaz de utilizarse en diagnostico o

terapia al neutralizar especificamente agentes patdgenos virales.

Para obtener anticuerpos VHH se utilizé a la proteina core de VHB (HBCAQ) para
inmunizar a alpacas (Vicugna pacos) por su capacidad para desencadenar elevadas
respuestas inmunes. Se generd una biblioteca de secuencias nucleotidicas de
anticuerpos VHH y se expresaron en una biblioteca de fagos recombinantes
(Pardon et al., 2014). Esta biblioteca tendria como futura aplicacion el poder
utilizarse como diagndstico para carga viral y/o vacuna o tratamiento potencial

contra el VHB (Song y Kim, 2016).



MARCO TEORICO

I1.1. Hepatitis B

I1.1.1. Etiologia, transmisidn y manifestaciones clinicas

La hepatitis viral es una de las principales afecciones en el mundo que provoca
enfermedad aguda, crénica y mortandad. Han sido identificados cinco virus que
generan la patologia (A, B, C, D, E) con diferentes distribucion geografica en
diversas zonas y poblaciones del mundo. Ademas hay evidencia de la existencia
de dos virus mas nominados como G y TTV (Cabezas, 2007). La HB humana es
una enfermedad provocada por el virus de la hepatitis B (VHB) humana que
pertenece a la familia Hepadnaviridae y que infecta productivamente a los
hepatocitos, se transmite a través de la ruta parenteral, sexual y vertical (Song y
Kim, 2016).

El virus es del tipo ADN y es sumamente infeccioso; hasta 100 veces mas que el
VIH y se encuentra y transmite por sangre y fluidos corporales (Cabezas, 2007).
Es la causa mas frecuente de afecciones hepéticas agudas y cronicas gracias a la
integracion del ADN viral en el genoma del hepatocito (Hai et al., 2014). De la
poblacién de afectados, 0.5 % culminan con la fase aguda expresando hepatitis
fulminante y mortal aunque también la fase cronica puede tener consecuencias
fatales; tal es asi que el 25 % de pacientes desarrollaria hepatocarcinoma
(Cabezas, 2007). De este grupo, la mortandad de cancer por VHB es superior al
millon de personas anualmente (Seeger y Mason, 2000). Las manifestaciones son
muy variables aunque, como en todas las hepatitis virales, el higado
(hepatomegalia) se encuentra inflamado y el hepatocito es la célula infectada

(Wilkins et al., 2019).



El cuadro es muy variable y va desde los inaparentes sin ictericia (“anictéricos™)
hasta los ictéricos, con sensacion de fatiga, ansiedad, nauseas, fiebre, pérdida del
apetito, anorexia, dolor muscular, dolor de estomago, diarrea, dolor de cabeza,
coluria, acolia e ictericia (Lai et al., 2003). En cualquier caso, el afectado puede
recuperase o evolucionar a una hepatitis cronica o fulminante y morir (Guirao et
al., 2006). La reduccién de tamafio considerable del higado supondria una posible
necrosis masiva y una hepatitis fulminante con una mortandad de 70-90 %
(Guirao et al., 2006). Existen casos clinicos diversos en la manifestacion de
sintomas de HB. Por ejemplo la fase de la infeccion crénica puede ser
asintomatica por muchos afios aun con diagnostico bioquimico e histoldgico
positivo, y también hay pacientes que son portadores asintomaticos aun con

pruebas clinicas y bioguimicas negativas (Walsh y Alexander, 2001).

Finalmente cuando el afectado desarrolla un hepatocarcinoma se presenta pérdida
de peso, dolor en hipocondrio derecho, fiebre, sangrado gastrointestinal (en
cirroticos). En la literatura se aprecia que los sintomas varian de un individuo a
otro por lo que para identificar al tipo de virus se requiere el apoyo de

herramientas bioquimicas, inmunolégicas y moleculares (Guirao et al., 2006).

I1.1.2. Estructura del virus de Hepatitis B (VHB)

VHB es un virus ADN pequeiio de doble hebra perteneciente a la familia
hepadnaviridae. El virion infeccioso es esférico y tiene un diametro de 42 nm. La
envoltura externa es una cubierta de lipidos que contiene proteinas virales
Ilamados antigenos de superficie o surface (HBsAgQ) que se encargan de la union e

ingreso del virus a células del hospedero durante la infeccion.



La nucleocapside es de estructura icosaédrica y estd conformada por el antigeno
nuclear o core (HBcAg) también envuelve al acido nucleico viral y a la ADN

polimerasa (Eren et al., 2018) (Figura 1).

HBcAg

ADN
ADN polimerasa

Figura 1. Esquema ilustrativo del virus de hepatitis B (Cabezas, 2008).

El HBcAg es un polipéptido con 183 residuos comprimidos en una region
formadora de capside llamada el dominio de ensamblaje (DE, residuos 1-149) y
un dominio bésico rico de arginina llamado dominio de unién al &cido nucleico
(DUAN, residuos 150-183). Tiene dos codones de iniciacion traduccional (core y
pre-core) y el marco de lectura C que codifica al HBcAg, dependiendo de donde

empiece la traduccion (Cabezas, 2008).

11.1.3. Diagndstico y vacunacion de la HB

La infeccion es muy dinamica, tal es asi que el virus libera porciones virales
detectables y en respuesta el huésped genera anticuerpos muy variantes dentro de
las distintas fases de la enfermedad (Wilkins et al., 2019). La proteina core
(HBcAQ) esta presente intracelularmente en el hepatocito por lo que no es un
marcador serologico. Sin embargo, induce en el hospedero la sintesis de
anticuerpos anti-HBc que permiten detectar la infeccion en la fase de ventana en

la recuperacion o en aquellos casos en los que la infeccion en los pacientes



manifiesta una baja carga viral (Cabezas, 2008). Se menciona también que
algunos individuos sin marcadores serologicos, ni anticuerpos contra HBsAg son
positivos para anticuerpos IgG contra HBcAg (Song y Kim, 2016).

Se han desarrollado drogas terapéuticas y vacunas para la infeccion por VHB,
basadas en péptidos recombinantes (inmunoterapia) (Bertoletti y Le Bert, 2018),
anti-cccADN (Cai et al., 2012), ADN de HB, vectores viricos y células de
levadura (Ghasemi et al., 2016). La mayoria tienen el objetivo de incrementar el
sistema inmune, es asi que se seleccion6 a HBCAg que posee una elevada
inmunogenicidad incluso superior a HBsAg y se ha planteado la idea de utilizarlo
como vacuna (uso principal para el HbsAg) en prevencion y como tratamiento de
la enfermedad (Al-Mahtab et al., 2013). También se estan evaluando terapias con
anticuerpos monoclonales contra algunos epitopos del VHB, el objetivo principal
es inactivar a las proteinas virales de la envoltura e inhibir la infeccion. Los
resultados han mostrado supresién temporal de la propagacién de la HB en
murinos (Gao et al., 2017) y en humanos (fase clinica 1) (Galun et al., 2002).
Aunque al no poder controlar la replicacion del VHB ni el dafio hepético algunos
reportes recomiendan su unién con otros medicamentos para el tratamiento como
Entecavir y tenofovir (Said, 2015, Waty et al., 2017) o enfocarse en evitar la
formacion y el mantenimiento del ADNccc viral tal es el caso de las sulfonamidas

(Cai et al., 2012).

I1.1.4. Propiedades fisicoquimicas del antigeno Core
Las primeras investigaciones en proteinas de core del VHB (HBcAg) fueron
publicadas por primera vez en 1986 como prometedores transportadores de

particulas virales (VLP); es decir porciones virales con ausencia de acidos



nucleicos. Al carecer de material genético, no son infecciosos pero estimulan una
elevada la inmunogenicidad y antigenicidad lo que los perfila como candidatos

ideales para portadores de vacunas (Zhang et al., 2007).

El HBcAg consta de una estructura de 180 o 240 subunidades polipeptidicas
idénticas, revelada mediante cristalografia de rayos X a una resolucion de 3.3 A.
Su organizacion es, en casi toda la conformacion, de tipo alfa helicoidal y la unién
de dos horquillas anfipaticas forman un dimero de cuatro hélices capaces de
ensamblarse entre si. Las hélices sobresalen como picos de 25 A de largo y 20 A
de ancho y que poseen en la parte media una zona llamada region
inmunodominante principal (MIR) (Pumpens y Grens, 2001) (Figura 2, imagen

obtenida del Protein Data Bank (PDB) con acceso de 6HTX).

Las HBcAg se autoensamblan en particulas de la nucleocépside y durante la
infeccion inducen las respuestas mas fuertes en los linfocitos B y T en
comparacion con los demas polipéptidos que contiene el VHB (Preikschat et al.,
1999). Se consideran extremadamente inmunogénicas; sin embargo su accion
puede variar por el tamafio y por su secuencia genémica cuando se fusiona con
otro péptido y se expresa mediante la tecnologia del ADN recombinante (Zhang et

al., 2007; Janssens et al., 2009).

Las vacunas basadas en péptidos han incluido la combinacion de las proteinas
HBcAg con HBsAg del VHB, ya que HBCcAg actia como un inmunogénico
adyuvante de linfocitos T. Este metodo se evaluo en personas voluntarias con el
estadio cronico de la enfermedad que recibieron 19 vacunaciones (Fase clinica I11)

por 20 semanas reduciendo el ADN viral casi tanto como con el farmaco mas



utilizado interferén alfa (IFN-o) (Al-Mahtab et al., 2013). Otro ensayo clinico
administr6 HBcAg fusionado con preS2 en 380 pacientes con hepatitis cronica y
redujo significativamente la infeccion, alanina aminotransferasa (enfermedades
hepaticas) y los niveles de ADN del VHB (Ghasemi et al., 2016). Enfocandonos
en su potencial como vacuna Schodel et al. (1992) realizaron analisis de la
relacién entre la posicion de epitopos heterologos en la secuencia de HBcAg vy la
inmunogenicidad. Su investigacion evidencio que al modificar la secuencia se
puede aumentar desde 5-10 veces mas la antigenicidad y ademas se obtiene un
mayor titulo de anticuerpos utilizando HBcAg fusionado y recombinante que en

comparacion con su forma nativa.

Estudios previos han expresado y producido la HBcAg en procariotas y eucariotas
como E. coli y Pichia pastoris, respectivamente, contenida en la secuencias de sus
genomas y comunmente fusionada con otras proteinas para su posterior
purificacion. Los andlisis y prediccion in sillico permitieron estudiar su
hidrofobicidad y ensamblaje para la formacion de capside o VLP. Es asi que se
mostraron algunos problemas por su tendencia a formar estructuras muy rigidas,
lo que dificultaba el proceso de replegamiento o la formacion del VLP como
portador de vacunas (Karpenko et al., 2000). Al tener un bajo rendimiento en la
tasa de ensamblaje de la capside se genera una reduccion en la inmunogenicidad y

antigenicidad (Milich y McLachlan., 1988).

Utilizando esta informacion se expresaron las secuencias recombinantes HBcAg
con insertos de péptidos heterdlogos y se determino que, al ser interrumpidos por
una secuencia en la region mayor inmunodominante (MIR), se vuelven maés

estables estructuralmente. También se incrementa la inmunogenicidad de los



péptidos presentados en su superficie aun cuando la respuesta de los mismos por
si solos sea muy baja (Francis et al. 1990). También se reporté que la adicion de
enlaces ricos en glicina disminuye la alta rigidez del inserto y facilita la
interaccion entre el mismo y el HBcAg. Al realizar un cambio de 9 por 15
enlazadores se logré una menor rigidez y se elimind la tension estructural. Al
parecer el aumento de longitud obliga a los monémeros de HBcAg-MIR a sufrir

cambios conformacionales (Karpenko et al., 2000).

Otro analisis refiere también que una mayor distancia entre el extremo N y C de
HBCcAg Yy la presencia de residuos de cisteinas en el MIR influyen negativamente
en el ensamblaje (Karpenko et al., 2000). La region MIR es un bucle muy
expuesto y flexible de la proteina HBcAg que, aparentemente, seria el responsable
(entre residuos 76 y 81) (Figura 2a) de la inmunogenicidad alta en animales
experimentales y en la induccion de la respuesta de las células B en pacientes con
VHB. El MIR presenta tolerancia a cambios o deleciones en sus secuencias entre
extremos N y C que no influyen en el plegado o ensamblaje (Pumpens y Grens,

2001).



Protema Core

[MIR] [MIR]

Figura 2. Estructura tridimensional del virus de hepatitis B. (A) Se muestra un esquema de
la region MIR entre los residuos 76-81 y una vista 3D global (PDB: 6HTX) de la estructura alfa
hélice de la nucleocapside ensamblada por la proteina core (21 KDa) que a su vez contiene en sus
hélices a la region MIR. (B) La region MIR en medio de las hélices de cada uno de los dimeros.

El extremo C-terminal béasica es la que interactia con el acido nucleico y es
prescindible en el autoensamblaje de la capside, ya que aun con mutaciones en los
extremos C y N sus propiedades estructurales e inmunoldgicas se mantuvieron

intactas (Preikschat et al., 1999; Pumpens y Grens, 2001).

Entonces la HBcAg sufre un correcto plegamiento y un autoensamblaje durante la
expresion en bacterias usando su secuencia fusionada con otro péptido, una
ventaja importante para la investigacion de las propiedades estructurales e
inmunoldgicas en especial si se pretende usar como vacuna (Karpenko et al.,

2000).
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I1.1.5. Situacion Epidemiologia Mundial

La OMS estima que aproximadamente dos billones de personas en todo el mundo
han sido infectados por el VHB, de los que 350 millones presentan la fase crénica
positiva para el antigeno de superficie (HBsAg) positivo (Cabezas, 2007). Por
otro lado las tres cuartas partes de la poblacion mundial viven en zonas
hiperendémicas y esto ocasiona alrededor de un millébn de muertes por la
infeccion. EI VHB provoca del 60-80 % de canceres hepaticos en el mundo y esto
implica que es una de las mayores causantes de mortandad del Este y Sudeste de
Asia, la cuenca amazoénica y Africa Subsahariana (Cabezas, 2007). La prevalencia

de la HB varia seglin las areas geograficas (Figura 3).

Prevalencia de HBsAg S

W >8%-Ala i Q
2-7% - Intermedia v )
<2% — Baja

Figura 3. Distribucién geografica de la infeccion cronica por VHB (Cabezas, 2007).

En Sudamérica los portadores de HBsSAg se incrementan de sur a norte, con
prevalencia elevada en el centro y oeste del Amazonas de Brasil y en zonas
adyacentes de Colombia y Venezuela. Como se muestra en la Tabla 1 hay un

elevado nimero de infectados en Sudamérica.
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Tabla 1. Individuos infectados por VHB y dolencias hepaticas (Cabezas, 2007)

Infectados Hepatitis Hepatitis Cirrosis Hepato-
fulminante cronica carcinoma
Latinoamérica 140.000-400.000
Sudamérica 440-1.000 2.965 12.782-44.737 | 3.271-11.449

La HB es el tipo de virus més grave respecto a afecciones hepéticas y se estima
que aproximadamente 780.000 personas mueren anualmente por las
consecuencias de la enfermedad, tales como cirrosis hepética y cancer de higado
(WHO, 2018). Se mencionan factores que exacerban el riesgo como el consumo

del alcohol e infeccion concomitante con otros virus de hepatitis (Cabezas, 2008).

I1.1.6. Epidemiologia Nacional

El Pert es considerado como un pais de endemicidad media para la HB, aunque la
infeccion esta en aumento por todos los territorios del pais por la alta migracion
de zonas de alta endemicidad a zonas de baja endemicidad. En el Pert la
prevalencia presenta variaciones de acuerdo a la region geografica estudiada,
actualmente existe una alta prevalencia de hepatitis B y Delta en la selva. Es asi
que en la selva hay una endemicidad entre media y alta con prevalencia desde
2,5% (principalmente en lquitos) hasta el 83% en la sierra y en la Costa con 1-

3.5% (Cabezas, 2007).

Los departamentos de la selva con mayor nimero de infectados en el afio 2017
fueron Loreto (133), Madre de Dios (76), Huanuco (49), Ucayali (38) y San
Martin (32). En la sierra la prevalencia es baja en la vertiente occidental de los
andes y de media a alta en valles interandinos como Huanta y Abancay, Huanuco
y en el Rio Pampas (Ayacucho-Apurimac). Los departamentos son Ayacucho

(440), Cuzco (223), Junin (119), Arequipa (60) y Apurimac (26). Se resaltd la
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transicion de endemicidad baja a intermedia en Ica quizas por la intensa migracion
desde Ayacucho en las Gltimas dos décadas. Finalmente en la costa se evidencio

un bajo numero de infectados (Cabezas, 2008, MINSA, 2017).

En las areas hiperendémicas de VHB también prevalece el cancer hepatico, como
en Quillabamba, Abancay y Huanta donde un 7% de fallecidos corresponden a
enfermedades hepaticas por infeccion del VHB. En Huanta el 50% de afectados
con HB mueren por hepatitis fulminante (asociada al virus Delta), el 10% de
cancer de higado y el 40% por cirrosis hepatica. La poblacion mas afectada de los
que fallecen con la fase fulminante son los menores de 20 afios, de los cuales el 18
% presentara cirrosis hepatica y el 35 % hepatocarcinoma; de los que mas del 60

% fueron hombres (Cabezas, 2007).

Un estudio reciente realiz6 un analisis molecular a nivel nacional en 65 pacientes
con hepatocarcinoma, se monitoreo la infeccion usando PCR para identificar el
ADN viral en tumor o tejido hepético. EI ADN viral fue significativamente mas
abundante en higados jovenes sin embargo también se menciona que la
concentracion de ADN es baja en presencia de mutaciones en las dipirimidinas.
Esto se deberia a las vias de reparacion en el ADN de los tumores de los pacientes
mas jovenes con ascendencia indigena. Algo muy peculiar que aparentemente

solo ocurriria en Pert (Marchio et al., 2018).

Otro estudio asevera que en las ultimas décadas en el Pert se ha disminuido la
prevalencia de la HB, por el incremento del cuidado y control en las transfusiones
y vacunaciones. Esto ha permitido garantizar lotes de sangre segura y la disminucion de

los riesgos de contraer la enfermedad (Ramirez y Huichi-Atamari, 2018).
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La prevalencia de la HB en el Per se aprecia en el siguiente mapa (Figura 4)

donde se observa que la endemicidad mas elevada esta en la Selva Amazonica.

NIVEL DE ENDEMICIDAD DE
HEPATITIS VIRAL B

Baja
Intermeda °
Ala

Presencia de
Hepatitis Delta

Figura 4. Distribucion de la Hepatitis B y Delta en Pert y de la poblacion infectada
(Cabezas, 2006).

I1.2. Anticuerpos

La defensa contra los microorganismos se da a través de las primeras reacciones
de la inmunidad innata y las posteriores de la inmunidad adaptativa. La inmunidad
innata se encarga de generar la primera linea de defensa y estd constituida por
unos mecanismos celulares y bioquimicos (barreras fisicas, quimicas, citoquinas y
celulas como neutrdfilos, macrdfagos, linfocitos citoliticos naturales (NK),
complemento). La otra respuesta inmunitaria es estimulada por la exposicion a los
microorganismos infecciosos por lo que se le denomina inmunidad adaptativa y

presenta una gran especificidad frente a epitopos de diversos antigenos con
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capacidad de "recordar” exposiciones previas del mismo antigeno (linfocitos B o
T) (Abbas, 2014).

Los linfocitos T se diferencian en citotoxicos, cooperadores y supresores y
conforman la respuesta celular. Mientras que los linfocitos B se diferencian en
células plasmaticas y secretan inmunoglobulinas “Ig” que conforman la respuesta
humoral y son conocidas cominmente como anticuerpos “Ac”. El repertorio
linfocitico de una persona asciende a 10° anticuerpos diferentes que pueden
distinguir entre 107-10° epitopos diferentes (Abbas, 2014).

I1.2.1. Comparacion estructural de los anticuerpos convencionales y de dominio
pesado 0 VHH

-Los anticuerpos convencionales (150 kDa) poseen cuatro cadenas polipeptidicas
(Figura 5). Dos cadenas pesadas idénticas (50 kDa) denominadas H, de heavy en
inglés, unidas de forma covalente a un oligosacarido; y dos cadenas ligeras
idénticas no glicolisadas (25 kDa) denominadas L, de light en inglés (Wang et. al.

2007; Abbas, 2014).

Regi6n variable

NH Unién al
_.antigeno

Unién al
antigeno

Bisagra o Hinge
Activacion del
compiemento

Unidn a céluias”

Figura 5. Estructura de una molécula de inmunoglobulina G o anticuerpo. CH: dominios
de la region constante de la cadena pesada; CL: dominio constante de la cadena ligera; Fab y Fc:
fragmentos resultantes de protedlisis; VH: dominio variable de la cadena pesada; VL: dominio
variable de la cadena ligera; los puentes disulfuro se muestran como linea punteada (Moritz y
Stracke. 2017).
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Como se aprecia en la Figura 5 la IgG presenta tres regiones unidas mediante un
fragmento polipeptidico denominado regién bisagra o “Hinge” que puede
contener desde 10 hasta 35 aminoacidos, de esta forma adquiere una morfologia
semejante a una Y (De Genst et al., 2006; Wang et. al. 2007). La region Fab esta
formada por la unién de la cadena L con los dominios VH y CH1 de la cadena
pesada H. Los puentes disulfuro que unen a las cadenas H se forman a nivel de la
bisagra y le confieren flexibilidad a la estructura, por esta cualidad es que puede
acoplarse espacialmente a distintos tipos de antigenos (Wang et. al. 2007; Moritz
y Stracke, 2017). Hay otras uniones disulfuro formadas entre las cadenas Ho L y
resultan en dominios proteicos globulares caracteristicos de la superfamilia de
inmunoglobulinas. Adicionalmente los anticuerpos que contienen diferentes
cadenas pesadas pertenecen a diferentes clases, o isotipos, y se nombran en
funcién de sus cadenas pesadas (IgM, IgD, 1gG, IgE e IgA), independientemente
de la clase de cadena ligera cada isotipo tiene diferentes propiedades fisicas,

bioldgicas y funciones efectoras (Abbas, 2014).

Las cadenas ligeras estan conformadas por un dominio variable (V) y uno
constante (C), y se las conoce como VL y CL, respectivamente; y las cadenas
pesadas presentan un dominio variable (V) y tres constantes (C) denominadas:
VH, CH1, CH2 y CH3, respectivamente. Las regiones variables y el primer
dominio constante de las cadenas pesadas (VH y CHL1) se asocian con las cadenas
livianas (VL y CL) y forman dos sitios idénticos de union al antigeno que son los
fragmentos Fab. Al formar una superficie complementaria a la estructura
tridimensional del antigeno se denominan las Regiones de Determinacion de

Complementariedad o simplemente CDR (complementarity determining region en
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inglés) (Berger et al., 2002). Tres CDRs (CDR1, CDR2 y CDR3) son aportadas
por la cadena ligera y tres por la cadena pesada e interaccionan directamente con
un antigeno especifico, de forma mas especifica son los CDR3 los que interactdan
mas estrechamente con el antigeno. Por otro lado, las regiones CH2 y CH3 de las
cadenas pesadas forman la fraccion cristalizable o fragmento Fc que cumple con
funciones efectoras, tales como potenciacion de la fagocitosis o citotoxicidad

celular dependiente de anticuerpo (De Genst et al., 2006) (Figura 6).

La mayoria de las diferencias entre las inmunoglobulinas se limita a tres breves
segmentos de la region variable (V) de las cadenas pesada y ligera. Se conocen
como segmentos hipervariables y son tres bucles que sobresalen y conectan
hebras adyacentes que forman los extremos amino de los dominios V de las
cadenas pesadas Yy ligeras (De Genst et al., 2006; Polonelli et al., 2008). Uno de
los grandes retos de la ingenieria de anticuerpos fue minimizar el tamafio de las
Igs para el desarrollo de farmacos especificos y usar estos fragmentos como
dianas terapéuticas. Para reducir el tamafio se intentd utilizar solamente los
dominios variables N-terminales emparejados de las cadenas pesada (VH) y ligera
(VL) como Fab (VL-CL+VH-CH) o como la fraccion variable de una sola cadena
(scFv) (VH y VL necesitan un enlazador polipeptidico) (Figura 6a derecha). Sin
embargo su produccién en células microbianas fue complicada porque se
generaban estructuras multivalentes por la necesidad de un dominio asociado
(Harmsen y De Haard, 2007). Es asi que en 1993 aparecen los anticuerpos de
cadena pesada (HCAbs) para brindar una solucion alternativa a esta problematica.
Un grupo de cientificos de Bélgica descubrieron que ademas de los anticuerpos

convencionales los camélidos y tiburones presentaban naturalmente un Ac
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adicional conformado solo por cadenas pesadas. Aparentemente, los camélidos
habrian atravesado por muchos procesos evolutivos en los que realizaron cambios en la
secuencias de los genes de los anticuerpos convencionales hasta producir, luego de
millones de afios de adaptacion, un subtipo de IgG con un peso de 80-90 kDa (Tillib,
2011; Krah et al., 2015). En la familia de camélidos donde estan incluidos los géneros
Lama, Vicugna y Camelus se descubrié que carecian de cadenas ligeras y del dominio
CH1 presente en los Ac convencionales como se aprecia en la Figura 6b izquierda.
También se les conoce como anticuerpos de dominio Unico o de cadena pesada y

representan del 30 al 75% de inmunoglobulinas circulantes (Rissiek y Koch-Nolte, 2014).

Bivalent VHH

NG

VHH (Nanobody™)

15 KDa
b Heavy-chain IgG

Pentabody

Figura 6. Diagrama esquematico de los anticuerpos convencionales y de cadena pesada.
(a) IgG representa anticuerpos convencionales con 2 cadenas ligeras “VL” y 2 pesadas “VH” (150
kDa) (b) Anticuerpo pesado con solo 2 cadenas pesadas (90 KDa) y en la porcion terminal la
region variable del anticuerpo VHH o nanoanticuerpo (Harmsen y De Haard, 2007).

Lo que mas llamo la atencion en su estructura fue que poseian un dominio
extremo N-terminal llamado VHH, nanoanticuerpo o nanocuerpo (Nc) o
anticuerpo VHH. Este posee dimensiones en el rango nanométrico y es funcional
sin necesidad de estar emparejado con cadenas ligeras pesando solamente 15 kDa

(Harmsen y De Haard, 2007) (Figura 6b).
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Los VHH son el equivalente estructural y funcional del Fab (fragmento de unién a

antigeno) en los anticuerpos convencionales (Muyldermans, 2013).

Se ha propuesto hipotesis sobre el posible origen de las 1gG2 e IgG3 (anticuerpos
VHH o de cadena pesada) y una de las mas aceptadas explica que se formaron por
una posible pérdida del exon CH1 de un camélido ancestral que junto con
compensaciones de sustituciones aminoacidicas mejoraron las propiedades
hidrodinamicas de los anticuerpos VHH en comparacion con los convencionales
(Maass et al., 2007). La secuencias que codifican al dominio CH1 probablemente
fueron eliminadas en el empalme del ARNm por una mutacion puntual, es decir
que habria un conjunto de genes mutados cuyas funcion es ser utilizadas por los
HCADbs para perder el CH1 y otro grupo para formar anticuerpos convencionales
(Tillib, 2011). En ausencia de la cadena ligera esta alteracion generd region
bisagra larga o “Hinge largo” (1gG2) de 500 pb y la region bisagra corta o “Hinge
corto” (1gG3) de 400 pb exclusivas de HCAbs de camélidos (Maass et al., 2007,

Barreto et al., 2018).

Estos anticuerpos VHH también han sido encontrados en peces cartilaginosos y en
los mismos muestran un tamafio muy reducido (12 kDa) con una elevada
estabilidad quimica para unirse a los antigenos, por lo que ha generado
expectativas respecto a su potencial terapéutico. Sin embargo, mayormente se
usan camelidos por su facilidad de manejo e inmunizacion al ser animales grandes
terrestres. Las metodologias para aislar VHH especificos contra algin antigeno de
interés son las bibliotecas inmunes y no inmunes expuestas en fagos, bacterias,

levaduras o ribosomas (Harmsen y De Haard, 2007; Muyldermans, 2013).
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11.2.2. Caracteristicas basicas y propiedades de anticuerpos de cadena pesada

Al realizar andlisis de las secuencias y estructuras cristalinas de los HCADbs se
revel6 que al igual que los dominios VH convencionales, los anticuerpos VHH
contienen cuatro regiones framework (FRsS) como estructura central y tres
regiones CDRs (union al antigeno) (Muyldermans, 2013) (Figura 6). Los FRs de
los VHH muestran una homologia muy alta con los anticuerpos humanos en mas
del 80% y en el FR2 se mencionan constantes sustituciones de aminoacidos en
cuatro posiciones (segun Kabat: 37, 44, 45 y 47) (Kabat y Wu, 1991; Harmsen y
De Haard, 2007; Mitchell y Colwell, 2018). La region del FR2 esta altamente
conservada en los dominios VH y formar una interfase con los dominios VL,
ademas en los Ac convencionales esta enriquecida con residuos aminoacidicos

hidrofobos (Harmsen y De Haard, 2007).

Los anticuerpos VHH o HCADbs tienen aminoacidos hidrofilicos lo que provocaria
que los dominios VH sean mas solubles en comparacion con los presentes en Ac

convencionales (Tillib, 2011; Salema y Fernandez, 2013; Sabir et al., 2014).

VH

variable de Ac

\—IH| " s " " EL i " convencional

Dominio

Dominio
variable de
Ac VHH

Figura 7. Estructura de un VHH. Se aprecia que los VHH estan compuestos, al igual que los
AC convencionales, de 3 regiones variables (CDR1-3) y 4 constantes (FR1-4).
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Otro rasgo caracteristico de los VHH se encuentra en los CDRs: en primer lugar,
la porcion N-terminal de CDR1 es muy variable. También, se ha visto que
muchos dromedarios tienen un CDR3 mas largo que los presentes en humanos y
ratones; y que es el responsable de generar mas bucles de plegamiento unidos por
un enlace disulfuro adicional con una cisteina (Harmsen y De Haard, 2007; Sabir
et al., 2014). Este cambio brinda mayor estabilidad estructural a la region CDR3,
lo cual, probablemente compensa la pérdida de la cadena ligera (Nuttall et al.,

2004).

Los HCADbs a menudo contienen un residuo aminoacidico hidrofilico
(principalmente arginina) en la posicion del residuo 108 lo que le da un menor
grado de hidrofobicidad (Tanha et al., 2002). Probablemente esta es una
sustitucion propia de los mismos ya que los Acs convencionales contienen un
residuo hidrofébico muy conservado (triptéfano) en esta posicion que empareja
con la VL (Harmsen y De Haard, 2007). Esto permitio inferir que los dominios
VHH funcionales derivan de la recombinacion de segmentos de genes
convencionales VH con segmentos de genes de cadena constante pesada (CH) en
la maduracion de células B. El aumento de hidrofilicidad de los VHH se ha
mencionado por los cambios mencionados en la cadena de VH que forman un

soporte hidrofilico (Muyldermans, 2013; Harmsen y De Haard, 2007).

11.2.3. Ventajas de los VHH

Respecto a aplicacion biotecnologica, una gran ventaja es su alto nivel de
produccion microbiana en las bibliotecas de anticuerpos VHH generadas de
camélidos inmunizados que suelen conservar la diversidad funcional completa.

Esto es debido a que no necesitan recombinar las cadenas ligeras (VL) con

21



pesadas (VH) y se contrasta con la baja diversidad obtenida de las bibliotecas de
Acs convencionales. Entonces se pueden aislar VHH de alta afinidad respecto al
antigeno seleccionando directamente a un grupo de clones de bibliotecas inmunes
con metodologias de exposicion de “Seleccion de Fagos” (Harmsen y De Haard,

2007).

Otra ventaja es que permanecen funcionales después de ser sometidos a altas
temperaturas. Esta alta estabilidad termodindmica aparente es atribuida a su
replegamiento eficiente luego de alguna desnaturalizacion quimica o térmica y por
su resistencia contra la desnaturalizacion. También puede deberse a una mayor
hidrofilicidad en el dominio ligero variable (VL) porque se encontré6 que un
fragmento VH humano que habia sido “camelizado” con aminoécidos hidrofilicos
presentes en los VHH era més estable que el fragmento VH original; y por el
contrario, la "decamelizacién” de un VHH para asemejarse al dominio VH
humano reducia su estabilidad. Adicionalmente, los VHH pueden reconocer sitios
antigénicos que no pueden ser reconocidos facilmente por los anticuerpos
convencionales y por su pequefio tamafio atraviesan el filtro renal lo que permite
que se distribuya en la sangre y penetren el tejido rapidamente (Harmsen y De

Haard, 2007).

11.2.4. Generacion de anticuerpos VHH

La mayoria de los Acs completos funcionales solo pueden producirse
eficientemente en células de mamiferos, principalmente cuando se necesita
glicosilaciones para aplicaciones terapéuticas. En cambio los fragmentos de
anticuerpos de cadena pesada son producidos convenientemente en bacterias o

levaduras. Esta estrategia disminuye el tiempo del método de produccién ya que
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solo requiere procesos de fermentacion simple y se pueden realizar a gran escala
lo que disminuye los costos hasta de $ 1 por gramo de proteina (Harmsen y De
Haard, 2007). La mayoria de los sistemas microbianos a gran escala usan a E.
coli, levaduras y hongos filamentosos y el nivel de produccién puede variar en los

clones en un factor de 100 (Frenken et al. 2000).

Hay factores que pueden influenciar en la generacion de VHH. La adicion de una
glicosilacién en el extremo N por ejemplo eleva la produccién en levaduras y la
ausencia de cisteinas en extremo C terminal la reduce en VHH de tiburdn
(Simmons, 2006). La alta capacidad de replegamiento de los VHH han permitido
producirlo en E. coli (Olichon et al. 2007) y el reemplazo de residuos hidréfobos
en los dominios variables de la cadena pesada aumenta la produccién (Nieba,
1997, Harmsen y De Haard, 2007). Ademas de la naturaleza de los VHH, también
influye el tipo de célula donde se expresa al VHH en la produccién (procariota,
eucariota), la suplementacién con sorbitol, casamino 4acidos (mezcla de
aminoéacidos esenciales) o etilendiamina en P. pastoris han elevado la produccion

(Thomassen et al. 2005, Rahbarizadeh et al. 2006).

11.2.4.1. Biblioteca genémica

Los anticuerpos VHH se expresan facilmente en bacterias y son susceptibles a la
tecnologia de ADN recombinante. Se consideran como los fragmentos de union a
antigeno intactos mas pequefios disponibles. La razon de usar este tipo de
biblioteca es que ofrece mayor diversidad lo que permite identificar cualquier
antigeno potencial y permite recuperar bibliotecas representativas adecuadas para
el estdndar inmune. Ademas la produccion se da en bacterias por lo que es menos

costoso que los cultivos de células de mamiferos.
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Las bibliotecas obtenidas en E. coli con el ADNc a partir de 10° linfocitos son
suficientes para recuperar secuencias de anticuerpos con afinidad comparable a
los Ac monoclonales (Muyldermans et al., 2009 en Sabir et al., 2014).

El nimero de clones recombinantes necesarios para lograr cobertura del repertorio
de anticuerpos de cualquier biblioteca inmune de 42% es como minimo 10’
clones, y hasta 103 para abarcar la diversidad clonal completa (Greiff et al. 2017).
De esta manera se asegura la obtencion de un promedio de anticuerpos VHH
representativos y con diversidad suficiente (Miyazaki et al., 2015). Estas grandes
bibliotecas genomicas diversas nos permiten aumentar la posibilidad de
identificar, por lo menos, un anticuerpo con las caracteristicas requeridas de
especificidad En términos préacticos la diversidad y la utilidad tedrica de los
anticuerpos generados aumentan con el nimero de animales inmunizados y de
linfocitos recolectados ya que esto amplia la diversidad genética de la biblioteca

(Kastelic et al., 2009; Olichon y de Marco, 2012).

Los métodos estandar para construccién de la biblioteca de VHH fueron
disefiados para evitar la contaminacion con VH de Ac convencionales. Los pasos
fundamentales y criticos para generar una biblioteca gendmica son los siguientes:
(1) La sintesis de ADNCc a partir del ARNm; (2) PCR con cebadores especificos
para discriminar a los VHH de los Ac convencionales; (3) la ligacién del VHH al
vector recombinante y la obtencion de, por lo menos 10° clonas recombinantes
que expresen el fragmento VHH de 500-700 pb (Kastelic et al., 2009; Olichon y

de Marco, 2012).
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11.2.4.2. Técnica de Presentacion de fagos

La presentacion de fagos o también conocida como “Phage Display” fue descrita
por Smith en 1985, quien incorporo con éxito, ADN foraneo en el cromosoma del
fago M13, de manera que los péptidos expresados por este ADN se fusionaron

con la proteina de la cubierta del plll del fago (Ledsgaard et al., 2018).

La tecnologia de presentacion de fagos es un método robusto, facil de realizar y
econdmico mediante la cual se seleccionan antigenos especificos de grandes
bibliotecas combinatorias. Estas contienen miles de millones de fragmentos de
anticuerpos y utilizan a los fagos que fusionan al anticuerpo con el gen I11 para
luego ser expresados en la superficie del exterior del viriéon como plll (Figura 8)
(Jara-Acevedo, 2016). La presentacién de fagos se basa en la manipulacion
genética de genes de proteinas de superficie de fagos filamentosos como M13. El
ADN extraiio se introduce en el genoma del fago filamentoso (gen I11) y el
péptido extrafio codificado como una proteina fusionada a otra proteina de
recubrimiento de superficie (Rajput, 2014). Los anticuerpos son expresados para
proseguir con la seleccién de los fagos que reconocen al antigeno de forma

especifica (Qi et al., 2012; Ledsgaard et al., 2018).

Secuencias pIIl y VHH fusionadas

Figura 8. Fago M13 expresando en su superficie la proteina plll y el anticuerpo
(Ledsgaard et al., 2018).
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El método aprovecha la posibilidad de vincular una proteina (fenotipo) a su gen
(genotipo) a través de un fago y se viene utilizando desde 1990 con anticuerpos,
incluidos fragmentos de dominio pesado (VH), VHH de dominio pesado de
camélidos y tiburones, fragmentos de unidn a antigeno (Fab), etc. La tecnologia
permite una rapida identificacion de la proteina y aprovecha la infectividad del
fago con la capacidad de unidn antigeno-anticuerpo (Jara-Acevedo, 2016;

Ledsgaard et al., 2018).

Es posible entonces generar grandes bibliotecas combinatorias con millones de
anticuerpos con las propiedades de especificidad y afinidad necesarias para
aglomerar antigenos utilizando la técnica de despliegue de fagos con el
bacteriofago filamentoso M13 que infecta E. coli (Smith y Petrenko, 1997;

Ledsgaard et al., 2018).

La infeccion del fago se da a través de la union de la proteina pl11 al receptor pili
F de la bacteria seguido del ingreso del mismo al citoplasma de la bacteria.
Cuando el genoma M13 del fago inicia su replicacion acumulando componentes
de particulares virales en las células huésped y culmina en el ensamblaje de las

particulas del fago y su posterior liberacion no litica (no liticos) (Sidhu, 2001).

Por ejemplo el fago M13 es no litico, ya que puede permanecer en la célula al
finalizar el ciclo viral secretando viriones por exocitosis con una porcion de
envoltura de la membrana celular que los protege. Inicialmente los fagos se
usaron como vectores de presentacion; luego los fagemidos se reconocieron como
los vectores mas populares, ya que contienen doble origen de replicacion para E.

coli, un gen que codifica para una proteina de la capside viral, multiples sitios de
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clonaje y un gen de resistencia a antibioticos (Qi et al., 2012; Ledsgaard et al.,

2018).

Los fagémidos carecen del contenido genético necesario para ensamblar las
particulas virales completas y solo lo adquieren en la infeccion por el fago
auxiliador (VCS-M13), el cual posee un origen de replicacion alterado que no le
permite replicarse eficientemente generando que las particulas virales resultantes
se incorporen preferentemente al del fagémido. Las bacterias que sean
transformadas por un fagémido y que luego son infectadas con un fago auxiliador
producen fagos hibridos durante el ensamblaje con la proteina plll nativa

fusionado a la proteina de interés (Poul y Marks, 1999; Qi et al., 2012).

Se expresara una proteina hibrida en la superficie del fago maduro fusionada al
anticuerpo ademas de la secuencia genética contenida en el la bacteria. La
particula fagica posee un vinculo entre genotipo (ADN en el fago) y el fenotipo
(proteina expuesta en el fago). Luego se someten a los fagos a rondas de
interaccion de los anticuerpos con la proteina blanco fijada a una superficie
(Figura 9.1). Luego de la exposicién viene un proceso de seleccion y
enriquecimiento, los fagos que expresaron anticuerpos especificos se adhieren al
blanco y aun cuando son lavados se quedan retenidos (Figura 9.2). Los fagos
unidos se utilizan para reinfectar bacterias (Figura 9.5) y producir mas particulas
virales con los anticuerpos (Hertveldt, 2009; Clementi et al., 2012; Ledsgaard et

al., 2018).
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Esto permite que el sistema de seleccion de ligandos posea una elevada afinidad o
especificidad. Los fagos seleccionados pueden ser purificados y su ADN puede
ser secuenciado para inferir la secuencia aminoacidica del péptido expuesto
(Sidhu, 2001). Finalmente, el ELISA de fagos se usa para la seleccion de una
poblacion de fagos especificos en el reconocimiento (Figura 9.7) (Winter et al.,

1994),

La técnica de despliegue en fagos se ejemplifica resumidamente en la Figura 9.

1 cgeteal B 1. Enfrentamiento de fagos 2. Unién de fagos especificos
a antigeno.

L 1 J

7. ELISA de fagos con 3 rondas
de seleccién.

6. Producciion y emsamblaje de fagos
recombinantes.

4. Elucién de fagos 3. Lavado y remocién de fagos
especificos. inespecificos.

5. Reinfeccién de
bacterias E. coli

Figura 9. Esquema de la técnica de presentacion de fagos 1: Enfrentamiento de los fagos
recombinantes a la proteina fijada a la superficie del pocillo, 2: Unién de fagos recombinantes. 3:
Lavado y remocion de los fagos inespecificos, 4: Elucion y aislamiento de fagos especificos, 5:
Reinfeccidn de bacterias, 6: Produccion de fagos recombinantes, 7: Seleccion de los fagos mas
especificos para el ELISA de fagos.
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1.  PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

111.1. JUSTIFICACION

El virus de la hepatitis B (VHB) infecta a mas de 300 millones de personas en
todo el mundo y es la causa mas comun de enfermedades hepéticas y cancer de
higado. La infeccidn causa un amplio espectro de afecciones que van desde aguda
(insuficiencia hepatica fulminante) hasta hepatitis crénica, cirrosis y carcinoma

hepatocelular (Liang, 2009).

La infeccidon aguda por VHB puede ser asintomatica o estar presente como aguda
sintomaética, en la mayoria de casos hay recuperacion completa pero el 5% -10%
son incapaces de eliminar el virus y se infectan cronicamente (Liang, 2009).
Lamentablemente aln no existe un tratamiento completamente eficaz si la
infeccion se torna cronica por lo que es muy necesaria una alternativa terapéutica
(Cabezas, 2008). Aparte del tratamiento otra limitante es el diagndstico dirigido
especificamente solo a la proteina de superficie (HBs) y existen afectados que no
presentan titulos altos de anticuerpos contra este antigeno aunque si con HBcAc
(Kimura et al., 2003). Debido a que la proteina core (HBcAC) de la nucleocapside
nos indica el estadio de replicacion activa del virus (cuando esta en la etapa de
ensamblaje) tambien podria utilizarse como indicador de pacientes en estado

contagioso (Kimura et al., 2003).

Actualmente se han propuesto terapias utilizando anticuerpos para neutralizar el
VHB sin aumentar anticuerpos propios de la infeccion (Kolkman y Law, 2010).
Hasta ahora estos tratamientos presentan las limitantes tipicas del uso de

anticuerpos; es asi que como una alternativa se propone el uso de anticuerpos
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VHH, que mantienen una vida media mas prolongada y que por su menor tamarfio
tienen mayores facilidades en la produccion recombinante (bacterias) y en su
estabilidad estructural (Kolkman y Law, 2010). Se considera muy necesario este
tipo de investigaciones por la relevancia e impacto que tendria en el sector de
salud publica nacional e internacional ya que a pesar de que han pasado décadas
aun no se logra obtener una terapia adecuada para los afectados y/o un diagndstico
completamente efectivo (Ministerio de Salud, 2017). Los beneficiados serian los
afectados distribuidos en 20 regiones del pais que sufren los sintomas de esta
penosa enfermedad (Cabezas, 2008). Actualmente, los anticuerpos VHH estan
siendo investigados para aplicacion terapéutica ya que son capaces de neutralizar
la infeccion de diversos virus (influenza, virus sincitial respiratorio, rabia,
poliomelitis, fiebre aftosa, rotavirus, retrovirus endégeno porcino y VIH), ya sea
inhibiendo la replicacion viral, evitando el ensamblaje o la liberacién de las

particulas virales (Vanlandschoot et al., 2011; Wu et al., 2017).

El objetivo del presente estudio fue generar VHH en alpaca (Vicugna pacos)
utilizando como antigeno a la proteina recombinante Core del VHB para un futuro

uso en diagnostico y/o terapia de la enfermedad.
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I11.2. OBJETIVOS

111.2.1. OBJETIVO GENERAL

Generar anticuerpos VHH de alpaca utilizando como antigeno a la proteina

recombinante core del virus de hepatitis B.

111.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Producir a la proteina recombinante core del VHB en E. coli BL21.

-Inducir una respuesta inmunolégica en la alpaca al inocular la proteina

recombinante core del VHB.

-Generar una biblioteca inmune de las secuencias de ADNc de los anticuerpos VH

en E. coli BL21.

-Producir fagos que expresen anticuerpos VHH especificos contra la proteina

rHBcAg del VHB.

-Secuenciar a los anticuerpos VHH expresados en los fagos especificos contra

core.

-Analizar las secuencias nucleotidicas de anticuerpos VHH mediante herramientas

bioinformaticas.

31



IV. METODOLOGIA

La metodologia englobo cinco pasos fundamentales (Figura 10):

Se inicio al producir la proteina recombinante del VHB, se debid purificar para
evitar cualquier reaccion inespecifica de los anticuerpos contra otro epitopo.
Seguido de la inoculacion de la proteina pura a la alpaca cada semana por 2 meses
y medio hasta que se incrementd el titulo de anticuerpos, que fue monitoreado
mediante ensayo de ELISA. Antes de inocular se aislo el suero pre inmune para
compararlo con los sueros cada semana y evidenciar un aumento de la sefial de los

anticuerpos (lo recomendable es que sobrepase 3 veces al suero pre inmune).

Luego de obtener la sefial adecuada de anticuerpos se procedié a aislar la sangre
periférica de la alpaca por venopuncion y se extrajo ARN total que se utiliz6 para
obtener ADNCc, que se us6 en una amplificacién (PCR) con cebadores especificos
solo de anticuerpos VHH. De esta forma se gener6 la Biblioteca gendémica de
ADNCc. Los amplicones con la secuencia VHH fueron insertados en el fagémido
pHEN2 vy se utiliz6 para la transformacion de E. coli competentes. Las cepas
bacterianas E. coli recombinantes se infectaron con fago ayudador VCS-M13 para
expresar sus genes y poder ensamblar las particulas virales que incluyeron en su
superficie la proteina plll, propia del fago, fusionada al VHH de interes.
Finalmente se realizd la produccion de fagos y se realiz6 un ELISA de
verificacion a 3 dosis del antigeno (1, 0.8 y 0.5 pg) para seleccionar a los fagos

que expresaron VHH especificos contra rHBCAQ.

32



a. Produccién del antigeno puro rHBcAg del VHB en E. coli

[ b. Inmunizacion de la alpaca con rHBcAg por 2.5 meses ]

[ c. Verificacién de la rpta. inmune por ensayos de ELISA

[ d. Generacion de Biblioteca genémica de ADNc ]

[ f. Presentacion y seleccion de fagos recombinantes pll1-VHH especificos contra rHBcAg ]

Figura 10. Esquema resumido de la metodologia para generar anticuerpos VHH contra
rHBcAg.

IV.1. Transformacion de E. coli con el plasmido recombinante

Se utilizé el plasmido pET28 (Bioclone Inc, San Diego CA) con numero de
acceso EF456735 en GenBank, se puede acceder a través de National Center for
Biotechnology Information (NCBI). El plasmido contenia la secuencia
nucleotidica de la proteina rHBcAg del VHB asociada a una cola de residuos de
polihistidina para una posterior purificacion por cromatografia de afinidad con
una columna Ni-NTA (Matriz de niquel y acido nitrilo acético) (descripcion mas
detallada en el manual de QIA expressionist (QIAGEN, 2003) en base al

protocolo de Crowe et al., 1995.
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Se utilizaron bacterias E. coli que fueron transformadas con el plasmido pET28
mediante electroporacion (Biorad) bajo las condiciones de 2.5 kV, 25 uF y 200 Q.
Luego se sembraron las bacterias transformadas en placas de agar Luria-Bertani
(LB) suplementado con 50 ug/ml de kanamicina (Kan) por 16 horas (h) a 37 °C.
Se uso6 una sola colonia para inocular en 1L de medio LB suplementado con 50

pug/ml de Kan y se incubd a 37 °C O/N (toda la noche).

IV.2. Expresion y produccion de la proteina recombinante core (HBCAQ)

Se centrifugd 2 ml del cultivo incubado toda la noche a 5000 RPM por 5 minutos
(min), y el precipitado se resuspendié en 2 mL de medio LB/Kan. Se utiliz6 1 ml
del cultivo y se inocul6 en 50 mL de caldo LB/Kan en un frasco erlenmeyer de 50
ml, a 37 °C y se cultivé hasta alcanzar una densidad éptica (OD) a 600 nm de 0.4-
0.5 (aproximadamente 2-3 horas). Cuando se alcanz6 la fase exponencial se
colectd 1 mL del y se centrifugd a 13 000 RPM por 1 min, luego se eliminé el
sobrenadante y se almacend el precipitado a -20 °C hasta su posterior uso en

electroforesis SDS-PAGE.

Al resto del cultivo se le adiciondé IPTG (isopropyl-[J-Dthiogalactoside) a 1 mM
para permitir la expresion del gen para core y se incubé en movimiento (250
RPM) por 5 h a 37 °C. Se colecté 1 mL de cultivo y se centrifug6 a 13.000 RPM
por 1 min, luego se descarto6 el sobrenadante y se almacend el precipitado a -20 °C
hasta su posterior uso en SDS-PAGE. El cultivo restante se centrifug6é a 10.000
RPM por 10 min a 4°C, se descart6 el sobrenadante y se almacené el precipitado a
-20 °C hasta su posterior purificacion. La expresion e induccion de la proteina
recombinante fueron evaluadas mediante electroforesis SDS-PAGE al 12.5% con

colorante azul de Coomassie.
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IV.3. Lisis celular en condiciones nativas

Antes de la purificacion se realizo la lisis de las bacterias que expresaron la
proteina recombinante core (rHBcAg). Para ello se resuspendid el precipitado
celular en solucion de lisis (50 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, 10 mM imidazol,
pH 8). El resuspendido se someti6 a tratamiento con lisozima (pH 7, 10 mM) por
30 min, luego a cambios drasticos de temperatura (37 a -80 ° C) y sonicacion bajo
las condiciones de 1 pulso/segundo/3 min por 3 ciclos. Se centrifug6 a 10.000
RPM por 30 min y finalmente se almaceno el sobrenadante a - 80 °C hasta su
posterior uso. La presencia de la proteina de interés expresada en el sobrenadante
se evalué con electroforesis SDS-PAGE al 12.5% con colorante azul de

Coomassie.

IV.4. Purificacion por cromatografia de afinidad por columnas de niquel

Para purificar a la proteina rHBcAg de toda la totalidad proteica expresada se
realiz6 una cromatografia de afinidad (C.A.) con una columna de niquel de NI-
NTA (descripcién mas detallada en el manual de QIA expressionist (QIAGEN,
2003), optimizado en base al protocolo de Crowe et al., 1995 y Bornhorst y Falke,

2000; ademés incluido por Block et al., 2009).

Su matriz fue reducida al 50 % con solucién de lisis (500 mM NaCl, 10 mM
imidazol, pH 8) y luego se mezclé 1 ml de la matriz al 50 % con 4 ml del
sobrenadante del lisado celular. Se sometié a movimiento por 1 h a 4 °C (250

rpm) y luego se afiadio a la columna hasta separarse en dos fases (10 min).

Se colectaron 5ml del Flow trough (FT) conteniendo proteinas no unidas a la

columna, se lavé con 4 ml solucién de lavado (500 mM NaCl, 20 mM imidazol,
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pH 8) por veintidos veces. Luego del lavado se eluy6 el contenido con solucion de
elucion (500 mM NaCl, 50 mM imidazol, pH 8) por veinte veces. Las fracciones
obtenidas del FT, de los lavados y eluidos fueron leidas directamente en el
espectrofotometro a 280 nm. La purificacion se evalu6 con electroforesis SDS-

PAGE al 12.5% y tincion con colorante azul de Coomassie.

IV.5. Purificacion por cromatografia de intercambio idnico

Se realiz6 un paso mas de purificacion con la resina CM-Sephadex que nos
permitio una purificacion completa de la rHBcA(g, en base a su punto isoeléctrico
teorico (pi 4.6). Se utilizo solucion de glicina (10 mM) a pH 10 y pH 5 como
disolvente. La resina fue colocada en la columna y fue lavada con 5 ml de la
solucion de glicina a pH 10 por 5 veces para equilibrar el pH de la resina,
seguidamente se adicion6 2 ml del purificado eluido y se coloco sobre la columna
hasta separarse en dos fases (10 min). Se recogieron las fracciones eluidas usando

la solucion de glicina pH 10 y fueron leidas en el espectrofotometro a 280 nm.

IV.6. Inmunizacion de alpacas con la proteina purificada Core o cAgHb

Todos los experimentos descritos fueron aprobados por el Comité de Etica de
Animales de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Antes de la primera
inmunizacion se recolect6 suero pre inmune mediante la toma de una muestra de
12 ml de sangre periférica endovenosa obtenida por sistema al vacio el cual fue
almacenado a -20 °C hasta su uso. Las inmunizaciones con el antigeno se
realizaron cada semana por 2 meses y medio de acuerdo a Pardon, 2014. Antes de
cada inoculacién se procedié a mezclar el inmundgeno (proteina recombinante
Core "rHBcAg'") con un mismo volumen de adyuvante completo (primera dosis) o

incompleto (dosis restantes) de Freund para formar un emulsion homogeénea. Se
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mezclé de forma regular y constante sobre hielo usando manguerillas y jeringas
de vidrio por 1 hora. Se rasuro la zona antes de inocular, se limpid con alcohol de
70° y luego se inyectd en el lomo de la alpaca 1ml (200 pg de rHBcAg) de la
emulsion via subcutanea (primera dosis). Las inmunizaciones posteriores tuvieron
diferente concentracion: de la segunda-octava dosis se usaron con 100 pg y de la

novena a la doceava dosis se subi6 a 500 ug.

IV.7. Evaluacion de la respuesta inmune por anélisis de suero

La presencia de anticuerpos anti-HBCcAg en las muestras seroldgicas de la alpaca
inmunizada fue determinada mediante el ensayo de ELISA indirecto. Para
estandarizar el método se utilizaron variantes de antigeno, suero y conjugado
(marcado con peroxidasa) hasta obtener la sefial adecuada sobre el control (suero
pre inmune). Lo recomendable es obtener un incremento del titulo de anticuerpos
en el suero que sobrepase en sefial al pre inmune por sobre 3 veces mediante

ensayo de ELISA.

La fijacion del antigeno en la placa se realizé diluyendo el rHBcAg en Solucion
de Fijacion (Carbonato/bicarbonato, pH 9.6) para una concentracion de 800ng/300
pL. Seguidamente se afiadié 300 pL en cada pocillo de la placa de ELISA y se
incubd a 4°C durante 16 h. Luego de la incubacién se lavaron 5 veces los pozos
con Solucion de Lavado (S.L.) (Solucidn salina fosfatada 1X (PBS 1X)-Tween20
al 0.05 %, pH 7.4) y se incubd 5 min en cada lavado. Se utilizaron 100 puL de
Solucién de Bloqueo (BSA al 5 % en S.L.) en cada pocillo y se incub6 a 37 °C
por 1 hora. Posteriormente se lavaron los pocillos 5 veces con S.L. y se afiadieron
100 pL de suero diluido a 1/500 en Solucion de Bloqueo a cada pocillo. Se incubo

a 37 °C por 1 hora y luego se volvié a lavar 5 veces con S.L. De inmediato se
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afladieron 100 pL de conjugado de peroxidasa al 1/2000 en Solucién de Blogqueo
por 1 hora a 37 °C. Nuevamente se lavaron los pocillos 5 veces y se afiadieron
100 uL del sustrato TMB atemperado por 5 min a temperatura ambiente y en
oscuridad. Finalmente se inactivo la reaccion usando 50 pL de acido sulfarico 2N
y se leyo la absorbancia de la placa a 450 nm en el lector de ELISA. Cada

experimento se realizo por triplicado.

IV.8. Obtencidn de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Luego de 12 inmunizaciones y con la respuesta inmune en su maxima sefial se
extrajeron 65 ml de sangre periférica de la alpaca en tubos de EDTA por
venopuncién por sistema al vacio. Se aislaron las células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) mediante la gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque de

acuerdo a la metodologia de Castillo et al., 2011 y Gushiken, 2016.

La sangre extraida fue transportada a una cabina de flujo laminar, luego se diluyé
con un mismo volumen de Solucion de Hank’s estéril y se homogenizo
delicadamente. Los 40 ml de sangre diluida fueron adicionados con mucho
cuidado sobre un volumen de 20 ml de Ficoll-Hypaque y se centrifugd a 700 G
por 30 min. Luego de la centrifugacion se obtuvieron 3 fases separadas, la porcion
intermedia entre las 2 fases superiores fue aislada y se lavo con PBS 1X, se
centrifug6 a 1200 G por 15 min, se repitio el lavado y se centrifugé a 700 G por
15 min. Finalmente se descart6 el sobrenadante y se resuspendi6 el precipitado
blanguecino en 1ml de PBS 1X. Se cuantifico en la camara de Neubahuer con

azul de tripano.
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IV.9. Aislamiento y cuantificacion del ARN total

El ARN fue extraido de las PBMC, se diluy6 en 11 ml de Trizol y se mezcld
delicadamente hasta obtener una solucion homogénea y translicida. Se utilizo el
Pure Link RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific) de acuerdo a la
recomendacion del fabricante. Seguidamente se afiadieron 3 ml de cloroformo y
se agitd vigorosamente en vortex, se dejo incubando por 5 min a Ta. Se centrifugd

a 12 000 G por 20 min a 4 °C y se obtuvieron 3 fases.

La fase acuosa superior fue transferida a un tubo de centrifuga de 15 ml para
afiadirle el mismo volumen de etanol al 70 % y se mezclé por inversion.
Posteriormente se utilizaron 700 pL de la mezcla y se afiadieron a una columna
del kit, luego se centrifugd a 12 000 G por 15 seg y se descart6 la solucion del
tubo colector. Se repitid este paso afiadiendo 700 pL hasta utilizar todo el
volumen. Luego se lavé la columna con Solucion de lavado I, se centrifugd a 12
000 G por 15 seg y se descarto la solucion del tubo colector. Se repitié el lavado
con Solucion de lavado Il (etanol), se centrifugd a 12 000 G por 15 seg y se
descartd la solucion del tubo colector. Luego de descartar el tubo colector y
traspasar la columna a un microtubo, se eluyo la columna con 50 pL de agua libre
de ARNasas. Finalmente se cuantificd por espectrofotometria usando el equipo
NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific) y se almacen6 a -80 °C hasta su
posterior uso. Se evalud su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa al
1 % en Solucién de Tris, Borato y EDTA (TBE) que se tifié con SYBR-Green

(6X). El marcador molecular A/HindIll se someti6 a 65°C por 5 min.
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IV.10. Sintesis de ADN complementario (ADNCc)

Se us6 el kit Superscript 11l Reverse Transcriptase de Invitrogen de acuerdo a la
recomendacion del fabricante. Se utilizaron 2 pg de ARN en un RT-PCR (Reverse
Transcriptase Polymerase Chain Reaction). Fue necesario usar secuencias cortas
de Timina (Oligo-dT) para amplificar solamente el ARN mensajero que posee
secuencias de Adenina (Poli-A). Luego en la mezcla se utilizd la enzima
transcriptasa reversa Superscript 111 (Invitrogen) y se coloco6 en el termociclador
nuevamente para la sintesis de ADNc. Finalmente el producto se almacend¢ a 4 °C

y luego a - 20 °C hasta su utilizacion.

IV.11. PCR del ADNc
Se realiz6 una amplificacion por PCR solo de las secuencias de los VHH
utilizando cebadores especificos que ya fueron utilizados por otros autores (Maass

et al., 2007; Pardon et al., 2014). Los cebadores utilizados fueron (Tabla 2):

Un cebador delantero VHH-Sfi (5°-
TCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCKCAGKTGCAGCTCGTGGAGTCNGG-

3’) especifico para FR1 y dos cebadores reversos especificos de las cadenas
pesadas de los anticuerpos para la region “bisagra corta” VHH-RINot (5°-
TTGCGGCCGCTGGGGTCTTCGCTGTGGTGCG-3’) y para la region “bisagra
larga” VHH-R2Not (5’-TTGCGGCCGCTTGTGGTTTTGGTGTCTTGGG-3”)

(Maass et al., 2007; Pardon et al., 2014).
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Tabla 2. Reactivos para PCR del ADNCc.

Reactivos 1 reaccion 10 reacciones
Buffer 10 X 1 uL 30 ul
dNTPs (0.31 mM/pul) 0.8 uL 8 uL

MgCl; (6.25 mM/ul) 0.4 uL 4 uL

Primer VHH-R1Not (80 uM/ul) 0.25 uL 2.5uL
Primer VHH-R2Not (80 uM/ul) 0.25 uL 2.5ulL

H.0 5.26 uL 52.6 uL

Taq Platinum (5U/ul) 0.04 uL 0.4 uL

ADN 2 uL 20 uL

Total 10 uL 100 pL

Como se muestra en la Tabla 2 por reaccion se utilizaron 2.5 mM de MgCl», 0.25
mM de deoxinucleodtidos trifosfato (ANTPs), 20 uM de cada cebador delantero y
reverso, 0.2 unidades de enzima Taq Platinum Polymerase (Invitrogen). La
reaccion de PCR se realizd bajo las condiciones de: Un ciclo inicial de
denaturacion (94 °C por 2 min), 30 ciclos de amplificacion (94 °C por 30 seg, 58
°C por 30 seg y 72 °C por 30 seg) y finalmente un ciclo de extension (72 °C por
10 min). Los productos obtenidos fueron evaluados por electroforesis en un gel de
agarosa al 1.5 % TBE 1X (80 V, 1h y 15min) tefiida con bromuro de etidio al 2 %
y lo restante fue almacenado a 4 °C hasta su posterior uso. Los productos se
sometieron a limpieza usando el QiaQuick Gel Extraction Kit y luego se
cuantificé en el equipo Nanodrop a longitud de onda de 260 nm. Luego fueron
sometidos a consecutivas digestiones enzimaticas y cuantificacion en Nanodrop
en cada paso. Inicialmente fueron digeridos con la enzima Sfil dejandolos en
incubacion a 50 °C por 16 h. Luego se volvio a purificar con el Kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System La segunda digestion utilizo a la enzima Notl y se
incubd a 37 °C por 16 horas. Luego del tiempo la enzima se inactivé a 65 °C por

15 min y se purifico con el Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System.
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IV.12. Digestion del vector pHEN2 y ligacion con los productos de PCR

Los productos de PCR fueron clonados dentro del vector pHEN2 que es un
fagémido que posee la secuencia de la fosfatasa alcalina entre los sitios de
restriccion Sfil y Notl. El vector pHEN2 Fue donado por el Dr. Daniel Baty por
medio del Dr. Kastelic (Protein Biotechnology Group, Babraham Bioscience

Technologies, UK).

El vector pHENZ fue previamente digerido con las enzimas de restriccion para los
sitios Sfil y Notl presentes en la secuencia de pHEN2 para poder liberar el
fragmento en el que se incluiran a los VHH amplificados. Luego se realiz6 una
limpieza con el Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System. Con este
purificado se realizé una electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 % a 50 V por 6
horas para poder separar los fragmentos del vector digeridos. Luego de la
electroforesis el gel se tifi6 con bromuro de y luego se revel6 en el
transiluminador con radiacion ultra violeta (UV) y se utiliz6 un bisturi para cortar
el fragmento mayor liberado por el vector pHEN2. A partir del gel se purifico el
producto con QiaQuick Gel Extraction Kit y se cuantific6 en Nanodrop.
Finalmente se realizd una ultima digestion incubandolo con 2.6 pg de fosfatasa
alcalina (SAP) a 37 °C durante 16 h y luego se inactivé a 65 °C por 15 min y se

limpidé nuevamente con el Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System.

Los productos fueron insertados mediante ligacion en el vector pHEN2. Se utilizé
la enzima ADN ligasa del bacteriofago T4 (New England BioLabs). Y se realizd
de acuerdo a la relacion molar 1:8 de inserto/vector. Para aproximar la masa del

inserto se uso la siguiente formula:
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Masa del inserto = 8 x Tamario del inserto (pb) x Masa del vector (ng)

Tamario del vector (pb)

El tamafio del inserto es de aproximadamente 500 pb; el vector pHEN2 es
tedricamente 5877 pb y se utilizaron 100 ng de vector por cada reaccion de
ligacion. Se necesitaron 86.95 ng de inserto. Con estos datos se calcularon los
volumenes de los componentes requeridos. Se determiné tambien la tasa de error
con autoligados (ligacion sin inserto) y un control usando el genoma del
bacteriofago Lambda digerido con la enzima HindIIl (A/HindIIT). Las reacciones
de ligacion se incubaron durante 17 h a 16 °C y luego se inactivaron a 65 °C
durante 15 min. Luego se corrié una electroforesis del control de ligacién junto al
marcador de peso molecular A/HindIII en gel de agarosa 1 % TBE 1X (80 V, 1 h)

que fue tefiido con bromuro de etidio al 2%.

Se purificd el ADN de las reacciones de ligacion y auto-ligacion por precipitacion
etandlica. Se afiadio H>O grado molecular a cada reaccion hasta completar 100 pL
y se mezclaron con 300 pL de etanol absoluto. Seguidamente se afiadieron 10 pL
de acetato de sodio 3M, 10 ug de glucdgeno y se homogenizé. Se incub6 a -80 °C
por 1 hora y culminado el tiempo de inmediato se centrifugo a 16.000 G por 20
min a 4 °C. Luego se descarto el sobrenadante y se afiadieron 400 pL de etanol al
70 % y se centrifugo a 16.000 G por 5 min. Se descartd el sobrenadante y se dejo
desecando el precipitado a Ta toda la noche. Finalmente se resuspendio el
precipitado en 5 pL de H>O grado molecular libre de ARNasas y se almaceno a -

20 °C hasta su posterior uso.
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IV.13. Preparacion y electroporacion de celulas E. coli TG1 competentes

. El siguiente protocolo se realiz6 con variantes a la metodologia de Warren
(2011) con glicerol, centrifugaciones y lavados continuos con agua destilada a
bajas temperaturas. Cepas de E. coli TG1-DH5a se sembraron en placas M9 o
medio minimo (Sambrook y Russel, 2001) por agotamiento y se incubd a 37 °C
por 24 h. De las colonias que crecieron, se aisld unay se sembrd en 5 ml de 2XTY
0 medio de extracto de levadura con triptona a 37 °C por 16 h. Se utilizaron 300
uL del cultivo y se diluyeron en 300 ml de 2XTY en un matraz de 2L y se incubd
a 37 °C hasta alcanzar OD600nm de 0.9. El cultivo se repartié en 6 tubos de
centrifuga de 50 ml y se centrifug6 a 6000 G por 15 min a 4 °C. Se descarto el
sobrenadante y el precipitado de cada tubo se resuspendié suavemente en 50 ml
de agua ultra pura helada y se incubé por 30 min en hielo. Se centrifugaron a 6000
G por 15 min a 4 °C. Se descarté el sobrenadante y el precipitado de cada uno de
los 6 tubos se resuspendid suavemente en 25 ml de agua ultra pura helada, se
repartieron en 3 tubos con 50 ml y se incub6 por 30 min en hielo. Se centrifugaron
a 6000 G por 15 min a 4 °C y se descartd el sobrenadante, el precipitado de cada
tubo se resuspendio suavemente en 13 ml de agua ultra pura helada y luego se
repartio en 1 tubo con 40 ml y se incubo por 30 min en hielo. Se centrifugaron a
6000 G por 15 min a 4 °C y se descartdo el sobrenadante, el precipitado se
resuspendio suavemente en 2 ml de glicerol y se repartié en alicuotas de 60 uL y

almaceno a -80 °C durante por lo menos 10 h.

. Para la electroporacién se mezclaron células competentes de E. coli TG1-
DH5a con el plasmido pHENZ2 ligado con inserto y se incubd en hielo por 1 min.

Luego la mezcla se traspaso a una cubeta de policarbonato helada con ranura de 1
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mm? y se le sometié a un pulso de 2,5 kV, 25 pF y 200 Q (Electroporador
BIORAD). De inmediato se resuspendio la mezcla en 1 mL de medio SOC o
caldo superoptimo atemperado e incubd a 37 °C por 1 h a 250 RPM. Luego se uso
el cultivo para realizar diluciones seriadas en medio 2XTY (10-3, 10-4 y 10-5) y
se sembraron 10 pL de cada dilucién en placas con medio 2XYT-GA (medio
suplementado con glucosa al 2% y ampicilina 100 pg/ml). El volumen restante se
sembré en placas de medio 2XTY-GA de 100 mm2 y se incubaron a 37 °C por 16

h.

IV.14. PCR de colonias y Biblioteca genémica de VHH

Las placas con diluciones se usaron para estimar el nimero de recombinantes

utilizando la siguiente formula:

NuUmero de recombinantes = UFC x Volumen total x Factor de dilucion

\VVolumen sembrado

Donde UFC son las unidades formadoras de colonia.

. Las colonias contienen el vector pHEN2 maés el inserto (20 Ligandos) y
también se incluyeron 5 autoligandos y el plasmido pHENZ2 integro. A. 20
colonias elegidas al azar de la dilucion 10-4 se las sometio al siguiente
tratamiento: Fueron picadas y se diluyeron en 100 puL de agua ultra pura, se
hirvieron por 10 min, se centrifugaron por 5 min a 13000 RPM y se us6 el ADN
en el sobrenadante (1-2 pL). Las condiciones del PCR con los cebadores M13 y

AHis se muestran en la Tabla 3:
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Tabla 3. Reactivos para PCR
de 20 colonias.

Reactivos 1 reaccion 30 reacciones
Buffer 10 X 1 uL 30 uL
dNTPs (10 mM) 0.2 uL 6 uL

MgCl2 (25 mM) 1.2 uL 36 uL
Primer M13 (20 uM) 0.25 uL 7.5 uL
Primer AHis (20 uM) 0.25 uL 7.5 uL

H20 6.06 uL 181.8 uL
Taq Platinum 0.04 uL 1.2 uL

ADN 1 uL 30 uL

Total 10 ulL 300 uL

Las condiciones fueron: un ciclo inicial de denaturaciéon (94 °C por 2 min), 30
ciclos de amplificacion (94 °C por 45 seg, 64 °C por 1min 30 seg y 72 °C por 2
min) y finalmente un ciclo de extension (72 °C por 10 min). Los productos
obtenidos fueron evaluados por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 % TBE
1X (80 V, 1h y 15min) y tefiido con bromuro de etidio al 2 % para identificar los
fragmentos de VHH para la region “bisagra corta y larga” (400-600 pb). Cuando
se corrobord la presencia de las bandas para VHH se procedié a recuperar la

biblioteca.

. B. Las colonias que crecieron en las placas grandes de 100 mm? fueron
utilizadas para generar la biblioteca genémica de VHH anti-HBcAg (biblioteca
inmune). Se realizo un raspado y se diluyeron las colonias con 2ml de medio
2XT-GA y se almaceno en un tubo. Antes de criopreservarlo se prepard una
alicuota de 1ml diluido a 1/100 para leerlo en el espectrofotometro a 600 nm y
aproximar el tamarfio de la biblioteca en numero de células por 1 ml de acuerdo a

la siguiente formula (Segun Pardon et al., 2014).

NUmero de células = OD cultivo x 8 x 10% x Factor de dilucion
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Si OD600nm es 1 entonces hay 8 x 10 células / ml. Seguidamente se afiadid
glicerol hasta una concentracion final de 15% y se almacen6 a -80 °C

(criopreservada).

IV.15. Presentacion de VHH en la superficie de Fagos
Se procedio de acuerdo a la metodologia de Pardon et al. (2014) con algunas

modificaciones.

IV.15.1. Recuperacion de Fagos

. Se utilizé la biblioteca gendmica de VHH criopreservada, se descongel6
una alicuota y se diluyeron 100 puL en 80 ml de medio 2XTY-GA y se incub6 a 37
°C a 250 RPM hasta llegar a OD600nm = 0.5. Se usaron 5 mL del cultivo a OD
0.5 y se mezcl6 con 1.2 x 10'° UFP (unidad formadora de placa) de fago ayudador
VCS-M13 suavemente por inversion y se incubd por 30 min a 37 °C en reposo. El
fago ayudador permite que el fagémido pHEN2 pueda ensamblar las particulas

virales y las secuencias de VHH en la superficie de los fagos seleccionados.

Seguidamente se centrifug6 a 2800 G por 10 min a Ta y se descartd el
sobrenadante, se resuspendid el precipitado en 50 mL de medio 2XTY-AK
(suplementado con 100 pg/uL de ampicilina y 100 pg/uL de kanamicina) y se
incubd por 16 h a 30 °C a 200 RPM. Se centrifugd a 3200 G por 15 mina 4 °Cy
se salvo el sobrenadante con los fagos (40 ml) y se mezcléo con 5ml de PEG
(polietilenglicol) por inversion y se incubo en hielo por 1h. Se centrifugo a 3200
G por 15 min a 4 °C y se resuspendio en 1 ml de PBS. Almacenar maximo por 1

semana a4 °C.
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. Cuantificacion o titulacion de Fagos

Se utilizdé E. coli TG1 que no fueron sometidas a ninguna transformacién o
electroporacion, es decir sin resistencia a ampicilina o kanamicina. Se sembraron
estas células por agotamiento en placas M9 y se incubd a 37 °C por 16 h. Se aislo
una colonia y se sembr6 en 5 ml de medio 2XTY por 16 h a 37 °C a 250 RPM.
Del cultivo se utilizd 10-20 uL y se sembraron en 10 ml de medio 2XTY hasta
alcanzar un OD600nm de 0.5-0.6. Paralelamente se prepararon las diluciones de la

solucion de fagos recuperados (10, 10%y 1011,

Estas diluciones de fagos (100 pL) se incubaron con 100 pL de células E. coli
TG1 a OD 0.5 por 15 min a Ta y 10 uL de c/u se sembraron en placas 2XTY-GA
por 16 h a 37 °C y se cuantificaron usando el Nimero de Recombinantes (méas de

1012 UFC).

IV.15.2. Seleccion de Fagos

Se realizaron 3 rondas con 3 diferentes cantidades de proteina antigénica cAgHb:

1 ug, 0.8 ugy 0.5 pg.
. Dia 1:

-Se fijo el antigeno (1 pg) cAgHb diluyéndolo en 300 uL de PBS 1X a 4 °C por

16 h en pocillos de placa Maxisorb.

-Paralelamente se pic6 una colonia de una placa M9 con E. coli TG1 que no
hubiera sido sometidas a ninguna transformacion o electroporacion y se sembro

en medio 2XTY por 16 h a 37 °C a 250 RPM.

48



. Dia 2:

-Se retir6 el contenido de cada pocillo con micropipeta y se lavo con 300 uL PBS
1X-Tween al 0.05 % (PBS 1X-T) 5 veces por 5 min. Se descartd el lavado y se
bloqued con 100 pL de BSA al 3 % en PBS 1X-T en cada pocillo de la placa y se
incubd a 37 °C por 1 h. A la par se bloqued en un microtubo la solucién de fagos
obtenidos en la recuperacion (150 uL) con 150 puL de BSA al 6 % en PBS 1X-T a
Ta y se agitd suavemente por 1 h. Se retird el bloqueo de la placa y se afiadieron
100 pL de solucién de fagos bloqueadas y se incubd a Ta por 1 h. Se lavaron los
pocillos de la placa 10 veces con 300 puL de PBS 1X-Tween al 0.1 % y 2 veces
con 300 pL de PBS 1X (suavemente y despacio). Se eluy6 anadiendo 100 pL de
Trietilamina (TEA) a 100 mM y se incub6 por 10 min a Ta. Se retir6 el eluido y
se mezcld en un microtubo con 200 pL de Solucion Tris a pH 7.4 para
neutralizacion. Se afiadié nuevamente 100 pL de Trietilamina (TEA) a 100 mM y
se incubd por 10 min a Ta. Se retird el eluido y se mezcl6 en otro microtubo con
200 pL de Solucion Tris a pH 7.4 para neutralizacion. Se juntan las eluciones

hasta obtener 600 pL de eluido.

-Células E. coli TGI1: Paralelamente se utilizaron 300 pL del cultivo del dia
anterior y se diluyd en 30 ml de 2XTY e incubo a 37 °C a 250 RPM hasta OD 0,5.
Posteriormente se usaron 10 ml del cultivo a OD600nm 0,5 y se incubd con 200
uL de eluido por 1 h a 37 °C (30 min agitacion suave y 30 min en reposo). Se
centrifugo a 1350 G por 10 min y se resuspendio en 1 ml de medio 2XTY. Se
prepararon diluciones (10-3, 10-4, 10-5 y 10-6) en medio 2XTY-GA para sembrar
50 uL en placas 2XTY-GA. Lo restante del resuspendido se sembro en una placa

2XTY-GA con 100 mm2 y se incubé a 37 °C por 16 h.
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. Dia 3:

-Se recuperaron las colonias crecidas en la placa grande haciendo un raspado y
diluyéndolas con 2ml de medio 2XT-GA. Se guardaron 50 uL del cultivo y lo
restante se criopreservo con glicerol a concentracion final de 15 % (Sub-

Biblioteca 1).

Se diluyeron 50 pL de esta raspado en 50 ml de 2XTY-GA y se incubd a 37 °C a
250 RPM hasta alcanzar OD600nm 0.5. Del cultivo se usaron 5 ml a OD 0.5y se
mezclé con 1.2 x 10%° UFP (unidad formadora de placa) de fago ayudador VCS-
M13 suavemente por inversion y se incub6 por 30 minutos a 37 °C en reposo. Se
centrifugd a 1000 G por 10 min a Ta y el precipitado se resuspendi6é en 50 ml de

2XTY-AK por 16 h 30 °C a 250 RPM.

-A la par se sembrd una colonia de E. coli TG1 de la placa M9 no sometida a
ninguna transformacién o electroporacién y se sembré en 5 ml de medio 2XTY

por 16 h a 37 °C a 250 RPM.
. Dia 4:

-El cultivo se centrifug6 a 1750 G por 30 min a Ta, se salvo el sobrenadante con
Solucion de Fagos y se precipité con PEG. Se usaron 40 ml del sobrenadante con
10 ml de PEG y se mezcl6 por inversion suavemente. Se incubd en hielo por 1h,
se centrifugd a 1750 G por 30 min a 4 °C y se resuspendié en 1 ml de PBS 1X. El
resuspendido contiene los Fagos y se utilizé para preparar diluciones (10°, 100y

1011 en PBS 1X. Lo restante se almaceno a 4 °C para las siguientes 2 rondas.

- Células E. coli TG1: Se utilizé 10-20 uL del cultivo del dia anterior y se

sembraron en 10 ml de medio 2XTY hasta alcanzar un OD600nm de 0.5. Se
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usaron 100 uL de las diluciones recién preparadas del resuspendido de los fagos
(10°, 101° y 1011) y se incubaron con 100 pL del cultivo a OD 0.5 por 15 min a
Ta. Se usaron 10 uL de cada incubacion y se sembraron en placas 2XTY-GA por
16 h a 37 °C, se cuantificaron usando el Numero de Recombinantes (108-10%
UFC) y se recuper6d una sub-biblioteca por cada ronda como en V.14. (B). Se

repitié el procedimiento de V.15.2. para la segunda (0.8 pg) y tercera ronda (0.5 ug).

IV.16. ELISA de Fagos

IV.16.1. Recuperacion de fagos

De la placa dilucion 10° obtenida en el dia 4 de la tercera ronda se picaron
aleatoriamente con un mondadientes 96 colonias y se sembraron en 100 pL de
medio 2XTY-GA de 96 pocillos de una placa de cultivo 1 (PC1) fondo plano. Se
sell6 con una lamina porosa e incub6 por 16 h a 30 °C a 125 RPM. Al dia
siguiente se prepar6 otra placa de cultivo 2 (PC2) con 96 pocillos de fondo
concavo y se afiadieron 248 pL de 2XTY-GA a cada pocillo. Luego se diluyeron 2
pL de la PC1 en el medio 2XTY-GA de la segunda PC2. A la PC1 se afiadio
glicerol hasta una concentracién de 15 %, se sell6 con parafilm y se criopreservo a
-80 °C. Se incubd la PC2 por 2 h'y 30 min a 37 °C a 250 RPM hasta OD 0.5 y
luego se afiadio fago ayudador VCS-M13 con 1.2 x 1010 UFP (unidad formadora
de placa) y se mezclé suavemente por inversion e incub6 por 30 min a 37 °C en
reposo. La placa PC2 se centrifugd a 1000 G por 10 min a Ta, se descarto el
sobrenadante y el precipitado se resuspendi6 en 150 uL de 2XTY-AK. Se incubd
por 16 h a 30 °C a 125 RPM. La PC2 se centrifug6 a 1000 G por 10 mina Ta 'y se

uso el sobrenadante que contiene los Fagos para el ensayo de ELISA.
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IV.16.2. ELISA

Se fijaron 800 ng del antigeno HBcAg en 95 pocillos (uno fue destinado para el
control interno) con 300 pL de Solucién de Fijacion a 37 °C por 1 h. También se
fijo otra placa control con 800 ng de la proteina no relacionada BSA en 95
pocillos con 300 pL de Solucion de Fijacion a 37 °C por 1 h. Se dejo6 un pocillo en
cada placa para tener un control interno en el que no se afiadié ninguna solucion

de Fagos.

Se lavaron de forma seguida 5 veces ambas placas con 300 uL PBS-T 0.05 % (sin
incubacion). Se anadié 50 pL de solucion de bloqueo de Leche al 4 % en PBS-T
0.05 % a cada pocillo y luego se anadieron 50 uL de fagos del sobrenadante de
cada pocillo de la PC2. Se incubd por 1 h a 37 °C y se lavaron nuevamente 5
veces con 300 uL PBS-T 0.05 %. Se afiadio 200 pL del anticuerpo monoclonal
anti-M13 conjugado a HRP diluido a 1:5000 en Leche al 2 % y se incubd por 1 h
a 37 °C. Se lavaron nuevamente 5 veces con 300 pL PBS-T 0.05 % y se afiadid
100 pL de una solucién de sustrato TMB atemperado a cada pocillo y se incubo
por 10 min en oscuridad a Ta. Finalmente se inactivo la reaccion usando 50 pL de
acido sulfarico a 2 N y se leyo la absorbancia de la placa a 500 nm en el lector de
ELISA. De las ELISA positivos se eligieron a las que tengan sefial positiva
(HBcAgQ) 2 veces mayor que el negativo (BSA) y se realiz6 un PCR de las

elegidas utilizando 2 pL de la placa madre PC1.

IV.17. PCR y secuenciamiento de los anticuerpos VHH seleccionados

Tras el ensayo de ELISA de confirmacion, 2 pL de cada subclona o colonia

positiva procedente de la placa PC1 se incubd en 5 ml de medio 2XTY-GA a 37
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°C por 16 h a 250 RPM. Luego del tiempo de incubacion se utilizaron 100 pL del
cultivo del dia anterior y se hirvio por 10 min. Se centrifugd a 800 G por 5 min'y
se utilizaron 1-2 pL del sobrenadante para la reaccion de PCR utilizando los
cebadores M13 y Ahis a condiciones de un ciclo inicial de denaturacion (94 °C
por 2 min), 30 ciclos de amplificacion (94 °C por 45 seg, 64 °C por 1min 30 seg y
72 °C por 2 min) y finalmente un ciclo de extension (72 °C por 10 min). Los
productos obtenidos fueron evaluados por electroforesis en un gel de agarosa al
1.5% TBE 1X (80 V, 1h y 15min) para identificar los fragmentos de VHH para la
region “bisagra corta y larga” (600-800 pb). Las bandas que se encontraran

degradadas o que no correspondian fueron descartadas.

Se seleccionaron las secuencias que hayan mostrado alguna banda
correspondiente a las bisagras, 21 secuencias nucleotidicas de los VHH fueron
enviadas a la empresa MACROGEN para ser secuenciadas por el método de
Sanger y ser analizadas bioinformaticamente. EI programa MEGA
(https://www.megasoftware.net/) nos permitié traducir los secuenciamientos y
expresarlos en aminoacidos para luego alinearlos y determinar sitios conservados
y variables y/o VHHs que se hayan repetido. También se analizaron las
secuencias traducidas a aminoacidos en el BLASTP para compararlas con la base
de datos del NCBI y corroborar su semejanza con secuencias de cadenas pesadas

de alpaca.
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V. RESULTADOS

V.1. Expresiony purificacion de rHBcAg en cepas E. coli BL21 mediante
Cromatografia de Afinidad (C.A.) y de Intercambio I6nico (C.1.1.)

Como se menciono en Metodologia IV.4 y 5., la proteina recombinante rHBcAg
posee un peso molecular tedrico de 21 kDa. Sin embargo, con la adicion de una
etiqueta de poli-histidina deberia mostrar un peso molecular entre 20-25 kDa. Se
utilizaron cepas recombinantes de E. coli BL21 transformadas con el vector
pET28a y se indujo y sobreexpresé la rHBcAg con IPTG. La induccion de la
proteina fue evaluada con electroforesis SDS-PAGE 12.5 % (Fig. 11a). La
purificacién parcial y gradual por C.A. por columnas de Niquel-Nitrocelulosa (Ni-
NTA) (Fig. 11b) y una purificacion total de los eluidos obtenidos por C.A. por

C.L1. por resinas de Carboximetil-Sephadex (Fig. 11c).
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Figura 11. Expresion y purificacién de rHBcAg en cepas E. coli BL21. Se realizé una
electroforesis SDS-PAGE de las muestras obtenidas al purificar la rHBcAg (A) M: marcador de
peso molecular (Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards -Bio-Rad) con los tamafios
indicados a la izquierda; lisados celulares de E. coli BL21 sin IPTG (-) y con IPTG por 5 horas
(+). (B) Purificacion por C. A. con columnas de Ni-NTA con los carriles M, FT. (Flow Trough o
Solucidn con proteinas mayoritarias), W1. (Primer lavado en la columna Ni-NTA), W2. (Segundo
lavado en la columna Ni-NTA), EA. (Proteinas eluidas parcialmente con C.A. en la columna Ni-
NTA). Y el carril EI. (EA. Repurificadas con C.l1.1.). (C) Purificaciéon por Cromatografia de
Intercambio 16nico (C.1.1.) con los carriles M, EAL (Proteinas eluidas parcialmente con C.A.) y
El1 (Proteinas eluidas totalmente con C.1.1.).
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La concentracion del eluido por Cromatografia de Afinidad fue de 1 mg/ml y del
eluido por Intercambio I6nico fue de 0,9 mg/ml. La muestra colocada en la
electroforesis SDS-PAGE al 12.5 % fue de 10 uL con 9 pg de proteina purificada
Core, rHBCcAg. Se aprecia la banda purificada de rHBcAg entre 20-25 kDa

(Figura 11c).

V.2. Respuesta inmunoldgica en Alpacas
El seguimiento de la respuesta inmune de las alpacas inmunizadas con rHBcAg se

realiz6 de manera semanal mediante ELISA, tal como se describe en V.6.

Abs 450nm

0.40
0.30
0.20 011 0.15
' 0.08 0.08
0.00
0 1 2 3 4 A G T ] G 10

Semanas

Figura 12. Respuesta inmune contra rHBCA(Q. Se evaluaron 10 uL de suero de alpaca mediante
ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos contra la proteina rHBcAg. Antes de iniciar con las
inoculaciones se analizo el suero pre inmune de la semana 0 con D.O. de 0.11 abs y se utilizé como base para
monitorear el aumento de la sefial con cada inoculacion (de la semana 1-10) hasta alcanzar la maxima D.O.
que fue de 0.47 abs en la semana 10. Los datos de D.O. obtenidos se leyeron a 450 nm.

Como se aprecia en la Figura 12 se tomaron muestras de suero de la alpaca cada
semana por 2.5 meses y se evaluaron usando dilucién a 1/500 por ensayos de

ELISA indirecto a 450 nm para detectar el aumento de los titulos de anticuerpos

55




contra la proteina antigénica rHBcAg. Se utilizd de referencia inicial al suero pre

inmune de la semana 0 con una D.O. de 0.11.

Como se aprecia luego de la primera inoculacion de la semana 1 (200 pg) la senal
se elevo levemente con una D.O. de 0.15 abs respecto al pre inmune. Las
siguientes inoculaciones (semana 2-7) se realizaron usando una dosis de 100 ug y
como se observa la sefial se mantuvo igual o menor a 0.08 abs. Se incremento la
dosis del antigeno hasta 500 pg a partir de la semana 8 con lo que se logro elevar
la sefial por sobre el suero pre inmune. Esta respuesta corresponderia a las 1gG
gue mostraron un aumento de la D.O. en la semana 8 (0.26 abs) por sobre el doble
del suero pre inmune y luego se continuo con la misma dosis para las semanas 9
(0.44 abs) y 10 (0.47). En la semana 10 se obtuvo la maxima D.O. que fue de 0.47
y era 4.5 veces mayor que la D.O. de la sefial del suero pre inmune de 0.11 abs. Al
alcanzar un aumento de sefial de méas de 4 veces respecto al suero pre inmune se
procedid a extraer sangre periférica para la generacién de la biblioteca de

nanocuerpos especificos contra el rHBcAg.

V.3. Células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
Segun el protocolo 1V.8. se purificaron las PBMC cuando se alcanzé el pico mas
elevado de la respuesta inmune. Se obtuvieron 1.0 x 10® células/ml de Trizol que

fueron utilizadas para la extraccion de ARN total.

V.4. Integridad del ARN total extraido
El ARN total extraido de cuatro alicuotas de acuerdo a cada concentracion y

volumen fue de 14.01 ug. Los resultados de la medicion de la concentracion de
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ARN en el Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) mediante espectrofotometria

brindaron los siguientes valores (Tabla 4):

Tabla 4 . Eluidos luego de la extraccion de ARN con Trizol.

Alicuotas de ARN Al A2 A3 A4
Concentracion (ng/uL) 193.1 186.8 149 1715
Contaminantes proteicos (260nm/280nm) 1.95 1.85 1.88 2.12
Contaminantes organicos (260nm/230nm) 1.9 2.1 1.9 1.9

Como se observa se cuantificaron los eluidos y se eligio la concentracion de 171.5

ng/uL. (A4) por tener el maximo de A260nm/A280nm, lo que nos indicaria que

para A4 el ARN se encuentra puro y con un nivel bajo de contaminantes

proteicos.

La calidad del ARN de acuerdo a la metodologia descrita fue monitoreada

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %. En la Figura 13 se aprecian 2

bandas intensas separadas en el gel cada uno correspondiente al ARN ribosomal

de la subunidad mayor (28 S) y menor (18 S).
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Figura 13. ARN total extraido de las PBMC. Electroforesis en gel de agarosa al 1 %. Los
carriles contienen M: 10 pL. de marcador A/HindIll, 1 y 2 con alicuotas de 5 uL y 3 y 4 con
alicuotas de 10 pL de ARN a 171.5 ng/uL; carril 5: control negativo solo con agua libre de

ARNasas.
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La alicuota A4 usada en todos los carriles mostré dos bandas que es el resultado
esperado, esto nos indicaria que el ARN se encuentra puro. Se asumio que el

ARNmM fue extraido dptimamente y se encuentra integro.

V.5. Sintesis y PCR de ADNc
La sintesis se realizo con 1.7 ug de ARN extraido para cada reaccion y luego se
utilizé el ADNc para amplificar mediante PCR. Se someti6 a electroforesis gel de

agarosa al 1.5 % en TBE 1X como se aprecia en la Figura 14.
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Figura 14. ADNc de anticuerpos VHH amplificados por PCR. Los amplicones fueron
analizados por electroforesis al 1.5 % de TBE 1X Los carriles son M: marcador lambda/Hindlll a
150 ng, Carril 1: ADNc del VHH amplificado por PCR para cebador especifico de bisagra corta
(~400 pb). Carril 2: ADNc del VHH amplificado por PCR para cebador especifico de bisagra larga

(~500 pb).
Se asumio que el aislamiento de anticuerpos VHH fue exitoso ya que los

cebadores usados en el PCR son especificos de IgG de cadena pesada y cada uno
pudo amplificar a las 1gG2 e 1gG3. La electroforesis mostro la presencia de una
banda entre 450-500 pb (carril 1) correspondiente a la region bisagra larga de la

IgG2 y otra banda entre 550-600 pb (carril 2) correspondiente a bisagra corta de la

19G3.
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V.6. Preparacion del plasmido pHENZ2 y digestion de los VHHs amplificados
Como se observa en la Figura 15 el vector pHEN2 sufrié dos digestiones

enzimaticas que permitieron liberar fragmentos de diferentes tamafios.

Vector
5 N s & § pPHEN2 con
k& ” 4 s ¢ S digestion
simple (Sfil).
60 b -
sogg ib - [ - - = E
LW - -t
3000 pb - [ «
2000 pb Vector pHEN2
con digestion
Vector pHEN2 no doble (Sfil y
digerido (2852 pb). _— - - . a Notl).
1500 pb -

Figura 15. Digestién del vector pHEN2 con enzimas de restriccion Sfil y Notl. Se realizé
una Electroforesis al 0.8 % de TBE 1X durante 6 h a 50 V para poder aislar el fragmento que se
liber6 luego de la doble digestion del vector pHEN2. Se utilizaron 10 pg de pHEN2 en la lera
digestién con Sfil y luego se digiri6 con Notl para separarlo en 2 fragmentos. Carrill: Vector
PHEN?2 integro, carriles 2, 4, 6 y 8: pHEN2 digerido por Sfil (lera digestion), y 3,5, 7 Y 9:
pHEN2 digerido por Sfil y Notl (2da digestion), banda superior con peos tedrico de 4499 pb y la
banda inferior de 1378 pb.

En la Figura 15 se observa que en el carril 1 el vector pHENZ circular no digerido
presenta un peso aproximado de 2852 pb y en los carriles 3, 5, 7 y 9 se aprecia el
vector pHEN2 que con la digestion doble se ha separado en dos bandas: de peso

4499 pb y otro fragmento mas pequefio de peso de 1378 pb.

El gel fue cortado para aislar el fragmento de la banda superior del vector digerido
doblemente y luego se limpid y cuantifico. Se obtuvieron 2.52 pg de vector
pPHEN2 digerido. Luego de la siguiente digestion con SPA (Shrimp Alkaline
Phosphatase), limpieza y cuantificacion se obtuvieron 2.22 ug de vector pHEN2
purificado. Fue utilizado para la ligacién con el VHH amplificado. En la Figura

16 se aprecia al vector pHENZ2:
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Figura 16. Estructura del vector fagémido pHEN2 (Qi et al., 2012). EI vector circular pesa
aproximadamente 5877 pb y posee 3 sitios de restriccion Sfil, Notl y SPA y en el intermedio se
aprecia el lugar donde se ligard al VHH amplificado.

Los VHHs amplificados también fueron digeridos con las enzimas Sfil y Notl.
Luego de la digestion y la limpieza se logr6 obtener un lote con 0.207 ug del
VHH amplificado que se us6 como inserto en la ligacion con el vector pHEN2

previamente digerido.

V.7. Ligacion y recombinantes

Se utilizé la metodologia de 1V.12. para realizar la ligacion a menor escala del
inserto (86.95 ng) con el vector pHEN2 (100 ng) ambos digeridos y purificados.
El vector con el inserto “VHH” integrado es llamado vector recombinante y se
usé para transformar bacterias E. coli TG1 (metodologia 1V.13). Posteriormente
se realizd otra ligacion a mayor escala con mayor cantidad de inserto (260 ng) y
vector pHENZ (300 ng) para obtener la mayor cantidad de bacterias transformadas

para la Biblioteca Genémica 1 (BG1).

-El nGmero total de UFC de la BG1 criopreservada fue de fue 8 x 107 con una

concentracion de células de 1.2 x 10% células/ml.
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De una de las placas usadas para realizar el conteo de las UFC se escogieron de
forma aleatoria 20 colonias recombinantes y 5 colonias autoligadas (sin inserto)

para realizar un PCR de confirmacion el cual fue comprobado mediante

electroforesis de agarosa al 1.5 % (Figura 17).
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Figura 17. PCR de las colonias transformadas con el vector pHEN2 recombinante.
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % de los productos de PCR-colonia para confirmar la presencia del

inserto clonado en 20 colonias recombinantes y 5 colonias autoligadas. 1: Marcador 100 pb; 2: fagémido
pHEN2; Recombinantes: colonias 1-22; Autoligadas: 23- 27.

Como se observa en la Figura 17, de las 20 colonias analizadas por PCR hubo
ligacion en 17 ya que mostraron un fragmento entre 500-700 pb, tamafio esperado

utilizando los cebadores especificos para bisagra corta (638 pb) y largo (738 pb)

como se muestra a continuacion (Ver Figura 16).

e Ligacion 1: 400 pb (VHH Bisagra corta) + 238 pb (Regién 2) = 638 pb
e Ligacion 2: 500 pb (VHH Bisagra larga) + 238 pb (Region 2) = 738 pb
Por otro lado, se observaron errores en la ligacion en los carriles 15, 16 y 17

donde dos insertos no se ligaron y donde una muestra estaba degradada. En los

autoligados hay 4 bandas (carriles: 23, 24, 26 y 27) entre 1400-1500 pb (Region
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1+2 sin VHH aprox. 1472 pb) que es lo esperado y una muestra autoligada

degradada (carril 25).

De estas colonias recombinantes se recuperé otra Biblioteca Gendmica
recombinante 2 (BGr2) con un numero de recombinantes de 4.4 x 10" UFC y con
una densidad celular de 8 x 10%° células/ml. A partir de estos resultados se
continud con el proceso de amplificacion con biblioteca de fagos para expresar el
VHH en forma de proteina en la region terminal del virus fago ayudador VCS-

M13.

V.8. Recuperacion y Presentacion de Fagos

« Se us6 la BGr2 para enfrentarlos al fago ayudador VCS-M13 como se
menciona en el protocolo de 1V.15.1., luego se determind el nimero de fagos
recuperados que infectaron a las colonias y que expresaban el anticuerpo VHH. Se
recomienda trabajar preferentemente con un promedio superior a 102 Se

contabilizo la solucion de fagos inicial y se obtuvieron de 2.18 x 10,

» Para seleccionar los Fagos que hayan expresado el VHH especifico contra
rHBcAg se realizaron 3 procesos de seleccion en la que cada ronda utilizaba una
placa con pocillos donde se fijaron 3 diferentes cantidades de antigeno rHBcAg
(IV.15.2.). Antes de iniciar y tras cada paso, se titulé la cantidad de fagos
recuperados como se muestra en la Tabla 5. Se inici6 con 2.18 x 10 fagos

recuperados.
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Tabla 5. Seleccion de fagos especificos contra antigeno Core o rHBCAGg.

Ronda 1 (1 pg antigeno) Ronda 2 (0.8 pg antigeno) Ronda 3 (0.5 pg antigeno)
Fagos Fagos Fagos Fagos Fagos Fagos
iniciales seleccionados |iniciales seleccionados |iniciales seleccionados
Numero de
Fagos 2.18 x 10™ 4.28 x 10° 3.66 x 101 1.35 x 10° 1.11 x 10% 2.32 x 108

La Tabla 5 nos muestra como se utilizaban fagos que expresaban el VHH
especifico y como con cada ronda se enriquecio la poblacion de fagos
recombinantes que exponian VHH y cédmo aumentaron un orden de magnitud de
la primera a la segunda ronda (10° a 10°%) manteniéndose luego constante. Se
utilizo el protocolo de V.14. (B) con las colonias infectadas que crecieron en las
placas 2XTY-GA obtenidas de la ultima ronda de seleccion para generar la sub-

biblioteca 111 con 2.32 x 108 UFC.

V.9. ELISA de Fagos

Se utilizé la sub-biblioteca Il (E. coli infectadas con los fagos) para plaquear a
diferentes diluciones (10, 102 y 10'%) o también se podia haber utilizado una

placa obtenida de la tercera ronda de seleccion.

Se utilizaron 96 colonias obtenidas de la tercera ronda de seleccion escogidas
aleatoriamente para realizar el ELISA de fagos y se utiliz6 una proteina no
relacionada suero bovino albumina (BSA) como control negativo. Este protocolo
se realiz6 en 2 placas con pocillos para la siembra de 48 colonias, con el objetivo
de ampliar el analisis de busqueda de acuerdo a V.16.1. De esta manera, se

descartaron las colonias inespecificas.

De las 96 colonias analizadas se encontrd que 44 colonias fueron positivas contra

Core 0 rHBCAg Yy negativas para el control BSA con una diferencia superior o
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igual a 3 en absorbancia. Las Tablas 6 y 7 y Figuras 18 y 19 muestran los datos

de DO obtenidas en el ELISA de fagos en las placas 1 y I1.

En la Placa | se observé que la colonia con mayor diferencia en sefial es la 26 con
5.03 veces mas que el negativo (Fig. 18) y en la Placa Il hay colonias con una
diferencia mucho mayor en sefial como la 79, 94 y78 con 59.92, 50.75 y 36.41
veces mas que el negativo respectivamente; también la colonia 55 fue positiva al

haber obtenido una sefial con 6.47 veces mas por sobre el negativo (Fig. 19).

En la Tabla 6 se pueden apreciar los datos de la D.O. obtenidas en el ELISA de
fagos luego de que los VHHSs expresados en 48 subclones de fagos reconocieran a
rHBcAg. Ambas D.O. fueron leidas a 450 nm y se consideraron a las subclones
positivas cuando presenten una diferencia en la D.O. de 3 0 mas respecto del

control negativo.
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Tabla 6. Resultados del ELISA de fagos de las colonias 1-48.

rHBcAg |BSA |OR rHBcAg |[BSA |OR
1 0.079 0.056 |1.41 o5 |3.345 2.247 |1.49
2 1.281 0.349 |3.67 26 |1.237 0.246 |5.03
3 3.303 3.327 0.99 27 |3.56 3.345 |1.06
4 0.441 0.093 |4.74 28 |0.134 0.06 |[2.23
5 3.526 3.053 1.15 29 10.062 0.046 |1.35
6 0.314 0.075 |4.19 30 |1.585 0.409 |[3.88
7 3.457 2757 |1.25 31 |1.764 2.173 |0.81
8 3.324 1522 |2.18 32 [3.45 2.101 |1.64
9 3.593 3.468 |1.04 33 |3.704 3.508 |1.06
10 0.147 0.069 |2.13 34 |3.542 3.244 |1.09
11 0.543 0.154 |3.53 35 |3.528 276 |1.28
12 1.474 0.37 3.98 36 |3.525 3.154 |1.12
13 1.49 1.16 1.28 37 |3.187 271 |1.18
14 0.127 0.073 |1.74 38 [0.11 0.051 |2.16
15 2.038 0.483 |4.22 39 |3.378 2.061 |1.64
16 1.118 0.258 |4.33 40 |[351 2.785 |1.26
17 3.581 3.1 1.16 41 |1.354 1.493 [0.91
18 0.918 0.234 |3.92 42 |0.12 0.068 |1.76
19 3.457 3.062 |1.13 43 |3.328 2.454 |1.36
20 3.603 2.796 1.29 44 13.291 1.666 |1.98
21 3.437 2.468 |1.39 45 |3.862 1.226 |3.15
22 0.849 0.222 |3.82 46 |3.438 2.796 |1.23
23 3.324 1.756 |1.89 47 |3.407 2.303 |1.48
24 0.05 0.046 1.09 48 |1.846 0.611 |3.02
Blanco | 0.056 0.078

Valores de absorbancia a 450 nm de las clonas correspondientes a la placa 1. Se resaltan
las clonas con valores superiores por sobre 3 veces los controles negativos.

Los resultados del ELISA de fagos de la Tabla 6 se muestran en la Figura 18
esquematizadas para poder visualizar con mayor facilidad las diferencias
significativas de rHBCcAg respecto a BSA en algunas subclones (envueltas con
circulos rojos). En la Tabla 7 se pueden apreciar los datos de la D.O. obtenidas en

el ELISA de fagos luego de que los VHHSs expresados en 48 subclones de fagos

reconociera a la proteina recombinante rHBCcAg.
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Tabla 7. Resultados del ELISA de fagos de las colonias 48-96.

rHBcAg |BSA |OR Core |rHBcAg |OR
49 3.463 3.277 |1.06 73 0.95 0.232 4.09
50 1.065 0.264 |4.03 74 3.618 |3.438 1.05
51 0.962 2075 [0.46 75 3.549 |3.312 1.07
52 1.122 0.255 [4.40 76 3.624 |2.88 1.26
53 3.429 3.046 |1.13 77 3.63 3.349 1.08
54 3.278 1.897 |1.73 78 3.423 |0.094 36.41
55 1.313 0.203 |6.47 79 3595 |0.06 59.92
56 0.684 0.175 |[3.91 80 173 |0.469 |3.69
57 1.061 0.35 3.03 81 1374 |0.395 |3.48
58 1.442 0.349 |4.13 82 0.117 |0.072 |1.63
59 3.56 3.149 [1.13 83 3.387 |(2.414 1.40
60 0.79 0.487 |1.62 84 354 |3208 |1.10
61 1.948 0.641 |[3.04 85 0 0
62 3.633 3.519 |[1.03 86 3.384 (1,944 1.74
63 0.052 0.054 |0.96 87 2078 |1.462 |1.42
64 0.132 0.083 |[1.59 88 3.406 |2.408 1.41
65 2.832 0.928 |3.05 89 0945 |0911 |1.04
66 0.12 0.143 [0.84 90 0 0 0.00
67 3.503 3.182 |1.10 91 1.252 |0.389 [3.22
68 3.717 3.379 |1.10 92 3286 |2.052 |1.60
69 2.769 1.259 |2.20 93 0 0 0.00
70 3.523 2732 |1.29 94 2588 |0.051 |50.75
71 3.56 3116 |1.14 95 0.493 |0.42 1.17
72 3.437 3.253 |1.06 96 0.056 |0.078 |0.72
Blanco |0.056 |0.078

Valores de absorbancia a 450 nm de las clonas correspondientes a la placa 2. Se resaltan
las clonas con valores superiores por sobre 3 veces los controles negativos.

Los resultados del ELISA de fagos de la Tabla 7 se muestran en la Figura 19
esquematizadas para poder visualizar con mayor facilidad las diferencias
significativas de rHBCAg respecto a BSA en algunas subclones: marcadas con

circulos rojos son las clonas positivas
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CONTROL Abs ELISA de Fagos Placa 1
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Figura 18. Seleccion de Fagos recombinantes que expresaron el VHH contra rHBcAg mediante ELISA de fagos |. Comparacion de DO. de los resultados del
ensayo de ELISA (450 nm) de fagos evaluados para 1-48 colonias (Placa I) contra core (barra azul) y BSA (barra roja). Se usé como antigeno a rHBcAg y como control
negativo, BSA. Se marca con circulos rojos los fagos que reaccionaron con Core y mostraron una absorbancia 3 veces mayor o méas con respecto al control negativo BSA. Se
aprecia en la Tabla 6.
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ELISA de Fagos Placa 2
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Figura 19. Seleccion de Fagos recombinantes que expresaron el VHH contra rHBcAg mediante ELISA de fagos 11. Comparacién de DO. de los resultados del
ensayo de ELISA (450 nm) de fagos evaluados para 49-96 colonias (Placa I1) contra core (barra azul) y BSA (barra roja). Se usé como antigeno a rHBcAg del VHB y como
control negativo se utiliz6 la proteina BSA. Se marca con circulos rojos los fagos que reaccionaron con Core y mostraron una absorbancia 3 veces mayor o mas con respecto
al control negativo BSA. Se aprecia en la Tabla 7.
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V.10. PCR colonias con Fagos recombinantes

De las 44 colonias recombinantes evaluadas por ELISA de fagos se seleccionaron
27 para analizar por electroforesis en agarosa al 1.5 % en TBE 1X para identificar
las bandas de los VHH que deberian contener en su plasmido (Figura 20). Luego,

de acuerdo al protocolo V.14. (A) se sometieron a PCR.

M1 23 45 678910 111213141516171819 20212223 24 25 26

H;r.“ﬁuinﬁliﬁl-un....ﬂ' SXr

-
-
o
1000bp =
100bp =
A00kp —
B00bp - |
400bp =

300bp =
Figura 20. Colonias seleccionadas amplificadas por PCR. Electroforesis en gel de agarosa al
1.5 % de los productos de PCR de las 21 colonias positivas de ELISA de fagos para confirmar la
presencia del inserto VHH. Solo se eligieron las colonias con bandas integras en el recuadro rojo.
M: Marcador 100 pb; 1-27: recombinantes.

Como se observa que la Figura 20 estan presentes las bandas entre 500-700 pb
que es lo que corresponde al inserto de VHH. Las colonias seleccionadas por
motivos de calidad de banda (IV.17) fueron solamente 21 (1, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 y 22) y se mandaron a secuenciar a

MACROGEN.

V.11. Analisis de secuencias
Las 21 subclones seleccionadas a las que se realizaron PCR se analizaron con el software

Mega. Como se muestra en la Figura 21 se alinearon las secuencias nucleotidicas

obtenidas de los 21 sub clonas seleccionadas.
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En la Figura 21A se observo que las 21 secuencias tuvieron por lo menos un
residuo diferente en la alineacion aunque también se evidenciaron sitios
conservados. Se realiz6 una busqueda en la base de datos del BLASTn del NCBI
y las 21 subclones tuvieron coincidencias en la base de datos en su mayoria con
secuencias nucleotidicas de cadenas pesadas de inmunoglobulinas G y M de

alpaca.

Se realiz6 una traduccion in silico y se obtuvieron 21 secuencias aminoacidicas
putativas, con las que también se realizé una busqueda en el BLASTp y se
obtuvieron resultados similares. Coincidencias con las cadenas proteicas de
dominio pesado de las inmunoglobulinas G de alpacas. Luego de la alineacion en
el MEGA (Figura 21B) se identificaron 11 secuencias aminoacidicas que
coincidieron en la totalidad de residuos (repeticiones) y 10 secuencias diferentes
entre si “aGnicas”. Lo que nos indica que la biblioteca cuenta con diversidad de

anticuerpos VHH especificos contra rHBCAQ.
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ALINEAMIENTO NUCLEOTIDICO DE LAS 20 SECUENCIAS

Secuencia 01_AHisF:
Secuencia 02_AHisF:
Secuencia 03_AHisF:
Secuencia 04_AHisF:
Secuencia 05_AHisF:
Secuencia 06_AHisF:
Secuencia 07_AHisF:
Secuencia 08_AHisF:
Secuencia 09_AHisF:
. Secuencia 10_AHisF:
. Secuencia 11_AHisF:
. Secuencia 12_AHisF:
. Secuencia 13_AHisF:
. Secuencia 14_AHisF:
. Secuencia 15_AHisF:
. Secuencia 16_AHisF:
. Secuencia 17_AHisF:
. Secuencia 18_AHisF:
. Secuencia 19_AHisF:
. Secuencia 20_AHisF:
. Secuencia 21_AHisF:

TCCCCTTAAAAGGGAGGAAAAGGAAAAAAAAAAAAAGAA
TCCCCTAAA
CCCCCTTAAAATTTTTTATTAAT----TTAAAGAGAT-----------
TCCCCCTAAATTTTTTTATTATCCTACCCCCT---------=-=------
TCCCCTTAA-TAGGGGGGTGGTCACACCCCGGTCGCCGG-
TCCCCCTTAAGGTGGGGTGGGGGGTGTTAGTGTAA--------
CCGCTATACCTAATATTTAACGCTTTAACCGTGGGGAA---
CCCCCTAAAAAAGGTTTGATGGGGG----GAAAGGGTG----
CCCCCTTTAAAAAAGCGGGGGCGGLCGCLGLLCGLCCeCa
CCCCCCTAAAATTTTTAAATTAAAAAAAAGGACG----------
CCCCTTTAAAAGGGGTGAAGGGAGGGGCCGGAAAAACT-
CCGCTAAAGAAGGGGGCCCCCCGTTGGGACGGGGGGCT-
TCCCCTAAAGAGAAAAAAAAA
CCCCTAAAAGGGTTTAGAGGTTTTTTTCCGTGGGGGCC-
TCCCCTTAAATTTAAAAAAAAAAAAAAAGGGAAAAAGCG
CCTCCTTTTTCCCCCCCCCTTGGGGGGGGGGGGGGGGGE
ACCGCTAAAAAAACTAAACTGTTTAAAGTTGGGGAGCTA
TCCGCTAAAACGAGAAAAGGTGAAAGGGGAAAGGGGAGA
CCCCCTTGATTCCAACTAACTGCTGAAATCATCGTCCGG
TCCCCTTTTAACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACC
GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGCGGGGGGCGCGCGTCGT

ALINEAMIENTO AMINOACIDICO DE LAS 20 SECUENCIAS

1. VHH_1 anticore - D1: --------m-mememeeee (Secuencia tnica 1)

2. VHH_2 anticore_- D10: -------=--=-=-----—- (Repeticion de VHH_1)
3. VHH_3 anticore - D11: ------=----m-e-mnm- (Repeticion de VHH_1)
4. VHH_4 anticore - D12; -----------=-=-=---- (Repeticion de VHH_1)
5. VHH_5 anticore - D13; -----------=-=-=---- (Repeticion de VHH_1)
6. VHH_6_anticore - D14: ---------=-=-=----—- (Repeticion de VHH_1)
7. VHH_7_anticore_- D15: -------=-=-=-=----=- (Repeticion de VHH_1)
8. VHH_8 anticore - D16: -------------------- (Repeticion de VHH_1)
9. VHH_9 anticore - D17: -------=-=---=----—- (Repeticion de VHH_1)
10. VHH_10_anticore_- D18: ----------=---m---- (Repeticién de VHH_1)
11. VHH_11 anticore_- D19: --------m-mnmmmmme- (Repeticién de VHH_1)
12. VHH_12_anticore_-_D2: --------------------- (Secuencia unica 2)

13. VHH_13_anticore_-_D20: ------------------- (Secuencia unica 3)

14. VHH_14_anticore_-_D21: ------------------- (Secuencia unica 4)

15. VHH_15_anticore_-_D3:
16. VHH_16 anticore_-_D4:
17. VHH_17 anticore_-_D5:
18. VHH_18 anticore_-_D6:
19. VHH_19 anticore_- DT7:
20. VHH_20_anticore_- DS8:
21. VHH_21_anticore_-_D9:

--------------------- (Secuencia unica 5)
--------------------- (Secuencia tnica 6)
--------------------- (Secuencia tnica 7)
--------------------- (Secuencia tnica 8)
--------------------- (Secuencia tnica 9)
--------------------- (Repeticion de VHH_19)
--------------------- (Secuencia Unica 10)

Figura 21. Alineacién de las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos putativos de las 21 sub clonas de fagos en MEGA. (A) Alineacion de las 21
secuencias nucleotidicas (Secuencia 01-21) en donde todas tienen por lo menos un residuo diferente (resaltados de amarillo). (B) Alineacion de las 21 secuencias
aminoacidicas traducidas in silico (VHH-1-VHH-21) donde se evidencian 11 repeticiones de VHH_1 y VHH_19. Por lo que solo habria 10 secuencias diferentes entre si
“lnicas”.
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Utilizando las 10 secuencias aminoacidicas putativas que diferian entre si se
realiz otra busqueda en el BLAST y con los datos de identidad se seleccion6 una
secuencia de cadena pesada variable de una inmunoglobulina convencional de

alpaca ATL24952.1 (Tabla 8).

Tabla 8. Identidad de los VHH comparados con la inmunoglobulina de alpaca
(ATL24952.1) en la base de datos BLAST del NCBI.

Anticuerpos cadena pesada )
seleccionados Identidad
VHH-1 8%
VHH-2 2%
VHH-3 -
VHH-4 —
VHH-5 7%
VHH-6 58%
VHH-7 -
VHH-8 —
VHH-9 6%
VHH-10 7504

En la Tabla 8 se mostraron los datos de identidad obtenidos en la base de datos
BLASTYp tal como se aprecia en la mayoria de los VHH hubo coincidencias con
68 0 mas % de identidad con el dominio variable de IgG de alpaca (ATL24952.1).
En VHH-3 y VHH-7 probablemente hubo inconvenientes debido a que en el

alineamiento presentaron muchos gaps o secuencias interrumpidas.

En la Figura 22 se aprecia el alineamiento de los VHHSs con la inmunoglobulina
de alpaca dominio pesado y las diferencias en algunos residuos aminoacidicos que

probablemente determinan la hidrofobicidad. Los VHH deberian mostrar
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secuencias con diferentes aminoacidos en algunas regiones de la secuencia de la

IgG convencional como son el CDR1, FR2 y CDR3.

Para evidenciar estos cambios se realizd un alineamiento en MEGA de los 10
VHH (1-10) con la IgG cadena pesada de alpaca (NCBI: BAP82413.1), con la
cadena variable de un anticuerpo convencional de alpaca (NCBI: ATL24952.1) y
con una secuencia que solo contenian los FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3y

FRA4.

En la Figura 22 se observa el alineamiento de las secuencias, de los VHH cadena
pesada, variable y de los FRs (1-4) y CDRs (1-3). En el alineamiento se
evidenciaron coincidencias y abundantes cambios en residuos aminoacidicos en
los CDR1, FR2 y FR3 que son las zonas de la region hipervariables mas
propensas a sufrir cambios; los residuos cambiaron a Y (tirosina), E (glutamina),
R (arginina), S (serina), T (treonina) y G (glicina) en los 10 VHHSs. En su mayoria

son aminoacidos hidrofilicos caracteristicos de los VHH de alpacas.
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ALINEAMIENTO AMINOACIDICO DE 10 VHHs CON LA CADENA VARIABLE DE UN
ANTICUERPO CONVENCIONAL Y LA CADENA PESADA DE UN VHH DE ALPACA

1. BAP82413.1: Cadena pesada de un anticuerpo VHH de alpaca.
2. ATL24952.1: Cadena variable de un anticuerpo convencional de alpaca.
3. Solo FR1,CDR1,FR2,CDR2,FR3,CDR3,FR4 y CDR4:

4. VHH_1 anticore - DI1: ---------mmmmmmmmmeee (Secuencia Unica 1)
5. VHH_12 anticore_- D10: ---------=-==--==--- (Secuencia Unica 2)
6. VHH_13 anticore - D11: ------------=mmmmmu- (Secuencia Unica 3)
7. VHH_14 anticore_- D12: ------------=-mmmm- (Secuencia Unica 4)
8. VHH_15 anticore - D13: --------=-mmnmmmmmem (Secuencia unica 5)
9. VHH_16 anticore - D14: --------m-mmmmmmmmem (Secuencia Unica 6)
10. VHH_17 anticore_- D15: --------mmmmmmmmne (Secuencia unica 7)
11. VHH_18 anticore_- D16: --------===-=-m=--- (Secuencia Unica 8)
12. VHH_19 anticore_- D17: --------=mmnmmmmne- (Secuencia Unica 9)
13. VHH_21 anticore_- D18: --------=--=nmnm-- (Secuencia unica 10)

Figura 22. Alineacion de las secuencias de aminodacidos con la cadena pesada del VHH de alpaca (BAP82413.1), y con la cadena variable de un
anticuerpo convencional (ATL24952.1) y las estructuras CDR y FR. Las zonas FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4 presentan variaciones en los
residuos (de hidrofébico a hidrofilicos).
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Finalmente se realizo un analisis en el EXPASY para comparar la hidrofobicidad
teorica que presentan los VHH respecto a la IgG convencional como se observa en
la Tabla 9. En ella se observd que de 10 secuencias VHH analizadas, 7
mostraron menor hidrofobicidad que el anticuerpo convencional (VHH_4-
VHH_10). Las secuencias aminoacidicas presentaron similaridades en los
residuos de la mayoria de secuencias pero se distinguen en algunos aminoacidos
de probables sitios conservados en los anticuerpos convencionales con residuos

hidrofobico y que se modifican a hidrofilicos.

Tabla 9. Comparacién de hidrofobicidad utilizando EXPASy con la inmunoglobulina de
alpaca ATL24952.1.

Anticuerpos cadena pesada Hidrofobicidad
seleccionados (76-92 %) maxima
ATL24952.1 1.73
VHH-1 2.44
VHH-2 2.44
VHH-3 208
VHH-4 1.356
VHH-5 1.356
VHH-6 1.33
VHH-7 1.33
VHH-8 1.33
VHH-9 1.33
VHH-10 1.33
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VI. DISCUSION
Los anticuerpos VHH o VHH son los fragmentos de anticuerpos funcionales mas
pequefios conocidos en la naturaleza y se consideran uno de los descubrimientos
mas importantes para la ingenieria molecular y biotecnologia de proteinas

recombinantes. (Salema y Fernandez, 2017).

Su produccion en sistema microbiano es una herramienta muy utilizada para
expresar proteinas recombinantes, ya que la mayoria de anticuerpos completos
funcionales solo se puede producir eficientemente en células de mamiferos.
Afortunadamente los VHH se producen preferiblemente en sistemas microbianos
como E. coli, levaduras y hongos filamentosos. Solo requiere un corto tiempo de
desarrollo 'y condiciones simples de fermentacion lo que reduce
significativamente los costos (De Marco, 2015). Se puede producir grandes
cantidades de Ac funcionales y también fusionados con otros péptidos. Se
menciona que también hay rendimientos bajos por el deterioro de la secrecion, en
presencia de vias reductoras aunque dependen de otros factores tales como los
cambios que pueden producirse al fusionar el VHH con otro péptido en su
secuencia para generar recombinantes y también del hospedero donde se produce

(De Marco, 2015).

Los trabajos en la Unidad de Biotecnologia Molecular (Gushiken 2016, Rubio
2018) han optado por trabajar con E. coli por sus numerosas ventajas. Aunque los
VHH se producen bien en microorganismos cuando se producen en hongos
filamentosos hay degradacion por sus niveles de proteasas, en levaduras tienden a
glicosilarse y esto afecta el sitio de union a antigeno ademas contienen

oligosacaridos lo que les produce inmunogenicidad y vida media sérica corta (Van
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der Vaart et al., 2006). En E. coli se expresan en secreciones del periplasma
(condiciones oxidantes) donde hay actividades de chaperonas e isomerasas que

forman los enlaces disulfuro estabilizantes (De Marco, 2015).

En los resultados mencionados se logré expresar VHH y proteina rHBcAgQ
recombinante de forma soluble en E. coli con una etiqueta de polihistidina que
luego fue purificada por cromatografia de afinidad tal y como lo mencionan
Salema y Fernandez, 2017 y De Marco, 2015 que utilizaron E. coli para expresion

de proteinas recombinantes.

Para la generacion de VHHSs contra el antigeno proteico purificado rHBcAg fue
necesario realizar la inmunizacion de una alpaca y realizar un seguimiento por 12
semanas de la respuesta inmune mediante la deteccion de anticuerpos 1gG en el
suero obtenido cada semana. Se inici6 la inmunizacion de alpacas con 200 ug y
luego se disminuy6 a 100 pg, luego se increment6d a 500 pg lo que desencadeno el
aumento de la sefial significativamente para las semanas 8-10, de 2.35 veces a la
semana 8 y 4 veces a la semana 9 y 4.5 veces a la semana 10 comparado con el
suero pre inmune. Segun Jinging et al., 2011 y Zhu et al., 2016 solo se consideran
diferencias significativas las sefiales de DO que superan en dos veces 0 mas al
control negativo. Los resultados obtenidos en este proceso (Fig. 12) mostraron
que luego de 12 semanas se consiguieron niveles significativamente altos de

anticuerpos contra el rHBCAg por sobre 4.5 el suero pre inmune.

Respecto al tiempo de inoculacion a diferencia de Pardon et al. 2014 se necesitd
aumentar el nimero de inoculaciones de 6 a 12 y subir la dosis del antigeno de

100-200 a 500 pg ante la caida de la sefial. Aunque se reporta una alta
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inmunogenicidad y estabilidad de rHBcAg, el aumento de la sefial también
depende de la cantidad del antigeno inoculado, del modelo animal usado y del
tiempo de vida sérica. Factores que probablemente influenciaron antes de obtener
la sefial alta y estable ademas de los procedimientos de purificacion que pudieron
haber alterado sus propiedades fisicoquimicas (Billaud et al. 2005; Schumacher et

al., 2018).

Existen pocas investigaciones que utilizan la rHBcAg como antigeno, segin Rauf
et al., 2016, las inoculaciones de rHBcAg en conejos fueron con dosis de 50-200
ug para producir una sefial recomendada en 4 semanas. Billaud et al., 2005 uso6 10
pg en raton; y Pereira et al., 2014 usaron 200 ug en llamas. Es definitivo que a
mayor tamafio del animal se debe usar una mayor dosis. Otro aspecto importante
es en el titulo de anticuerpos obtenidos. Es asi que Pereira et al., 2014 utilizando
200 pg de rHBcAg en conejos obtuvo un aumento de sefial de 8 veces respecto al
suero pre-inmune en 35 dias. Las diferencias en los resultados obtenidos por
Pereira et al., 2014 y los de la presente investigacion pueden deberse al método de
purificacion. Ya que el presente estudio utilizé el mismo antigeno pero 2 procesos
de purificacién por cromatografia, esto puedo haber disminuido la capacidad

inmunogénica proteica de la rHBcAg al modificar su estructura nativa.

Existen otros reportes con otros tipos de antigeno puro o de mezclas enfocados en
camélidos que nos permiten distinguir las diversas respuestas inmunologicas.
Forsman et al., 2008 uso de 50-100 ug de gp-120 puro cada semana por 40 dias
hasta obtener una sefial estable; Kastelic, 2009 utiliz6 1.5 mg de fluidos de cancer
gastrico en llamas y obtuvo una sefial significativa en 3 semanas; Pardon, 2014

utilizé una mezcla de 1-5 antigenos para inmunizar a una llama por 6 semanas y
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Baral, 2011 uso linajes cancerosos para inocular a una llama 5 veces por 2 meses
hasta obtener una sefial alta (1.6 veces el negativo). Se observan distintos valores

de dosis y tiempo pero la mayoria utiliza méas de 100 ug sea puro 0 mezclado.

Refiriéndonos solo a alpacas Bever et al., 2014 us6 mezclas de hemocianina con
200 pg por 2 semanas hasta obtener una sefial positiva. En la Unidad de
Biotecnologia Molecular (UBM)- UPCH se viene trabajando con la produccion de
anticuerpos VHH en alpacas para diversos antigenos, es asi que Gushiken, 2016
utiliz6 una mezcla de CD105 con 350-500 pg de alpaca por 10 semanas hasta
obtener 8 veces la sefial del negativo, Barreto et al. 2018 utiliz6 una mezcla de
excretado-secretado de Fasciola hepatica a dosis de 400-700 pg por 2 meses hasta
alcanzar una sefial (0.6 abs) sobre pre inmune (0.05 abs) y Rubio, 2018 que utilizé
una proteina comercial pura de la envoltura del VHB (surface protein o HBSAQ) a
dosis de 150 pg por 6 semanas hasta obtener una sefial 20 veces superior
(1.937abs) al pre inmune (0.09). En los experimentos de la presente investigacion
se utilizaron 500 pg de rHBcAg para obtener una sefial significativa en las 3
ultimas semanas aunque las variantes en tiempo y dosis mencionadas en las otras
referencias comprobarian que las respuestas pueden ser muy variables de acuerdo
a las condiciones de inmunizacion, naturaleza del antigeno, tipo de antigeno
(purificado o complejo) y del modelo animal inmunizado. Si nos referimos solo a
alpacas se observan dosis desde 150 hasta 500 pg lo que nos podria indicar que
hay necesidad de utilizar una dosis regular para las alpacas que no baje de los 200
pug de antigeno sea purificado o mezcla. Este el primer reporte utilizando la
proteina rHBcAg en alpacas y se observaron algunas diferencias en tiempo y dosis

de las mencionadas por otros.

79



El obtener una respuesta estable y alta nos permitid inferir que los anticuerpos
fueron producidos en respuesta al ingreso del antigeno por ello se prosiguio con la
extraccion de PBMC, obteniéndose una cantidad suficiente para aislar el ARN y
poder sintetizar el ADN por medio de una RT-PCR. (Pereira et al., 2014). Una
vez sintetizado el ADNCc se realiz6 un PCR utilizando cebadores especificos para

obtener los anticuerpos VHH.

Los amplicones obtenidos luego del PCR utilizando cebadores especificos
mostraron dos bandas nitidas correspondientes a los anticuerpos VHH de bisagra
corta (400 pb) y larga (500 pb) lo que nos permite inferir que se amplificaron
eficientemente y no hubo degradacion nucleotidica. Los resultados de la presente
investigacion coinciden con lo mencionado por Richard, 2013; Miyazaki et al.,
2015 y Pereira et al., 2014 que utilizan las mismas enzimas para el RT-PCR y los
mismos cebadores especificos de VHHSs en el PCR y que obtienen al igual que los
resultados de la presente investigacion 2 bandas diferenciables entre 400 y 600 pb.
También coincide con lo mencionado por Fu et al., 2013 y Griffin, 2014 que
realizaron el PCR con los mismos cebadores, aunque con diferentes sitios de
enzimas de restriccion, y lograron identificar dos fragmentos entre 500-700 pb

correspondiente a los VHHs.

También Gushiken, 2016 y Rubio, 2018 que utilizaron los mismos cebadores
especificos y obtuvieron las mismas bandas entre 400-600 pb luego de la
amplificacion. Barreto, 2018 no utilizo los mismos cebadores que el presente
trabajo pero eran especificos de anticuerpo cadena pesada y sus resultados
mostraron al igual que en la presente investigacion las mismas bandas de 400 y

500 pb.
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Esta metodologia se reporta como una de las mas eficientes para obtener gran
cantidad de VHHs concentrados mediante PCR basado en una muestra
representativa de ADNc y es recomendada porque la regién bisagra estd muy
conservada en camélidos y deberia alcanzar para sintetizar la mayoria del ARNm
de los VHHSs. En alpaca corresponden al 30 % en los 1gG3 y 70 % en los 1gG2 del

ARNmM (Maass et al., 2007; Sabir et al., 2014).

Los pasos siguientes de la metodologia de la presente investigacion implicaron la
clonacion de los fragmentos de VHH aislados y amplificados dentro de los
fagémidos como el pHEN2 luego de someterlo a digestion enzimatica. Hasta
ahora, una variedad de fagos como A, T4, T7 y M13 se han descrito para mostrar
fragmentos de anticuerpos. EI M13 es el mas usado porgue no destruye las células
bacterianas (Rami et al., 2017), ademas también es porque genera titulos de hasta
10 por ml de bacterias (Rajput et al., 2014). Estos vectores ayudan a que los

anticuerpos mantengan su funcion en la superficie del fago (Rami et al., 2017).

Algunos de los sistemas de vectores para presentacion de fagos mas ampliamente
utilizados son pSEX81, pPCANTA, pCOMB3 o derivados. Su uso depende de las
ventajas y beneficios que otorguen a la expresion y produccion. EI pSEX81 es de
los mas usados ya que se disefio para la insercion de regiones de Ac y posee sitios
de restriccion para Nco | y Hind Il que permiten la insercion de dominios
variables (Rajput et al., 2014). El pKSTV-02 utiliza los sitios de restriccion Not |
y Spe | y mostro eficiencia para la electroporacion (Miyazaki, 2015). Los vectores
de pMES4 o pMESy4 tienen de ventajas que sus sitios de restriccion de Pstl,

Eco91l y Xbal, reduce los errores de autoligacion (Pardon, 2014). El vector
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pSEX81 también proporciona un promotor fuerte inducible por IPTG y un

marcador de resistencia a la ampicilina para la seleccion (Sabir, 2014).

El presente estudio utilizé al fagémido pHEN2 que al igual que los anteriores
presenta un promotor inducible por IPTG, marcador de resistencia a ampicilina
(amp) y sitios de restriccion con las enzimas Sfil y Notl. Una de sus principales
ventajas es su alta eficiencia de transformacion por electroporacion de hasta 10°
UFC/ml, también el sitio de restriccion SPA de las fosfatasas tiende a reducir los
errores de autoligacion y ayuda a mantener su actividad bioldgica en la superficie

del fago (Weichel et al., 2008; Qi et al., 2012).

El pHEN2 también es muy utilizado para incluir insertos derivados de Ac para
ligarlos y expresarlos en cepas bacterianas (Fu et al., 2013) aprovechando que en
su estructura hay zonas para digestion enzimatica que coinciden con los

segmentos que poseen el amplificado o inserto (Weichel et al., 2008).

La ligacion de pHEN2 y VHH se dio de manera exitosa. Hay que mencionar que
fueron necesarios los cortes especificos en los sitios de restriccion que permitieron
el apareamiento de bases entre el inserto y vector. Esta ligacion fue evaluada
mediante el célculo del promedio de transformacion eficiente que ocurren por
electroporacion en cepas E. coli competentes al incluir el ligando y que pueda
expresar el gen de su resistencia antibidtica a ampicilina (Weichel et al., 2008). El
presente estudio resultd en una biblioteca genémica de 8 x 10’7 UFC en base al
conteo en las placas 2XTY-GA a diferentes diluciones de cultivo con las cepas
que debieron haber adquirido resistencia a ampicilina. También hubo presencia de

autoligados que resultaron en un promedio por debajo de 4 érdenes (500-1000
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colonias) respecto a la biblioteca gendmica, mientras la tasa de autoligados esté
por debajo en 3 oOrdenes que los transformantes el error se considera poco

significativa.

Investigaciones de la UBM-UPCH también utilizaron el vector pHEN2 para la
ligacion, es asi que Gushiken, 2016 obtuvo 1.4 x 108 UFC y Rubio, 2018 1.7 x
10'% UFC. Al igual que los resultados de la presente investigacion, el nimero de
transformantes esta por sobre 5 x 10° UFC. El tamafio se encuentra en el rango
recomendable ya que para considerar eficiente una electroporacion debe haber
crecido por lo menos 5x10° bacterias transformantes por cada 100 ng de vector
digerido. Si resulta menor se recomienda repetir el procedimiento (Pardon et al.,

2014).

Los resultados coinciden con Richard, 2013 que, al hacer la ligacién del vector y
el inserto, obtuvo aproximadamente en densidad celular 1.43 x 10° células/mL. Y
también coincidi6 cercanamente con Miyazaki et al., 2015 que estimé un
promedio de 8.4 x 107 UFC, el mismo orden de UFC que obtuvimos en la
biblioteca. Finalmente también hay similaridades con lo mencionado por Pardon
et al., 2014 que obtuvo una biblioteca de aproximadamente 10 7 UFC luego de la

transformacion de bacterias por el ligando.

La ligacion del inserto VHH fue determinado utilizando colonias recombinantes
que fueron amplificados por PCR de colonias. Se utilizaron los cebadores
universales por lo tanto, un producto amplificado deberia indicarnos que un
inserto VHH se clond en el vector pHENZ2. Al igual que Gushiken, 2016 y Rubio,

2018 se identificaron 2 bandas una superior e inferior (Figura 20) que nos indica
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la presencia de los VHH de bisagra corta y larga (600-800 pb) que se ligaron al
vector. De 20 colonias 17 mostraron la region bisagra VHH, es decir del total 85

% resultaron transformantes.

Los fagos recombinantes se produjeron siguiendo la metodologia que utiliza la
infeccion de la biblioteca genémica de E. coli con VHHs vy el fago auxiliar VCS-
M13. La bacteria E. coli contienen al fagémido pHEN2 y el genoma del fago
contiene una secuencia plll que esta unida a la secuencia del inserto VHH el cual
no se expresa hasta que sea infectado por el fago auxiliar. Esta fusion permite que
el fagémido de E. coli pueda expresar, en la replicacion regulada por el promotor
lacZ, y en el ensamblaje de fagos, la fusion de la proteina VHH-plIIl. Si se desea
expresar la proteina se debe eliminar del medio al represor catabdlico glucosa (Qi

etal., 2012).

Una vez ensamblados varios fagos con la secuencia de VHH unido a la plll
expresado en proteinas en la superficie se puede empezar a subseleccionar los
VHHs que presenten especificidad por el antigeno rHBcAg. Los resultados
obtenido en la presente investigacion nos permitieron obtener un promedio de
fagos 2.18 x 10 y se recomienda trabajar con un promedio superior a 102
(Pardon et al.,, 2014). Si bien el promedio fue elevado, se menciona que
probablemente solo una pequefia poblacion expresaria los VHH en su superficie,
por lo que se debe enfrentar a 3 diferentes rondas de seleccién con diferentes
cantidades de antigeno rHBcAgQ para enriquecer la poblacién de fagos que

presentan los VHHs (Clementi et al., 2012; Gushiken, 2016).

84



Los procesos de seleccion de fagos se disefian para fragmentos especificos
funcionales que reconocen a un antigeno. La tecnologia de fagos nos permitié una
rapida identificacion de los VHH con capacidad de union al rHBcAg (Jara-
Acevedo, 2016). Los resultados de la presente investigacion luego de la primera
ronda con 1 ug fue de 4.28 x 10°; luego en la siguiente ronda se elevé a 1.35 x 108

y finalmente en la tercera ronda se obtuvo 2.32 x 10°.

Entonces con este aumento de 10° hacia 10° fagos se alcanzé el rango
recomendado (Tabla 5). Con las E. coli transformantes obtenidas por la infeccion
de la tercera ronda de exposicion al fago se aislaron 96 colonias y se realizé un
ELISA de fagos. Esto nos permitio elegir los fagos que expresan los VHHs y que

son especificos al antigeno rHBcAg (Banerjee, 2016).

Los resultados de la presente investigacion mostraron que de 96 colonias
analizadas, fueron considerados 21 subclones fueron positivas (21.88 %)
(Especifico a rHBcAg) con una diferencia de sefial de D.O. comparado con el
control negativo (BSA) por encima de 3 veces (Figuras 18 y 19). Esto coincide
con lo obtenido por Miyazaki et al.,, 2015 donde también, por técnicas de
seleccion y ELISA de fagos, elige 13 clonas positivas (62 %) de 21 colonias
resultaron especificas con una diferencia de DO de 1.5-1.7 por sobre el negativo
del BSA. Richard, 2013 también obtuvo 27 clonas positivas (58.7 %) de 46

colonias con 5x10° y el considera positivas por sobre 0.3 de abs.

Hay otras investigaciones como la de Bever et al. 2014 que de 15 clonas
obtuvieron 11 repeticiones (73 % repeticiones) y 4 secuencias diferentes (27 %);

Li, 2017 uso un virus integro para estimular el sistema y obtuvo 9 (9.4 %) clonas
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positivas de 96; Baral, 2011 encontro 18 (37.5 %) clonas positivas de 48 aunque
al alinearlas se revelo que todas eran repeticiones. Tu, 2016 identifico 2 (2 %)
clonas de 96 en total. Kastelic, 2009 encontrd 34 (18 %) clonas positivas respecto
al total de 188. Rubio, 2018 obtuvo 44 (23 %) clonas especificas de 188 y
Gushiken identificaron 2 clonas (4.34 %) de 46 colonias. Se obtienen resultados
variantes pero como en nuestro caso se obtiene un promedio similar al valor méas
alto comparado al de las referencias (Kastelic, 2009 y Rubio, 2018). En los
resultados de la presente investigacion se obtuvo el 21.88 % de transformantes

positivas sin embargo 11 secuencias aminoacidicas eran repeticiones (52.4 %).

Se obtuvo una cantidad relativamente alta de fagos positivos especificos contra
rHBcAg (21.88 %, 21 de cada 96 subclones analizadas) lo que difiere de otros
reportes que mencionan que en general, las clonas seleccionadas son
proporcionales al tamafio de la biblioteca (Jara-Acevedo, 2016). La Sub-biblioteca
[11 obtenida con 2.32 x 10° de la ronda 3 estuvo en el rango inferior al
recomendado (> a 10° por Gushiken, 2016) aunque no hay referencias

bibliogréaficas para tamafios de bibliotecas recomendados contra rHBCAg.

Sin embargo, nuestros resultados nos indicarian que no siempre un mayor tamafo
de biblioteca guardaria una correlacion directa con los VHH especificos, ya que
Rubio, 2018 logro obtener 1.86 x 10° y encontr6 25 clonas positivas lo que nos
permite especular que aun con una biblioteca por debajo del rango recomendado

se pueden obtener clonas positivas.

Como lo obtenido por Gushiken, 2016 y Tu, 2016 que obtuvieron un promedio

por debajo del recomendado con 2 x 107 fagos y aun asi obtuvieron clonas
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positivas. Y como lo obtenido en la presente investigacion que con 2.32 x 10° se

obtuvieron se obtuvieron 21 clonas especificas.

Jara-Acevedo, 2016 menciona que el ELISA de fagos permite generar una gran
diversidad de anticuerpos y aumentar la afinidad en la seleccion, sin embargo, en
los resultados del alineamiento de 21 secuencias aminoacidicas (Figura 21B)
inferidas por los nucledtidos obtenidos en el secuenciamiento se observaron que
habian secuencias repetidas (10 de 21) es decir que también varios fagos habian

retenido al mismo VHH.

Después de tres rondas de seleccidn, los 21 clones seleccionados se mandaron a
secuenciar y se analizo. De la Figura 21A todas las secuencias tiene por lo menos
un residuo diferente, es decir las 21 secuencias nucleotidicas son diferentes.
Seguidamente se tradujeron para obtener las secuencias aminoacidica putativas,
de las 21 secuencias 11 estaban repetidas y 10 eran diferentes entre si (por lo
menos en un aminoacido). La mayor tasa de cambios de aminoécidos se produce
en las regiones determinantes de la complementariedad (CDR1y 3) y en la region
marco (FR2) donde hubo cambios en los residuos aminoacidicos (Figura 22), ya
que al ser mas largos esta propensos a mas mutaciones para formas lo bucles

(Nuttall et al., 2004).

Los cambios deberian ser de aminoacidos hidrofobicos a hidrofilicos, ya que los
camélidos han adquirido naturalmente importantes adaptaciones para permanecer
solubles y funcionales en ausencia del dominio variable de cadena ligera asociado

(Salema y Fernandez, 2017).

87



Las sustituciones de conservados en VH clasicos son de (Muyldermans, 2013):

e Aminoacidos hidrofébicos como V37 (valina), G44 (glicina), L45
(leucina) y F47 (fenilalanina)/W47 (triptéfano).

e Aminoacidos méas hidrofilos como Y37 (tirosina)/ F37 (fenilalanina); E44
(acido glutamico) / Q44 (glutamina); R45 (arginina)/ C45 (cisteina); G47

(glicina)/ R47 (arginina)/ L47 (leucina)/ S47 (serina);

Segln la Figura 22 se evidenciaron cambios de aminoacidos hidrofébicos a
hidrofilicos como Y (tirosina), E (glutamina), R (arginina), S (serina), T (treonina)
y G (glicina) en los 10 VHHSs, en su mayoria los cambios fueron a residuos

hidrofilicos caracteristicos de la tasa de cambio mencionada en VHH de alpacas.

La Figura 21B nos permitié seleccionar los 10 anticuerpos VHH diferentes y
compararlos con la base de datos del BLAST y se pudo elegir una
inmunoglobulina de alpaca (ATL24952.1) con la que compartian grado de
identidad (Tabla 8). La IgG sera usada como patron para evaluar la hidrofobicidad
en el servidor en linea EXPASYy, los anticuerpos VHH en la mayoria mostraron
menor escala hidrofobica (Tabla 9) lo que coincide con lo sefialado por Nuttall et
al., 2004 y Sabir, 2014 que mencionaron que los VHHs presentan diferentes
aminoacidos respecto a los anticuerpos convencionales y que son estos residuos
los que incrementan la solubilidad y estabilidad de los mismos disminuyendo su
hidrofobicidad. Ademas, los lazos que forman entre los dominios CDR1 y CDR3
y FR1 y FR3 también influenciarian en los posibles cambios en la solubilidad ya
gue esas uniones permiten que tenga menos tension estructural (Salema y

Fernandez, 2017). Estos cambios en los anticuerpos VHH son los que les
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confieren un comportamiento monomérico estricto, propiedades de plegamiento
reversible, resistencia a la protedlisis y la degradacion térmica en comparacion

con el VH de los anticuerpos convencionales (Salema y Fernandez, 2017).

Adicionalmente hay diferencias en la longitud media del tercer bucle
hipervariable en comparacion con la VH humana y el aumento va desde 13 hasta
18 aminodacidos en cameélidos. Esto explicaria la gran variabilidad de VHH que
pueden formarse potencialmente a exposicion de diferentes antigenos y con

diferentes afinidades (Kolkman y Law, 2010).

También se resalta la factibilidad con la que se formarian en un sistema
microbiano por su féacil manipulacion, elevada diversidad, solubilidad y alta
estabilidad fisicoquimica. Otro dato adicional es que al carecer de cadena ligera la
recombinacion somética no requiere tantas variantes ni modificaciones lo que le
permitiria realizar mas cambios en menor tiempo en comparacién con los

convencionales (Frenken et al. 2000; Harmsen y De Haard, 2007).

Actualmente se esta investigando terapias basadas en nanocuerpos argumentando
que presentan un grado muy alto de homologia con las secuencias de cadena
pesada de los anticuerpos humanos, este aspecto evitaria que se genere una
reaccion de nuestro sistema inmune en contra de los mismos (Kolkman y Law,
2010). El objetivo principal es utilizarlas como dianas terapéuticas capaces de
neutralizar infeccion de diversos virus tales como el virus de influenza, rabia, del
polio, sincitial respiratorio, fiebre aftosa, rotavirus, retrovirus enddgeno porcino y
VIH; como mecanismo inhibe la replicacion viral, evitando el ensamblaje o la

liberacion de las particulas virales (Vanlandschoot et al., 2011; Wu et al., 2017).
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Li, 2017 ha producido anticuerpos contra una proteina del virus de la diarrea;
Kastelic, 2009 ha producido VHH contra células cancerosas de distintos linajes de
cancer gastrico. Y Bever et al., 2014 incluyo un antigeno quimico utilizado para
monitoreo ambiental de contaminacion del personal. Fu et al., 2013, produjo
VHH contra circovirus porcino muy especifico. Y en varias referencias se
menciona la alteracion de la actividad de estos antigenos cuando los anticuerpos

VHH interactian con los mismos.

Enfocandonos en las hepatitis virales los resultados de Kucinskaite-Kodze et al.,
2016 lograron sintetizar 9 anticuerpos monoclonales recombinantes contra
proteina de superficie (rHBsSAg) de hepatitis B que se mostraron sumamente
especificos contra el epitopo. Aunque mencionaron una amplia reactividad
cruzada con otras cepas de hepatitis este tipo de estudios son la base para una

posible aplicacién biofarmacéutica.

Sin embargo, los anticuerpos terapéuticos contra virus presentan dificultades en
los elevados costos de produccion, el gran tamafio de los mismos que implica baja
accesibilidad, penetracion y eficacia terapéutica. Por ellos los anticuerpos VHH
con un menor tamafio y variantes serian las alternativas mas prometedoras hasta

ahora (Wu et al., 2017).

Desmyter et al., 2013, a diferencia de los demas investigadores, no solo evaluaron
la afinidad, especificidad y poder neutralizador, sino que se evalué la capacidad
infectiva de los bacteriéfagos lactococicos contra cepas bacterianas de
Lactococcus lactis expuesta a VHH y determinaron como inhibian la infeccion

viral permitiendo el crecimiento exponencial bacteriano.
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Hultberg et al., 2011 aislaron anticuerpos VHH de llama derivados de una
biblioteca de fagos contra antigenos de 3 tipos de virus humanos: virus sincitial
humano o VSR (proteina de fusion), virus de la rabia (glicoproteina) e influenza
H5N1 (hemaglutinina). Del VSR se obtuvieron 149 clones VHH especificos de
188 (79 %), 30 % para influenza y 50 % para rabia. Se evalud la neutralizacion
viral in vitro con linajes celulares de murinos y aves expuestos a los VHH
especificos, los resultados mostraron que los VHH mostraron una efectividad
equivalente o mayor a anticuerpos monoclonales usados en terapia y que

disminuyeron por 100 veces la infectividad viral

También Terryn et al., 2016 menciona el uso de anticuerpos VHH como terapia
aplicada en mamiferos in vivo en ratones. En este estudio se inoculan los VHH
unidos a una vacuna para el tratamiento de la rabia. Los resultados mostraron que
la accion conjunta de ambas moléculas elimind la infeccion letal en ratones y
sobrevivieron, lo que nos mostraria un panorama muy satisfactorio a futuro para

terapias utilizando VHH.

Esta seria otra ventaja de los anticuerpos VHH ya que por su solubilidad y alta
afinidad de unirse a una amplia gama de determinantes antigénicos o farmacos
(Manglik, 2017) son adecuado vehiculos con proteinas de fusion. Todos estos
trabajos sugieren fuertemente que los VHH contra antigenos del VHB podrian
tener utilidad como medicamento biodirigido destinados al blogueo del virus; ya

sea a través de impedir su entrada o en volverlos inactivos por otros mecanismos.
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VIl. CONCLUSIONES

-La proteina rHBcAg se produjo y purificé en E. coli.

-Se obtuvo una biblioteca gendmica de ADNc de E. coli con las secuencias de los

VHHSs de un tamafio de 4.4 x 10,

-Se obtuvo la Subbiblioteca 11l de fagos productores del VHH especificos a

rHBCcAg con un tamafio de 2.32x 10°.

-Se produjeron 21 Fagos (21.78 %) que contenian los anticuerpos VHH sumamente

especificos con la proteina rHBcAg de un total de 96.
-Se generaron 21 secuencias nucleotidicas de anticuerpos VHH diferentes.

-Se generaron in silico 10 secuencias aminoacidicas putativas (47.62 %) diferentes

de los anticuerpos VHH del total de 21 secuencias.

-El anélisis de las secuencias aminoacidicas de VHH mostr6 que de las 10
secuencias 7 mostraron una reduccion tedrica de la hidrofobicidad comparadas con

anticuerpos convencionales.
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