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El Virus de la Leucemia Bovina (BLV, por sus siglas en inglés) es un deltaretrovirus oncogénico que infecta linfocitos 

B en ganado bovino en todo el mundo y es el agente causante de la leucosis bovina enzoótica (LBE). Esta es una 

enfermedad transmisible que permanece asintomática en el 65% de los animales infectados, causando una 

linfocitosis persistente caracterizada por la expansión de células B policlonales no malignas en el 30% de los 

animales infectados, mientras que el 5% restante muestra leucemia / linfoma letal después de un período largo y 

variable de varios años. 

La LBE representa una amenaza importante para la industria láctea en países con alta prevalencia y falta de 

programas de control. Además, el BLV está altamente relacionado con el HTLV-1 (un retrovirus linfotrópico de 

células T de humanos), representando un excelente modelo animal para evaluar y comprender los procesos 

leucemogénicos y los detalles aún no revelados del ciclo viral. Uno de los pasos en el ciclo retroviral que permanece 

parcialmente comprendido es el desnudamiento de la cápside en la fase temprana del ciclo y el ensamblado de las 

proteínas Gag / CA durante el proceso de brotación / maduración. 

Nuestro objetivo es desarrollar interactores contra la proteína de la cápside de BLV (CABLV), con el fin de generar 

herramientas para modular el auto-ensamblado de la cápside. Para ello, generamos y caracterizamos anticuerpos 

de cadena pesada (hcAb del inglés “heavy chain antibodies”) contra CABLV y evaluamos su efecto inhibitorio de los 

dominios variables expresados en forma recombinante (VHHs o nanoanticuerpos), sobre el autoensamblado de 

CABLV in vitro. 

Para este fin, inmunizamos una llama con CABLV recombinante y obtuvimos por “phage display” una biblioteca de 

VHHs específicos. Los mismos fueron clasificados y seleccionados de acuerdo con diversos criterios, expresados en 

el espacio periplásmico de E. coli y purificados. Dos de ellos fueron caracterizados en solución, así como su 

interacción con CABLV, utilizando técnicas bioquímicas, biofísicas y estructurales. 

Los dos nanoanticuerpos purificados y caracterizados son capaces de reconocer específicamente diferentes 

dominios de CABLV, mostrando buena estabilidad y solubilidad incluso a altas concentraciones (80 mg/ml). Los 

experimentos de interacción mostraron baja afinidad de unión, con valores de Kd (cuando fue posible medirla) en 

el orden de µM bajo. 

Por su parte el autoensamblado de CABLV in vitro se evaluó en condiciones de “crowding” macromolecular 

impuestas por la alta concentración de CABLV, en presencia de concentraciones subestequiométricas de 

nanoanticuerpos. El ensamblado se redujo en un 30-50% en presencia de VHHs a una relación subestequiométrica 

de 1:20 y fue completamente inhibido con VHHs a relaciones subestequiométrica de 1:5. Además se realizaron 

diversos abordajes para resolver la estructura tridimensional de los complejos por difracción de rayos X, 

resolviéndose la estructura de uno de los VHH a alta resolución. 

Aquí mostramos que los nanoanticuerpos son muy buenos inhibidores del autoensamblaje de CABLV en un entorno 

con alta concentración de la proteína de cápside, tal como ocurre en las partículas retrovirales. En función de 

nuestros resultados proponemos estos VHHs como posibles "hits" para diseñar inhibidores de la maduración viral 

y no descartamos su capacidad para impedir el autoensamblado de la proteína Gag en la brotación viral, 

requiriéndose experimentos adicionales en un contexto celular. 
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La “leucosis” bovina fue reportada por primera vez hace casi 150 años, como la presencia de nódulos amarillentos 

en el bazo agrandado en bovinos. Estos tumores tienen la capacidad de infiltrar otros tejidos (hígado, corazón, ojos, 

piel, pulmones y nodos linfáticos) y son el resultado de la acumulación de células B transformadas (leucémicas). Se 

han descripto dos formas de leucosis en bovinos: la leucosis bovina esporádica y la leucosis bovina enzoótica (LBE). 

La ocurrencia de la leucosis bovina esporádica es baja, representa una enfermedad no transmisible y no se conoce 

su etiología, mientras que la leucosis bovina enzoótica es una enfermedad transmisible, cuyo agente etiológico es 

el virus de la leucemia bovina (BLV por “bovine leukemia virus”) [1-3].  

El virus de la leucemia bovina (BLV) forma parte de la familia Retroviridae y pertenece al género Deltaretrovirus 
(Figura 1) el cual está además conformado por los virus linfotrópico de células T de humanos (HTLV-1, HTLV-2 y 
HTLV-3), los virus linfotrópicos de células T de simios (STLV-1, STLV-2 y STLV-3). [4]. Los virus BLV, HTLV-1 y STLV-1 
son virus oncogénicos capaces de causar transformaciones malignas en las células infectadas (linfocitos B en el caso 
de BLV y linfocitos T en el caso de HTLV-1 y STLV-1). 

Figura 1: Análisis filogenético de retrovirus. El análisis de secuencias se realizó a partir de las secuencias del gen 
pol de diversos retrovirus. Extraído de [5]. 

BLV causa la antes mencionada leucosis bovina enzoótica mientras que HTLV-1 causa diversas patologías como 

leucemia a células T del adulto (ATL por “adult T-cell leukemia/lymphoma”), desórdenes inflamatorios como la 

paraparesia espástica tropical o mielopatía asociada al virus HTLV-I (TSP/HAM por “tropical spastic paraparesis or 

HTLV-I-associated myelopathy”) y uveítis, afecciones dermatológicas y otras afecciones (algunas asociadas a 

infecciones oportunistas)[6]. En simios STLV-1 causa una enfermedad linfoproliferativa con sintomatología similar 

a la observada en humanos infectados con HTLV-1 [7]. 



 
La forma más evidente de LBE es la proliferación local de células B en diversos tejidos y el agrandamiento de nodos 

linfáticos dando lugar a linfomas. Esta es considerada la fase clínica de la enfermedad y tiene consecuencias letales 

para el animal. Sin embargo, esta manifestación letal tiene lugar varios años después de la infección por BLV y su 

ocurrencia es baja (aproximadamente 5% de la población infectada con BLV). De hecho, la mayoría de los animales 

infectados (dos tercios) se presentan asintomáticos y apenas un tercio de estos presenta linfocitosis persistente 

(LP) caracterizada por un incremento permanente y relativamente constante del número de linfocitos B en sangre 

periférica, lo que se considera una manifestación benigna de la enfermedad [2]. La progresión de la enfermedad en 

el ganado infectado por BLV, se ve reflejada por el proceso leucemogénico descrito en forma resumida más 

adelante (Figura 2). 

Los hospederos naturales de BLV son el ganado doméstico, cebú y búfalo de agua, no obstante otros animales como 

ovejas, conejos, ratas, pollos, cerdos, cabras y alpacas pueden infectarse experimentalmente [8]. En particular la 

infección de ovejas con BLV, da lugar al desarrollo de linfomas con alta frecuencia y en menor período de tiempo 

[9], constituyéndose en un modelo animal más accesible para estudiar los procesos de infección y leucemogénesis. 

Figura 2: Modelo de leucemogénesis por BLV. Después de la infección viral, el destino de los linfocitos depende 
del sitio de integración proviral. Aproximadamente 30% de las células infectadas entran en la fase policlonal 
asintomática cuando el virus se integra en sitios cercanos a genes asociados a cáncer (“cancer drivers”). Cuando la 
inserción afecta la funcionalidad de estos genes, dichos clones ven alterada su 
persistencia/supervivencia/expansión (clones verdes). Por su parte los clones en los que la inserción no afecta estos 
genes muestran una supervivencia moderada (clones violetas). La contribución relativa de cada clon infectado a la 
población policlonal de células infectadas está dada por diversos factores: perturbación de genes relacionados con 
cáncer (cáncer drivers), expresión de proteínas promotoras del crecimiento celular: Tax y AS (HBZ en HTLV-1) y 
selección negativa de clones a cargo de la respuesta inmune por linfocitos T citotóxicos (respuesta CTL por 
“cytotoxic T lymphocytes”). La sobrevida de los linfocitos seleccionados favorece la acumulación de mutaciones 
somáticas (clones verdes con inserciones rojas) para dar lugar a la fase leucémica o fase clínica (clones naranjas con 
inserciones rojas). Se considera que esta etapa se alcanza en aproximadamente el 5% de los individuos infectados 
después de varios años (décadas en el caso de HTLV-1) conduciendo rápidamente a la muerte del individuo. 
Adaptado de [10] con aportes de [3]. 

La transmisión del BLV se da tanto en forma vertical (gestación, parto y lactancia) como horizontal (entre 
individuos). La transmisión vertical por transferencia transplacentaria o durante el periparto ha sido documentada 
y podría representar entre 10-25% de las infecciones[11-13], mientras que la alimentación de terneros vía calostro 
es una oportunidad para recibir anticuerpos específicos contra BLV pero también una fuente de transmisión, 



 
requiriéndose la aplicación de procedimientos de inactivación como congelado/descongelado, secado o 
pasteurización[14].  

Sin embargo, la principal forma de transmisión de BLV es la horizontal por transferencia de células infectadas 

presentes en sangre, semen o secreciones mucosas. Ciertos insectos hematófagos podrían jugar también un rol 

importante en la propagación del virus. La principal causa de transmisión horizontal depende de la realización de 

procedimientos veterinarios iatrogénicos utilizando materiales contaminados con sangre de animales infectados 

(jeringas, instrumentos para tatuaje o desguampado, guantes para palpación rectal, etc.) [13]. La implementación 

de prácticas que apunten a reducir la transmisión por esta vía ha sido identificada como la principal vía para reducir 

la prevalencia del BLV en rodeos ganaderos[15, 16]. 

Los eventos tempranos que dan lugar al establecimiento de la infección por BLV en un nuevo individuo son 

desconocidos. La primoinfección ocurre con la entrada de células alogénicas infectadas a través de sangre, semen 

o leche materna. El establecimiento de la infección en los nodos linfáticos es importante en diversos virus 

linfotrópicos (HIV, SIV o HTLV-1) y BLV no es la excepción. En ovejas infectadas con BLV se detecta una rápida 

respuesta inmune (4-6 días post infección) no obstante la transmisión de BLV a linfocitos B productores de IgM 

continúa en paralelo, demostrando la capacidad del virus de evadir la respuesta del hospedero en las etapas 

tempranas del ciclo infectivo [17]. Si bien BLV puede infectar diversos tipos celulares (monocitos/macrófagos)[18], 

las principales células infectadas por este virus son los linfocitos B (MHCII+, IgM+, CD5+, CD11b+)[2].  

La detección de proteínas y partículas de BLV en el hospedero es muy baja, sin embargo, existe una fuerte respuesta 

inmune celular y humoral, lo cual lleva a pensar que una baja proporción de células productoras de partículas son 

constantemente eliminadas en forma eficiente por el sistema inmune. Sin embargo aquellas células infectadas 

conteniendo el ADN proviral en forma silente, no pueden ser eliminadas y mantienen un reservorio de células 

potencialmente productoras de virus gracias a la expansión clonal de los linfocitos[2]. 

Ciertos retrovirus animales (Alpharetrovirus y Gammaretrovirus) generan tumores mediante la activación de 

oncogenes virales o activación insercional de protooncogenes celulares. Históricamente se ha considerado que BLV 

(al igual que HTLV) se inserta en el genoma hospedero en forma aleatoria, siendo poco probable que el proceso 

oncogénico sea disparado por activación insercional de proto-oncogenes celulares[19]. Además estos virus no 

poseen secuencias de origen celular típicas de oncogenes[20, 21]. Actualmente se sabe que la región pX del genoma 

de deltaretrovirus, ubicada entre env y el LTR 3’, posee genes reguladores que juegan un rol fundamental en el 

proceso de leucemogénesis. En BLV esta secuencia codifica diversas proteínas reguladoras: Tax (activador 

transcripcional de la expresión viral y de la vía NF-κB), Rex (exportación nuclear de ARNm virales), R3 y G4 

(relacionadas con el mantenimiento de la carga viral). Las proteínas Tax y G4 poseen además potencial oncogénico, 

y de hecho Tax ha sido propuesta como la responsable de la inmortalización selectiva de linfocitos B CD5+ 

(productores de IgM) en la etapa de linfocitosis persistente, dando ventaja a éstos para que un segundo evento de 

selección (mutación de p53, polimorfismos del gen BoLA –homólogo de MHC tipo II en vaca- y del promotor de gen 

TNF-α) complete el proceso de transformación leucémica [3]. La organización genómica y los mecanismos 

leucemogénicos de BLV y HTLV-1 son muy similares, sobresaliendo la presencia de un gen codificado por la cadena 

negativa del genoma de HTLV-1, cuyo ARN y la proteína expresada tienen junto a Tax, gran relevancia el proceso 

leucemogénico: el gen hbz[22]. Recientemente fue reportado un ARN antisentido con similares características en 

BLV[23] y su implicancia en el proceso tumorogénico señalada como de gran relevancia junto con la activación 

insercional (Figura 2)[10]. En referencia a este último punto, estos autores detectaron que la inserción del ADN 

proviral no ocurre absolutamente al azar, sino que se da en ciertos “hotspots”, muchos de ellos afectando la 

actividad de genes relacionados con cáncer o “cancer drivers”. Por último, destacamos la presencia de una región 

ubicada a 3’ de env que bajo el control del promotor de la ARNpol III es capaz de codificar micro ARN con capacidad 

de regular el proceso oncogénico[8].  



 
La epidemiología de la LBE presenta una distribución mundial con valores de prevalencia variables. En Europa se 

han aplicado importantes y exitosas campañas de control y vigilancia, logrando erradicar la LBE en la mayoría de 

los países de Europa Occidental (en algunos países existen regiones declaradas libres de LBE) y reducir notoriamente 

su prevalencia en el resto de los países miembros[13, 24]. Asimismo, Nueva Zelanda (libre de LBE desde 2008) y 

Australia (declarada libre de LBE en el 99.7% de los rodeos lecheros en 2013) han aplicado igualmente programas 

de control y erradicación desde 1996 y 1983 respectivamente. En Norteamérica, EE.UU. y Canadá reportan una alta 

prevalencia de LBE sobre todo en rodeos lecheros. Por su parte Sudamérica presenta también altos valores de 

prevalencia en la mayoría de los países, mientras que en Asia y África algunos países se presentan como libres de 

BLV[24].  

En Uruguay no hay datos oficiales de prevalencia de infección por BLV, no obstante algunos reportes y estudios 

previos indican que la situación no es muy diferente de los demás países con sistemas de producción similar y sin 

programas de erradicación: valores de prevalencia muy variables entre establecimientos, con mayor prevalencia 

individual en establecimientos de mayor tamaño y manejo más intensivo (>50%) y una elevada prevalencia a nivel 

de rodeos (muy pocos establecimientos presentan un 100% de resultados negativos)[25-27]. La prevalencia de BLV 

en los rodeos tiende a aumentar con el tiempo como consecuencia de la edad de los animales y el mayor tiempo 

de exposición a las técnicas de manejo iatrogénicas [28]. A esto se suma la selección de animales negativos para 

exportación de ganado en pie (impuesta por algunos mercados), haciendo que la prevalencia de BLV en Uruguay 

tienda a aumentar (Acta N°84, Comisión Nacional Honoraria de Salud Animal, (CONAHSA), 2005). Un estudio 

reciente sobre la situación en EE.UU. muestra resultados de prevalencia similares y destacan el aumento de la 

misma a nivel país, haciendo hincapié en la importancia de esta enfermedad en la industria láctea y la necesidad 

de tener en cuenta estos resultados para tomar acciones que tiendan a revertir la situación, atendiendo 

principalmente a la implementación de medidas para disminuir la transmisión del virus[29]. 

La LBE tiene un impacto significativo desde un punto de vista económico en el descenso de la productividad a nivel 

local y la pérdida de mercados internacionales, en relación al aumento de la mortalidad [30], la alteración del 

sistema inmune del ganado infectado y el aumento concomitante de otras patologías infecciosas [31], la restricción 

de la exportación de ganado en pie infectado y la restricción de la exportación de semen y de embriones infectados. 

Varios trabajos muestran una clara asociación entre la infección con BLV y la disminución de la producción de leche 

(2,5 a 3,5%), la disminución de los tiempos de sobrevida y el aumento de enfermedades infecciosas (mastitis, 

diarrea y neumonía)[32-34].  

Desde el punto de vista zoonótico, el BLV ha estado bajo la lupa debido a la importancia del ganado vacuno en la 

dieta humana (carne, leche y derivados). La idea de que el BLV no es transmisible a humanos y que no existen 

enfermedades humanas atribuibles a este virus, se ha edificado gracias al rigor de múltiples trabajos científicos [35-

37]. De todos modos la presencia de ADN proviral en leche fresca y carne cruda para consumo humano [38] y la 

detección de anticuerpos contra proteínas de BLV en humanos [39] ha mantenido un velo de incertidumbre en 

torno al tema. En los últimos años, la duda ha sido reavivada debido a la asociación de este virus con cáncer de 

mama en humanos, por parte de algunos autores [40-44]. Otros han presentado evidencia en contra de esta 

asociación [45, 46] manteniendo cierto grado de controversia que ha propiciado la revisión de evidencia a favor y 

en contra, por parte de diversos autores. Diferentes virus con potencial oncogénico (entre ellos BLV) han sido 

relacionados con cáncer de mama en humanos, sin embargo a la fecha no existen evidencias concluyentes de 

asociación directa entre virus y esta enfermedad [13, 47, 48]. Para terminar la controversia al respecto, sería 

necesario aislar una partícula de BLV a partir de tejido mamario, leche materna o leche/carne para consumo 

humano [49], lo cual se ve dificultado por la baja producción de viriones por parte de BLV.  

HTLV-1 es uno de los virus más oncogénicos y probablemente uno de los carcinógenos humanos más potentes [50]. 

La biología de HTLV-1 y los procesos leucemogénicos que conducen al estado tumoral de las células infectadas 



 
permanecen aun parcialmente esclarecidos, requiriéndose aplicar estrategias en forma conjunta para erradicar 

dicha enfermedad [51]. BLV representa una excelente modelo animal para el estudio de HTLV, teniendo en cuenta 

que pertenecen a la misma subfamilia de retrovirus, poseen similar organización genómica y comparten la 

característica de infectar y transformar células hematopoyéticas [52]. 

El estudio de BLV puede aportar información extrapolable a otros retrovirus menos relacionados. Un ejemplo de 

esto es el estudio estructural a nivel atómico de la cápside nativa de BLV realizado por nuestro grupo [53] y 

publicado junto al trabajo de Gres en HIV [54], aportando información respecto a los contactos moleculares entre 

proteínas de la cápside, aplicable a retrovirus en general.  

 

En esta sección haremos una revisión general de los retrovirus, aprovechando la vasta bibliografía relacionada con 

HIV-1 e intentando contrastar con datos relacionados a BLV (o HTLV-1) en la medida que sea posible. Para ello 

dedicaremos tres secciones a describir el genoma retroviral, la partícula madura y el ciclo replicativo, haciendo 

hincapié en aquellos aspectos relacionados con la cápside o donde esta juega un rol protagónico. Finalmente 

dedicaremos dos secciones a resaltar la importancia de ésta en el diagnóstico de la LBE y como posible blanco 

terapéutico contra este retrovirus. 

 

El genoma de BLV está formado por dos copias idénticas de ARN simple hebra de polaridad positiva (ARNss+) lineal 

y no segmentado, con tamaño relativamente pequeño de alrededor de 8 Kb. La Figura 3 presenta en forma 

esquemática el genoma de BLV con elementos característicos de retrovirus (además de elementos propios de este 

virus) y también los respectivos productos de transcripción y traducción. 

El ARN viral es generado por la maquinaria transcripcional de la célula hospedera y por ende contiene elementos 

propios de los ARNm en los extremos 5’ y 3’. La región codificante consta fundamentalmente de tres genes 

principales: gag (por “group specific antigen”), pol (por “polymerase”) y env (por “envelope”) además de un 

conjunto de genes reguladores codificados por la región X, característica de los llamados “retrovirus complejos” 

(deltaretrovirus, epsilonretrovirus, lentivirus y spumavirus). La región codificante se encuentra flanqueada por 

elementos con funciones importantes para el ciclo replicativo. Las secuencias cortas repetidas R (por “repeated 

region”) y las regiones U5 y U3 (por “unique 5’ y unique 3’ regions”), las cuales presentan diferencias características 

entre sí, pero comparten las secuencias att necesarias para la integración proviral; U3 posee además elementos 

actuantes en cis, implicados en la expresión de los genes virales. Entre U5 y la región codificante se encuentran el 

sitio de unión al cebador pbs (por “primer binding site”) donde inicia la síntesis de la cadena de ADN negativo 

durante la retrotranscripción y la secuencia psi (Ψ) responsable de la encapsidación del ARN viral. A continuación 

de la región codificante y justo antes de U3 se encuentra una corta secuencia de polipurinas ppt (por “polypurine 

tract”), resistente a la actividad endonucleasa de la retrotranscriptasa viral (RT) donde inicia la síntesis del ADN de 

la cadena positiva durante la retrotranscripción. Durante este proceso ocurre una duplicación y translocación de 

los bloques U5 y U3, dando como resultado la formación de una molécula de ADN bicatenaria que contiene dos 

terminales idénticos LTR (por “Long Terminal Repeats”) con las secuencias U3, R y U5 que serán conservadas luego 

de la integración [55]. 



 

Figura 3: Genoma de BLV y sus productos de transcripción y traducción. Se representa el genoma de BLV con sus 
elementos característicos y los genes que codifica. Se incluyen los diferentes ARNs transcriptos (flechas 
anaranjadas) con sus respectivas regiones codificantes o CDS (rectángulos sin relleno del mismo color) y los intrones 
eliminados por eventos de splicing (líneas discontinuas). Por último, se presentan las diferentes proteínas 
traducidas, incluyendo precursores y los respectivos productos de proteólisis que dan lugar a proteínas funcionales. 
Aquellas proteínas cuyas secuencias codificantes (CDS) integran dos exones diferentes se presentan como bloque 
unidos por una línea delgada del mismo color (representando la región intrónica). Adaptado de [2] con aportes de 
[56] y [23]. 

El gen gag codifica la poliproteína estructural Gag precursora de la proteína de matriz (MA), la proteína de la cápside 

(CA) y nucleocápside (NC), mientras que el gen pol codifica otra poliproteína precursora de las enzimas replicativas 

esenciales: transcriptasa reversa (RT) e integrasa (IN) así como la proteasa aspártica (PR) responsable del 

procesamiento de Gag y Pol.  

El gen env da lugar a la glicoproteína Env, una poliproteína que es clivada por una proteasa celular tipo furina para 

dar lugar a las subunidades superficie (SU) y transmembrana (TM) responsables de mediar la unión al receptor 

celular y fusionar la envoltura viral con la membrana plasmática celular.  

En cuanto a las proteínas codificadas por la región reguladora X, Tax está implicada en la replicación viral y los 

procesos de oncogénesis, y Rex controla el transporte nuclear y la traducción de los ARN virales, mientras que R3 y 

G4 están relacionados con los procesos patogénicos [55, 57].  

Además un conjunto de tres ARN antisentido (codificados por la cadena de ADN proviral positivo) han sido 

identificados recientemente, homólogos a los que codifican HBZ en HTLV-1, una proteína relacionados con el 

proceso leucemogénico [23].  

 



 

 

La partícula de BLV posee morfología relativamente esférica al igual que todos los retrovirus (Figura 4.A y Figura 5) 

y consta de una envoltura lipídica proveniente de la célula hospedera, adquirida durante la etapa de brotamiento. 

Su diámetro es variable, con valores entre 60-125 nm [2, 58]. La envoltura presenta un número variable de 

glicoproteínas de superficie, embebidas y agrupadas en forma de trímeros. Este número ha sido estimado en 

lentivirus como HIV o SIV entre 8-14 trímeros por partícula, lo cual representa un número excepcionalmente bajo 

en comparación con otros virus, reduciendo la eficiencia de transmisión pero también la capacidad de desplegar 

una respuesta de anticuerpos neutralizantes eficiente [59, 60]. 

El precursor Env es expresado con un péptido líder para su presentación en superficie y posee ambos dominios SU 

y TM separados por un sitio de corte por proteasas celulares tipo subtisilina/kexina como es el caso de la furina; no 

obstante en BLV se ha evidenciado el procesamiento de Env también por otras proteasas relacionadas en células 

carentes de esta enzima [61]. La interacción de SU y TM es débil en algunos retrovirus como HIV, no obstante en 

deltaretrovirus como HTLV-1 [62] o BLV [63], ambas permanecen unidas entre sí por un puente disulfuro entre 

secuencias conservadas, conocidas como dominios de isomerización de cisteínas. Dicha isomerización de cisteínas 

y la concomitante formación de puentes disulfuro inter-cadenas ha sido propuesta como una de las modificaciones 

ocurridas en SU y TM a raíz de la unión al receptor para dar lugar a la fusión de membranas [64, 65]. 

La subunidad TM atraviesa la envoltura y se dispone con un pequeño dominio expuesto hacia el espacio citosólico, 

mientras que el ectodominio forma homo-trímeros donde cada uno se mantiene ligado a una subunidad SU. Las 

subunidades SU, encargadas de unirse a los receptores celulares en forma específica exponen en su parte distal 

dominios tipo mucina fuertemente glicosilados [66, 67]. 

Si bien la partícula retroviral es producida en su forma inmadura (no infectiva) y pasa a su estado maduro mediante 

una serie de re-arreglos estructurales en el interior de esta (Figura 4), en la presente sección nos ocuparemos 

únicamente de la versión madura de la misma. La cara interior de la envoltura viral se encuentra recubierta por 

MA, uno de los productos de la proteólisis de Gag a cargo de la proteasa viral PR. La proteína MA posee un peso 

molecular de 15-17 kDa y se ancla a la cara interna de la membrana plasmática de la célula gracias a la adición co-

traduccional de un grupo miristoílo en el extremo N-terminal. La interacción electrostática de MA a través de un 

parche de residuos básicos con las cabezas polares de ciertos fosfolípidos de membrana como fosfatidilserina (PS), 

fosfatidiletanolamina (PE), fosfaditilcolina (PC) y fosfatidilinositol 4,5-bifosfato [PI(4,5)P2], también favorecen la 

interacción de Gag con la membrana[68] y explica la abundancia en el virión, de lípidos poco frecuentes en la 

membrana celular como PI(4,5)P2 y PC. 

En el interior de la partícula madura encontramos el núcleo viral o “core”, conformado por la cápside conteniendo 

al genoma viral y el resto de los componentes virales. La cápside retroviral es una estructura supramolecular cerrada 

y pleomórfica, formada exclusivamente por subunidades CA (otro de los productos proteolíticos de Gag) 

mayoritariamente dispuestas en arreglos cuasi-hexagonales semi-planares, con suficiente curvatura para formar 

una estructura cerrada tipo fulereno [69]. Esto es geométricamente posible gracias a la introducción de doce 

arreglos pentaméricos de CA [70] con ubicación variable, lo cual resulta en cápsides con estructuras muy diversas 

[71] (Figura 5) en contraposición con las cápsides icosaédricas de otros virus (con forma y dimensiones definidas). 

Estas unidades hexaméricas y pentaméricas representan los capsómeros de los retrovirus. 



 

Figura 4: Esquema de la partícula retroviral haciendo énfasis en los cambios estructurales durante la maduración. 
A) Representación esférica de una partícula viral de retrovirus con la envoltura viral proveniente de la bicapa lipídica 
de la célula hospedera, presentando en la superficie los trímeros de Env (amarillo) responsables de la unión al 
receptor celular y de la fusión de la partícula con la célula. A la izquierda se presenta una partícula inmadura con 
Gag (en rojo, naranja y azul para distinguir sus dominios MA, CA y NC) tapizando la cara interna del virión y el 
genoma formado por 2 copias de ARN simple hebra ubicado en el centro (verde). La proteasa viral PR (violeta) es la 
encargada de clivar la poliproteína Gag durante el proceso de maduración para dar origen a las proteínas 
estructurales. A la derecha se representa la partícula viral madura con Gag clivada. Tapizando la cara interna de la 
envoltura se encuentra MA, y CA formando la cápside cerrada. NC se representa ahora como esferas azules 
interactuando directamente con el genoma condensado en el interior del virión. La interfaz entre los dominios NTD 
y CTD de CA se representa como una línea blanca discontinua en la partícula inmadura y continua en la partícula 
madura para remarcar los cambios estructurales a este nivel. B) Representación de la proteína Gag y los cambios 
sufridos durante la maduración. La proteasa PR cliva Gag liberando MA (representada como un cubo rojo con el 
grupo miristoílo) que permanece unida a la envoltura y NC que colapsa hacia el interior unida al ARN viral. Por su 
parte CA liberada, sufre re-arreglos conformacionales que le permite desencadenar un proceso de autoensamblado 
para formar una red hexaméricas que dará lugar a la estructura cerrada conocida como “cápside” cuyo rol en las 
etapas posteriores de la infección son vitales. 

CA es una proteína de unos 24 KDa, formada por dos dominios globulares identificados como NTD y CTD (por “N-

terminal domain” y “C-terminal domain” respectivamente). Los mismos se encuentran conectados por una región 

bisagra o “linker” flexible de 4-6 residuos carente de estructura definida. La estructura secundaria de CA está 

formada casi exclusivamente por α-hélices; en HIV el NTD está formado por siete (α1 a α7) y el CTD por cuatro (α8 

a α11) [72-74]. Por su parte en deltaretrovirus no se encuentra el loop de unión a ciclofilina ni la hélice 6, sin 

embargo, se mantiene la numeración de HIV. Las únicas dos cadenas beta se encuentran en los primeros doce 

residuos del extremo N-terminal, formando un bucle o β-hairpin estabilizado por un puente salino entre la prolina 

inicial (Pro1) y un aspartato conservado en la α-hélice 3 (Asp51 en HIV, Asp53 en BLV o Asp54 en HTLV) [75]. La 

estructura β-hairpin ha sido observada por difracción de rayos X en arreglos hexaméricos de CA nativa de HIV-1 
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[54] y de BLV ([53]. A nivel de retrovirus, CA posee baja identidad de secuencia aminoacídica (con excepción del 

dominio MHR por “major homology region” ubicado al inicio del CTD), sin embargo, su estructura terciaria (y su 

función) son altamente conservadas. 

Figura 5: Morfología de las cápsides retrovirales: A) Imágenes de partículas virales maduras obtenidas por microscopía 
electrónica (arriba) y modelos fulereno (abajo) para tres retrovirus: Moloney murine leukemia virus (Mo-MLV, gamaretrovirus), 
Mason-Pfizer monkey virus (MPMV, betaretrovirus), y HIV-1 (lentivirus). Las cápsides están conformadas por un numero 
variable de capsómeros hexaméricos y doce pentámeros necesarios para cerrar la estructura (en rojo) [76]. B) Imágenes de 
partículas maduras de diferentes géneros retrovirales obtenidas por microscopía electrónica. Los spumavirus se diferencian 
del resto de los ortoretrovirus debido a que la Gag no es procesada en las tres proteínas clásicas  MA, CA y NC, tal como lo 
muestran las cabeza de flecha negras [77]. C) A la izquierda se presenta una ampliación de la imagen de partículas maduras de 
HTLV-1 (presentada en B), destacando los viriones con la cápside completa (flechas negras), aquellos donde no se distingue la 
cápside (flechas blancas) y aquellos donde la misma se distingue parcialmente (cabezas de flecha blancas). A la derecha se 
presenta un modelado de  las partículas numeradas, destacando la envoltura nuclear (cian), la cápside (rojo) y su interior 
ribonucleoproteico (beige) [78]. D) Microscopía electrónica de una partícula de BLV junto a una partícula en proceso de 
ensamblado (flechas negras) obtenidas a partir de linfocitos de una vaca presentando linfocitosis persistente. [79]. 

En solución la CA retroviral tiende a formar agregados ordenados que emulan los arreglos que dan lugar a la cápside 

[80-83], y en tal sentido contamos con información estructural de alta resolución tanto para CA nativa de HIV-1 

como BLV, mostrando arreglos similares [53, 54]. Sin embargo los mecanismos para llegar a estas estructuras no 

son iguales: la CA de HIV-1 forma dímeros a concentraciones por encima de 10-30 µM mientras que en 

deltaretrovirus se mantiene como monómero incluso a altas concentraciones (1mM) [84]. Las condiciones 

fisicoquímicas que disparan este ensamblado en solución pueden ser diversas: temperatura, sales, pH, ácidos 

nucleicos, alta concentración local de macromoléculas o “macromolecular crowding”[85], lípidos [86, 87], etc.  

El auto-ensamblado de CABLV han sido estudiado en detalle en nuestro laboratorio por Gonzalo Obal mediante el 

seguimiento de la formación de arreglos supramoleculares ordenados por turbidimetría [88, 89]. La medida de A340 

a través del tiempo permite demostrar que CABLV mantenida en HEPES 20 mM pH 7,4, 50mM NaCl es capaz de 
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autoensamblar de modo concentración dependiente, y diversas condiciones como temperatura, pH, fuerza iónica 

e incluso la presencia de iones divalentes de diversa naturaleza son capaces de modular dicho ensamblado (Figura 

6). 

Figura 6: Estudio del autoensamblado de CABLV en solución. A) El progreso de la reacción de autoensamblado de 
CABLV en solución puede ser seguido midiendo la A340 en placas de 96 pocillos mantenidas en condiciones 
controladas. Algunas de las condiciones fisicoquímicas que modulan el ensamblado son la concentración proteica 
(B), temperatura (C), pH (D), fuerza iónica (E) y naturaleza de los iones divalentes presentes en la solución (F). 
Tomado de [89]. 

Los primeros datos estructurales de los dominios de CA en HIV obtenidos a alta resolución (así como de otras 

proteínas de HIV) fueron obtenidas en la segunda mitad de la década de los 90 [73, 75, 90]. La complementación 

de datos obtenidos por microscopía electrónica a baja resolución a partir de mallas de hexámeros de CAHIV-1 y datos 

estructurales de sus dominios obtenidos a alta resolución por NMR o difracción de rayos X, permitió comenzar a 

dilucidar la orientación de las subunidades de CA en la lattice (el NTD orientado hacia la cara externa de la cápside 

y el CTD hacia el interior) y los contactos que la estabilizan [91]. La identificación de estos contactos permitió 

introducir cisteínas en posiciones clave que permitieran estabilizar los capsómeros (pentámeros y hexámeros de 

CA) y resolver sus estructuras a nivel atómico [92-94]. Estos resultados fueron validados en 2015 con la dilucidación 

de la estructura tridimensional a baja resolución de la lattice de CAHIV nativa [54]. Las interacciones entre NTD (intra-

hexámero) estabilizan los capsómeros formando anillos de seis protómeros (o cinco en el caso de los pentámeros); 

a su vez la lattice se forma gracias a los contactos entre capsómeros adyacentes mediante contactos CTD-CTD y 

NTD-CTD (inter-capsómero). Existen también contactos NTD-CTD intra-CA que enrigidecen los CTD más móviles, 

estabilizando la estructura.  

La elucidación de las estructuras atómicas de las lattice de CA nativa tanto en HIV como BLV demostraron que existe 

gran homología en los contactos entre los dominios de CA que estabilizan las cápsides maduras de retrovirus 

pertenecientes a géneros diferentes y además evidenciaron una gran plasticidad a nivel de los contactos que 

estabilizan la cápside [53, 54]. Esta plasticidad conformacional resulta fundamental para explicar diversos aspectos 

como: la capacidad de generar regiones con diferente curvatura, la capacidad de formar hexámeros y pentámeros 

para generar una estructura cerrada, la posibilidad de autoensamblar en diversas condiciones fisicoquímicas, la 

capacidad de adaptarse frente a diversos interactores (por ejemplo factores de restricción celulares o componentes 
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del poro nuclear como se verá más adelante) y la aptitud para mantener los contactos entre protómeros en forma 

independiente de la conformación de éstos (por ejemplo durante la maduración). 

En el interior de la cápside se encuentra el genoma viral condensado con NC, una proteína básica con función 

análoga a las histonas celulares, capaz de unirse al ARN viral dando lugar a un complejo ribonucleoproteico 

compacto.  

Otras proteínas virales como PR, RT e IN, forman parte de la partícula retroviral y poseen indiscutida importancia 

en el ciclo replicativo, pero no las analizaremos en detalle en esta tesis. Tanto RT como PR son los blancos por 

excelencia en terapia antirretroviral. En relación con la PR (a menudo llamada también retro pepsina) diremos 

simplemente que es una proteína de 10-15 KDa perteneciente al grupo de las proteasas aspárticas. Es capaz de 

reconocer secuencias aminoacídicas específicas y en forma regulada presentando un sitio activo conformado por 

homodímeros de PR. Volveremos a hablar de esta enzima cuando analicemos la fase de maduración, no obstante 

numerosas y completas revisiones pueden ser consultadas [95-99]. Por su parte la RT en el caso de HIV es un 

heterodímero conformado por dos subunidades relacionadas: una grande (p66) conteniendo dominios polimerasa 

y RNAsa H y otro pequeño (p51) similar (pero no idéntico) al dominio polimerasa de p66. Se cree que la subunidad 

p66 es la que posee actividad catalítica mientras que p51 cumple un rol más estructural [100]. La integrasa viral IN 

asegura la transmisión de la información viral mediante expansión clonal y en tal sentido es responsable de una de 

las mayores ventajas de los retrovirus: transmitir la información en forma silenciosa. El mecanismo de esta enzima, 

su participación en los complejos de importación nuclear y la estructura del complejo pre integración son también 

sujeto de numerosas revisiones [101-105]. 

Por último vale destacar que buena parte de los componentes de la partícula retroviral está representada por 

moléculas del hospedador, muchas de estas reclutadas en forma específica y cumpliendo funciones importantes 

en el ciclo replicativo (revisado en detalle para HIV por diversos autores [106-108]). Podemos destacar: ácidos 

nucleicos como algunos ARNm, ARNr y ARNt; en particular el ARNt complementario a la secuencia pbs del genoma 

retroviral, cuyo rol es fundamental en el inicio de la retrotranscripción actuando como cebador de la RT [55]. 

Diversas proteínas celulares forman también parte del virión y en muchos casos su aporte a la funcionalidad de este 

permanece elusiva, por lo que son considerados “simples pasajeros”. Otros ejemplos son las numerosas proteínas 

de membrana incorporadas en la superficie del virus (ICAM-1, HLA-II, Galectina-1, CD80, CD86, etc.) las cuales 

cumplen roles funcionales como favorecer los contactos del virión y la célula hospedera, estimular diversas 

cascadas de señales y respuestas celulares (como inflamación, apoptosis y modulación de la respuesta inmune) e 

incluso prevenir la lisis del virus por parte de las proteínas del complemento (CD46, CD55, CD59). Otras proteínas 

son también incorporadas en el virión por interacción con proteínas del virus, por ejemplo con diferentes dominios 

de Gag como la Lysil-ARNt transferasa o chaperonas de la familia “heat shock”; también son incorporadas otras 

chaperonas como ciclofilina A, actina o proteínas de unión a actina relacionadas con la regulación del citoesqueleto, 

ubiquitina y proteínas monoubiquitiniladas (usualmente dirigidas a la vía endocítica), proteínas de la familia ESCRT 

(cuyas funciones han sido relacionadas el brotamiento del virión), proteínas del complejo principal de 

histocompatibilidad, MHC I y II (a menudo asociadas a presentación de superantígenos y activación de linfocitos), 

proteínas de unión a ácidos nucleicos como por ejemplo APOBEC3G (involucrada en la inmunidad innata antiviral), 

quinasas como ERK2 o Proteína quinasa A (PKA) entre otras. 

 

El ciclo replicativo de los retrovirus puede dividirse en dos fases tal como se describe en la Figura 7. La fase temprana 

se puede definir desde el evento de fusión de la envoltura con la membrana de la célula hospedadora, hasta la 

integración del ADN proviral en el genoma del hospedero. La segunda fase viene a continuación de un período de 



 
latencia de longitud variable, y se considera entre la producción y ensamblado de los diversos componentes virales 

hasta la generación de una nueva partícula madura e infecciosa. 

Figura 7: Ciclo Viral de Retrovirus. Se representan en forma esquemática las fases temprana y tardía del ciclo replicativo con 
todas las etapas descritas en más detalle en esta sección. Adaptado de [109]. 

 

 

El primer paso del ciclo replicativo consiste en el reconocimiento de proteínas transmembrana sobre la superficie 

de la célula hospedera que actúan como receptor putativo. A menudo esta etapa es precedida por un episodio de 

establecimiento de contactos no específicos entre el virión y la célula a través de proteoglicanos tipo heparán 

sulfato. 

En BLV el receptor permanece aún elusivo [110]; de acuerdo a estudios realizados con librerías de fagos hace más 

de 25 años el receptor de BLV corresponde a una proteína transmembrana de tipo 1 (con un único pasaje a través 

de la bicapa lipídica)[111]. Estudios realizados por homología de secuencia en ratón, propusieron la subunidad δ 

del complejo de proteínas adaptadoras AP3D1 [112]. En 2018 se publicaron resultados in silico e in vitro señalando 

la interacción entre el extremo N-terminal de la proteína gp51 de BLV y la proteína AP3D1 bovina [113], no obstante 

esta corresponde a una proteína citosólica sin regiones transmembrana, por lo que la validez de este modelo se 

mantiene en tela de juicio. 

En el caso de HIV el receptor es la proteína CD4 (una glicoproteína expresada en la superficie de linfocitos T, 

macrófagos y células NK) y consta de un correceptor representado por uno de los receptores de quimioquinas 

CXCR4 o CCR5[114]. En HTLV-1 el transportador de glucosa GLUT1 y la proteína neurofilina 1 (NRP-1) forman un 

complejo que ha sido identificado como el receptor viral de superficie [115, 116] e incluso el papel de los 

proteoglicanos heparán sulfato ha sido priorizado al nivel de estas proteínas [117]. 



 
Una vez que se da el reconocimiento específico entre el virión y la célula hospedera, ocurren los re-arreglos 

conformacionales responsables de acercar y fusionar las membranas lipídicas [118], para que el núcleo 

ribonucleoproteico o “core” del retrovirus sea internalizado en el citoplasma de la célula. En el caso de BLV no se 

conoce plenamente el proceso de fusión sin embargo se sostiene que el modelo que mejor se adecúa es el del virus 

de la leucemia murina (MuLV por “murine leukemia virus”)[119]. Según este, SU interacciona con el receptor 

desencadenando un arreglo conformacional de TM (mantenida hasta ese momento en un estado metaestable 

fusogénicamente inactivo con el péptido de fusión hidrofóbico ocluido). Este cambio conformacional libera el 

péptido de fusión que se ancla en la membrana celular, acercando y fusionando ambas bicapas lipídicas. 

 

X Una vez que el “core” es internalizado, diversos factores celulares estimulan la retrotranscripción del ARNv [120, 

121], que es acompañada por otros procesos paralelos: el desensamblado parcial de la cápside y la interacción con 

elementos del citoesqueleto y los poros nucleares [122].   

La retrotranscripción es uno de los elementos distintivos de los retrovirus, donde la RT es capaz de sintetizar una 

cadena de ADN de polaridad negativa (complementaria a la cadena de ARNv de polaridad positiva) a partir de un 

ARNt que forma parte de la partícula, degradar los segmentos de ARN que se encuentran formando híbridos 

(actividad ARNasa H) y sintetizar una segunda cadena de ADN de polaridad positiva. Así pues, el producto de la 

retrotranscripción es un ADN doble hebra conteniendo toda la información genética del virus, flanqueada por dos 

segmentos LTR (esenciales durante la etapa de integración en el genoma del hospedero). En esta tesis no 

pretendemos profundizar en los mecanismos de la retrotranscripción (revisado exhaustivamente por [100, 123]). 

En HIV, la retrotranscripción ocurre en forma coordinada con la desestabilización del “core”, sin embargo no se 

sabe si en deltaretrovirus existe correlación entre estos procesos [124].  

La presencia de ADN doble cadena en el citoplasma celular es censado por la sintetasa de GMP cíclico y AMP cíclico 

cGAS (por “cyclic guanosine monophosphate-adenosine monophosphate synthase”) y es uno de los principales 

disparadores de la respuesta innata antiviral, activando vías de señalización y secreción de IFN tipo I y otras 

citoquinas proinflamatorias. Sin embargo se ha demostrado que HIV retrotranscribe su genoma en un ambiente 

protegido por la cápside, logrando evadir esta respuesta innata [125, 126] y este complejo es a menudo referido 

en la literatura como complejo de retrotranscripción (RTC por “reverse transcription complex”). 

Para que la RT pueda llevar a cabo esta tarea es necesario que la cápside permita la entrada de nucleótidos. Esto 

se logra gracias a la presencia de poros con tamaño selectivo en el centro de cada hexámero de CA conformados 

por los residuos Arg18 y una suerte de diafragma móvil constituido por los β-hairpin [127]. Estos poros constituyen 

un canal positivamente cargado capaz de unir los dNTPs con cinéticas cercanas a la difusión, y se pueden encontrar 

en estado abierto o cerrado dependiendo de las conformaciones diferentes del β-hairpin como resultado de 

movimiento pívot de los residuos Pro1 e His12 respecto al Asp51 (Figura 8.A) 



 

Figura 8: Relación de CAHIV con los procesos de retrotranscripción e importación nuclear. A) En la parte superior se presentan 
las diferentes conformaciones del β-hairpin de CAHIV como resultado del movimiento pívot de los residuos Pro1 y His12 respecto 
al Asp51 (inset). Este movimiento del β-hairpin permite que el poro generado en el centro de los hexámeros de CA se encuentre 
en estado abierto o cerrado permitiendo o no la entrada de dNTPs a la cápside para que se produzca la retrotranscripción. 
Adaptado de [127] B) La desestabilización prematura de la cápside retroviral o su hiper-estabilización afectando el 
desensamblado y en consecuencia el destino de la infección viral. Adaptado de  [128]. C) La cápside de HIV no se desensambla 
completamente colabora con el proceso de importación nuclear del ADN retrotranscripto. Para ello debe interactuar con 
proteínas del poro nuclear acompañar las cadenas de ácidos nucleicos al interior del núcleo. Tomado de [129]. 

 

 

El “core” es desestabilizado en un proceso conocido como “desnudamiento”, el cual viene siendo activamente 

estudiado en diferentes retrovirus y aún no es cabalmente comprendido en ninguno de ellos. Incluso existen 

diferencias notorias en diferentes tipos celulares complejizando aún más el escenario tal como lo describen las 

numerosas revisiones existentes ([128, 130-132]), la mayoría enfocadas en HIV.  

Al momento, la idea más aceptada para HIV plantea que el RTC madura dando lugar al complejo de pre-integración 

(PIC por “pre integrative complex”) en el cual solo existe ADN doble hebra competente para ser integrado en el 

genoma hospedero, ligado a una cápside al menos parcialmente ensamblada que logra acoplarse con los poros 

nucleares para permitir la importación al núcleo [133].  

Es un proceso perfectamente coordinado, en el que participan numerosas proteínas virales y del citoplasma del 

hospedero (algunas como CypA, ERK2 o EF1A incluso forman parte de la partícula. Desde su entrada en el 

citoplasma hasta el acoplamiento con el poro nuclear, la cápside interactúa con diversos cofactores celulares que 

regulan el proceso de desensamblado: Ciclofilina A (CypA), la subunidad 6 del factor de corte y poliadenilación de 

ARN (CPSF6) y diversas nucleoporinas o proteínas de transporte nuclear como TNPO3, NUP153, NUP358 y 

LEDGF/p75. En particular NUP153 y CPSF6 interactúan con diversos dominios de cápside (interfaz NTD:CTD) que se 
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mantienen espacialmente juntos cuando esta está ensamblada [134]. El transporte hacia los poros nucleares 

depende también de la interacción del core con proteínas del citoesqueleto a través de diversas proteínas 

adaptadoras.  

Buena parte de lo que conocemos hasta el momento de la maduración del RTC para dar lugar al PIC y del 

desensamblado de la cápside, ha sido dilucidado mediante estudios mutagénicos que permiten desestabilizar o 

hiper-estabilizar la cápside, afectando el poder infectivo de los viriones [135]. Ejemplos de la importancia de este 

proceso en el ciclo viral son los factores de restricción retroviral que, mediante la interacción con CA, bloquean la 

infección ya sea desestabilizando la cápside en forma prematura (TRIM5α por “Tripartite motif-containing protein 

5”) o bien estabilizándola en forma excesiva (MxB por “myxovirus resistance protein B”) (Figura 8.B). 

 

El transporte del ADN doble hebra retrotranscripto al núcleo y su integración en el genoma hospedero constituyen 

la última etapa de la fase temprana del ciclo. La cápside ha demostrado jugar un rol fundamental en el proceso de 

transporte al núcleo para su integración [136-138], demostrando que todos los procesos están interconectados. 

Algunos retrovirus simples importan el ADN durante la división celular siendo exclusivamente dependientes de esta 

fase del ciclo celular, no obstante los retrovirus más complejos como lentivirus y spumavirus pueden hacerlo en 

células que no están en división, utilizando un mecanismo activo para importar el ADN al núcleo [139, 140]. El 

mecanismo de transporte del ADN retrotranscripto al núcleo celular en deltaretrovirus no está muy descripto en la 

literatura. 

 Como se dijo previamente el complejo de preintegración PIC, está formado por el ADN doble hebra y múltiples 

proteínas virales y celulares en algunos retrovirus como HIV. La interacción de CA con diversas nucleoporinas y 

factores del poro nuclear como Nup153 y Nup358 está implicada en la importación nuclear mientras que la 

interacción con otras como CPSF6 o TNPO3 afectan la integración en el genoma [141-143]. Recientemente se 

constató que la interacción de CPSF6 con los arreglos hexagonales de cápside de HIV está implicada también en el 

transporte nuclear en macrófagos infectados y que CAHIV es capaz de atravesar el poro nuclear y localizarse en el 

núcleo [129, 144] (Figura 8.C).  

La integración es llevada a cabo por la integrasa viral IN actuando en conjunto con otras proteínas del PIC para 

insertar el ADN retrotranscripto en el genoma del hospedero, dando origen al provirus. Este proceso tiene como 

consecuencia la pérdida de 2 nucleótidos en cada extremo LTR y la duplicación de unos pocos nucleótidos (de la 

secuencia de ADN hospedero en el sitio de inserción) a ambos lados del ADN proviral integrado [55]. 

La interacción de los retrovirus con el genoma hospedero ha suscitado particular interés por su aplicabilidad como 

vectores para terapia génica [145]. Los sitios de integración de retrovirus son diferentes entre sí, e incluso algunos 

generan patologías diferentes en función del sitio de inserción. Algunos como HIV integran su genoma 

preferentemente en regiones con genes activos [146] donde la topografía de la cromatina en las inmediaciones del 

poro nuclear parece jugar un rol fundamental en la definición de los sitios de integración [147] lo cual refuerza la 

idea de que los mecanismos de importación nuclear e integración están íntimamente ligados. En el virus de la 

leucemia murina (MuLV) tiende a insertarse preferente en las regiones ubicadas rio arriba del extremo 5’ de genes 

transcriptos, mientras que en el virus de la leucosis/sarcoma aviar (ASLV) la preferencia por regiones de genes 

activos es muy débil mientras y no presenta preferencia por las regiones ubicadas en 5’ de los genes activos [55]. 

En el caso de HTLV-1 la integración en regiones transcripcionalmente silenciadas ocurre con mayor frecuencia en 

pacientes asintomáticos [148] mientras que la integración en regiones transcripcionalmente activas da como 

resultado mayores niveles de expresión proviral lo cual ha sido asociado con una progresión hacia la enfermedad 



 
inflamatoria del sistema inmune causada por el virus: paraparesia espástica tropical o mielopatía asociada al virus 

HTLV-I (TSP/HAM)[149]. Recientemente se ha encontrado que HTLV-1 (al igual que HIV) es capaz de alterar la 

estructura de la cromatina y afectar la expresión de genes del hospedero contiguos y alejados del sitio de inserción 

[150]. 

Como se detalló previamente, durante bastante tiempo se pensó que en BLV la integración ocurría en forma 

aleatoria, motivo por el cual no existía relación alguna entre el proceso de integración y los mecanismos 

oncogénicos [19]; sin embargo recientemente se han encontrado sitios de integración con mayor frecuencia o 

“hotspots” que implican la alteración de genes relacionados con cáncer o “cáncer drivers” [10]. 

 

 

La transcripción del provirus a ARN es llevada a cabo por la ARN polimerasa II celular, mediante el reconocimiento 

de promotores ubicados en la región U3 de ambos LTR. Los ARNm pueden actuar como genoma de las nuevas 

partículas, sin embargo, inicialmente son sometidos a procesos de corte y empalme (“splicing”) más o menos 

complejos dependiendo del retrovirus y exportados al citoplasma. En deltaretrovirus, los ARN doblemente 

procesados de Tax son los primeros en exportarse al citoplasma y traducirse seguidos por Rex, para dar lugar a 

múltiples etapas de regulación que aseguran la traducción de las proteínas estructurales y enzimas del virus en 

forma coordinada y en el momento apropiado [55]. 

Una estrategia ampliamente extendida en retrovirus es la expresión de poliproteínas como forma de optimizar la 

compartimentalización de los componentes virales respetando la estequiometría. Por ejemplo Gag representa el 

50% de la masa del virión, no obstante la misma es expresada como Gag y Gag-Pro-Pol (a una relación aproximada 

de 20:1) [56] utilizando estrategias diferentes de acuerdo al género. 

En todos los retrovirus Gag-Pro-Pol es traducida a partir de ARN sin procesar, sin embargo, las estrategias pueden 

ser diferentes. En el caso de los deltaretrovirus, los tres genes se encuentran en ORFs diferentes de modo que la 

poliproteína Gag-Pro-Pol es producida únicamente cuando ocurren dos corrimientos en el ORF: uno (-1) antes de 

comenzar la traducción de Pro y otro (-1) justo antes de Pol [55], mientras que en lentivirus y alfaretrovirus, pro y 

pol están en un ORF diferente de gag, y solo se necesita un corrimiento (-1) en el marco de lectura para producir la 

poliproteína [151]. Otros como gammaretrovirus o epsilonretrovirus poseen los genes en un único marco de lectura 

con un codón stop entre gag y pro, que es pasado por alto para dar la poliproteína Gag-Pro-Pol [152]. Estos cambios 

en los ORF ocurren con determinada frecuencia gracias a estructuras secundarias que adopta el ARN en ciertas 

regiones. 

Otras proteínas como por ejemplo Env son producidas a partir de un ARN con un único evento de splicing, donde 

trimeriza y establece los puentes disulfuro correspondientes para ser dirigida a la vía del Golgi donde las proteasas 

tipo furina clivan las dos subunidades SU y TM [55]. 

 

 

La partícula infectiva es generada luego del proceso de maduración (descrito en el próximo apartado), sin embargo, 

el ensamblado y brotamiento del virión ocurre dando lugar a una partícula inmadura (no infecciosa) a través de un 

proceso que depende en gran medida de Gag y las interacciones que establezca con los demás componentes 

estructurales del virión. Casi todo lo que sabemos actualmente sobre ensamblado de retrovirus es relacionado a 

HIV, y en particular sobre BLV existe muy poca información al respecto. 



 
Gag es una proteína de unos 55KDa que posee como estructura básica los dominios de MA, CA y NC con algunas 

diferencias características de cada género (Figura 9) y cuya presencia es suficiente para generar partículas similares 

a virus (VLPs por “virus like particles”) [153] gracias a su rol en el ensamblado y el brotamiento de virión. Cuando la 

partícula se ensambla, Gag se dispone con orientación radial, tapizando buena parte del interior de la partícula con 

el dominio MA en contacto con la bicapa lipídica [154] y el dominio NC interactuando con el ARN viral. Trabajos de 

criomicroscopía electrónica (“Cryo-EM”) en HIV-1 han demostrado que este tapizado presenta un número variable 

de moléculas de Gag (3.000-11.000) en función del tamaño variable de las partículas (119-127nm de diámetro) y se 

disponen en arreglos hexagonales y continuos (aunque incompletos en algunas regiones) presentando una 

curvatura natural sin necesidad de incluir arreglos pentaméricos [155, 156]. 

Figura 9: Organización de los dominios de algunas proteínas Gag retrovirales. Representación de los dominios de Gag 
presentes en todos los retrovirus, matriz (MA), cápside (CA con sus dominios NTD y CTD), nucleocápside (NC). También se 
incluyen varios péptidos separadores (SP) y otras secuencias peptídicas (p6 en HIV, p2 y p10 en RSV, p4 en BLV y p12 en MLV). 
La Gag de RSV presenta además la proteasa PR en su extremo c-terminal. Adaptado de [157]. 

 

Gag se ancla a la membrana plasmática, por medio del dominio MA a través de a) interacciones electrostáticas de 

los residuos básicos Arg y Lys con las cabezas polares de la cara interna de la bicapa lipídica, b) a través del grupo 

miristoílo que se inserta en la cara interna de la bicapa y c) mediante la cadena hidrofóbica en el carbono 1’ del 

fosfolípido PI(4,5)P2 que se inserta en un bolsillo hidrofóbico de MA, manteniendo la cadena acilada del carbono 

2’ insertada en la bicapa [158]. 

En HIV se ha visto que antes de autoensamblar en forma radial tapizando la membrana, el dominio MA también es 

capaz de asociarse temporalmente al ARN viral como forma de regulación del ensamblado[159] adoptando una 

forma compacta[160] que deberá pasar a su estado extendido para poder autoensamblar[161]. A esto se suma el 

hecho de que el grupo miristoílo se encuentra inicialmente ocluido en un bolsillo hidrofóbico de MA y es liberado 

en respuesta a la auto asociación trimérica de MA y a fosfolípidos específicos de membrana, para dar lugar a 

arreglos de lípidos característicos (“lipid rafts”)[162].  

El dominio funcional CA de Gag representa el motor principal de la auto asociación de dicha poliproteína durante 

el ensamblado, siendo los contactos que dan lugar a los trímeros de MA [163] y contactos entre NC [164], fuerzas 

complementarias. El arreglo hexagonal de Gag en la partícula inmadura ha sido evidenciado mediante 

reconstrucciones a partir de imágenes obtenidas por Cryo-EM, las cuales a pesar de la baja resolución sugieren que 

esta simetría hexagonal está dada fundamentalmente a nivel de los dominios NTD y CTD de CA, a lo que se suma 

en HIV el fragmento SP1 [165]. Recientemente se demostró la importancia del fragmento SP1 (un péptido separador 



 
ubicado entre CA y NC en HIV, pero ausente en BLV y otros retrovirus) en la autoasociación de Gag [166, 167]; 

también en HIV se destaca un fragmento rico en prolinas entre las hélices 6 y 7 del dominio CA[168]. 

El dominio CA de Gag presenta una disposición hexagonal durante el ensamblado, manteniendo contactos entre sí 

muy diferentes de los que estabilizan los arreglos hexagonales de la cápside en el virus maduro. El mecanismo que 

lleva a la formación de los arreglos hexagonales de Gag y los cambios conformacionales durante la maduración han 

comenzado apenas a esclarecerse para HIV. El rol de moléculas formadas por anillos fosforilados de inositol sobre 

el ensamblado de Gag ha sido estudiado dada su similitud con el fosfolípido PI(4,5)P2 ampliamente encontrado en 

la envoltura retroviral, encontrándose que Gag es capaz de interactuar con inositol 6 fosfato (IP6) a través de sus 

dos entremos: MA y NC [169]. Recientemente se identificó el IP6, como una pequeña molécula (naturalmente 

presente a nivel celular) capaz de promover los diferentes re-arreglos de Gag durante el ensamblado y la 

maduración, estabilizando los estados conformacionales [170, 171]. Según estos autores el anillo inositol de este 

compuesto establece contactos con dos residuos de lisina pertenecientes al dominio CTD de CA y a la región N-

terminal de SP1 (capaz de formar un haz de 6 α-hélices que da origen a su denominación 6HB por “six helix bundle”) 

tal como se describe en la Figura 10.D. Durante la maduración, SP1 es clivado por PR, generando un drástico cambio 

conformacional a nivel de CA, de modo que IP6 establece nuevos contactos. 

Figura 10: Aspectos estructurales de Gag y su interacción con IP6 durante el ensamblado y la maduración de partículas de 
HIV. A) Esquema de una partícula de HIV inmadura brotando de la membrana plasmática, con Gag estableciendo contactos a 
nivel de CTD y SP1 (arriba) y una partícula madura con la cápside en forma cónica estableciendo contactos a nivel de NTD 
(abajo). No se muestran otros componentes de la partícula como Env o el ARN viral. B) Imágenes de microscopía electrónica 
obtenidas por tinción negativa de partículas de HIV inmaduras (arriba) y maduras gracias a la inducción del ensamblado de CA 
con IP6 (abajo). C) Representación de Gag inmadura (arriba) y CA madura (abajo) unidas a IP6 (rojo). La interacción de IP6 con 
la Gag inmadura ocurre a través de la interfaz entre el CTD y SP1, mientras que en la CA madura lo hace a través del NTD. Se 
incluye también la estructura de D-myo-IP6 (la isoforma más abundante de IP6). D) Vista superior y lateral de la representación 
de superficies de hexámeros de CA unidos a IP6 en una partícula inmadura (arriba) y madura (abajo). En la partícula inmadura 
se incluye el primer tramo de SP1 (violeta), el cual forma un haz de seis hélices (6HB por “six hélix bundle”). Nótese el cambio 
de posición de IP6 con la maduración: en la partícula inmadura IP6 se une a la interfaz CTD/SP1 mediante los residuos Lys290 
y Lys359 de Gag (), mientras que luego de la maduración IP6 establece contactos con la Arg150 de Gag, ubicada en el dominio 
NTD. Es destacable también el cambio de posición de estos residuos antes y después de la maduración reflejando el dramático 
cambio conformacional sufrido por CA en esta etapa. Dependiendo de cada etapa de maduración, se presentan en cada caso 
la numeración de los residuos correspondientes a su posición en la secuencia de dicha proteína, y entre paréntesis se 
representa la numeración de los mismos en el otro estado de maduración. Adaptado de [170, 171]. 

En BLV se ha observado que Gag es capaz de unirse a IP6 a través del dominio MA [172], sin embargo en HTLV-1 el 

ensamblado y brotamiento del virión no parecen dependientes de la interacción de Gag con el fosfolípido PI(4,5)P2 

[173]. Por otro lado la oligomerización de Gag en HTLV-1 no resulta crucial para dirigir su transporte hacia la 
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membrana (como sí ocurre en HIV [174], o en RSV [175]) y los contactos NTD-NTD parecen tener mayor relevancia 

en el ensamblado de la partícula (en comparación con HIV donde los dominios CTD y SP1 resultan cruciales) [176]. 

Recientemente se publicaron datos obtenidos por dispersión de rayos X a bajo ángulo (SAXS por “small angle X ray 

scattering”) y modelado molecular, sugiriendo que la Gag de BLV en solución adopta una conformación elongada 

similar a MLV y RSV, y se diferencia del comportamiento de la Gag de HIV que adopta una conformación compacta 

[177]. Estas diferencias sugieren que los mecanismos que dirigen el ensamblado de la partícula viral de lentivirus y 

deltaretrovirus difieren bastante en algunos aspectos, requiriéndose profundizar en las diferencias para 

entenderlos mejor [174]. 

Por su parte el dominio nucleocápside (NC) de Gag es una proteína básica de bajo peso molecular, conteniendo dos 

dominios de unión a zinc y tiene diversas funciones en el ciclo viral como dimerización de las dos cadenas de ARN 

viral, empaquetamiento del material genético, replicación, retrotranscripción, integración y ensamblado; muchas 

de ellas asociadas a su capacidad de unión a ácidos nucleicos (revisadas por [178] y [179] entre otros). La capacidad 

de NC de unir el ARN genómico viral dimérico de HIV [180, 181] asegura que durante el ensamblado de Gag se 

formen partículas virales conteniendo la información génica para infectar nuevas células. La secuencia Ψ del ARN 

viral adopta cierta estructura secundaria que es reconocida específicamente por el dominio NC de Gag. Esto se lleva 

a cabo gracias a la presencia de un loop conocido como DIS (por “dimer initiation site”) en la región Ψ, que es capaz 

de formar apareamientos de bases inter-cadenas. En la mayoría de los retrovirus esta dimerización es promovida 

in vitro por NC, siendo BLV una excepción dado que la dimerización es promovida por MA [109]. 

Los dominios NC de Gag son capaces de unir tanto cadenas de ADN como ARN, algo que se ha demostrado en 

HIV[182] pero también en deltaretrovirus como HTLV-1[183] y BLV[184]. A pesar del parentesco entre HTLV-1 y 

BLV, se presentan diferencias claras entre estos deltaretrovirus a nivel de NC. En HIV se ha visto una clara 

predilección por secuencias poli(T/U)G, característica que comparte con SIV y BLV pero que curiosamente no se ve 

en HTLV-1[157, 184]. Incluso la afinidad de unión entre NC y ácidos nucleicos es mayor en HIV-1 y BLV con respecto 

a HTLV-1, a la vez que la cinética de desnaturalización de bucles complementarios en HTLV-1 (proceso fundamental 

durante la retrotranscripción) difiere sensiblemente de las de HIV y BLV[185]. 

Otro componente fundamental en la partícula son las glicoproteínas de superficie. Dado que las mismas son 

transportadas a la superficie celular por una vía diferente de los demás componentes estructurales del virión (vía 

aparato de Golgi), debe haber un nexo que asegure su correcta incorporación en el sitio de ensamblaje. La síntesis, 

tráfico e incorporación de Env en la partícula de HIV son revisados en detalle por [186], sin embargo los mecanismos 

permanecen parcialmente comprendidos. Se cree que la interacción del dominio MA de Gag con los extremos C-

terminales citoplasmáticos de TM son los mediadores de esta conexión [186-189]. 

 

El brotamiento y liberación de la partícula retroviral da como resultado una entidad independiente de la célula 

huésped, aunque inicialmente no infectiva (inmadura). Al igual que el ensamblado, estos procesos dependen 

fuertemente de Gag y sus interacciones con componentes estructurales del virus y también de la célula. La 

curvatura de la membrana inducida por el ensamblado de Gag determina el sitio de brotamiento de la nueva 

partícula. El mecanismo de reclutamiento de Gag al sitio de brotamiento de la partícula varía notablemente entre 

diferentes retrovirus. HIV-1 parece reclutar las moléculas de Gag directamente desde el citoplasma para formar 

ensamblados a nivel del sitio de brotamiento, mientras que en HTLV-1 las moléculas de Gag se asocian primero a 

la cara interna de la membrana plasmática y son desde ahí reclutadas lateralmente hacia el sitio de 

brotamiento[190]. 



 
El brotamiento de los retrovirus ocurre por un proceso de fisión empleando la maquinaria celular utilizada durante 

la división celular, específicamente en la etapa de citocinesis [191]: la vía ESCRT (por “Endosomal Sorting Complex 

Required for Transport”). 

La vía ESCRT está compuesta por diversos complejos de proteínas identificados como ESCRT-0, ESCRT-I,ESCRT-II, 

ESCRT-III y el complejo Vps4, los cuales actúan en forma coordinada en procesos que implican deformación de 

membranas y separación de las mismas como: formación de cuerpos multi-vesiculares y carga de proteínas 

ubiquitiniladas para su transporte hacia lisosomas, abscisión durante la división celular y obviamente brotamiento 

de algunos virus envueltos [192] 

Respecto al proceso de brotamiento de retrovirus, casi todo lo que se sabe es relacionado a HIV, donde Gag reúne 

los componentes virales y auto ensambla deformando la membrana. Para que el virión se libere de la célula 

hospedadora, la partícula debe ser separada de la misma y en este proceso Gag también es protagonista, actuando 

como un adaptador de membrana para reclutar algunos de los componentes de la vía ESCRT [193, 194] que llevarán 

a cabo un proceso de deformación topológica de la célula, equivalente al de abscisión durante la citocinesis[195]. 

El ensamblado de Gag da inicio al proceso de brotamiento, el cual es finalizado por la maquinaria ESCRT antes de 

que Gag se cierre formando una esfera completa [196]. 

Desde hace tiempo se conoce que las proteínas Gag retrovirales (y también proteínas de matriz de otros virus 

envueltos como rhabdovirus y filovirus) poseen secuencias implicadas en la etapa final del brotamiento, conocidas 

como “dominios tardíos” o “dominios L” (por “late domains”)[197]. En HIV el dominio p6 ubicado en el extremo c-

terminal de Gag (Figura 9) interactúa con TSG101 (uno de los componentes del complejo ESCRT-I) y ALIX (una 

subunidad accesoria del complejo ESCRT-III) a través de dos dominios L diferentes (con secuencias PTAP e YPXL); 

ALIX interactúa también con NC mientras que el dominio CTD de CA hace lo propio con NEDD4L, un miembro de la 

familia de proteínas NEDD4 E3 ubiquitina ligasas implicadas en el brotamiento de otros retrovirus [56]. En 

deltaretrovirus los dominios L se ubican en MA cerca del inicio de CA; por ejemplo en HTLV-1 hay dos dominios L 

dispuestos en tándem cerca del extremo C-terminal de MA (con secuencias PPPY y PTAP respectivamente) los 

cuales interactúan con NEDD4 y TSG101 [198, 199], mientras que BLV tiene solo un dominio L (con secuencia PPPY) 

ubicado también al final de MA (en el péptido p4) [200]. 

Estas proteínas reclutadas por Gag actúan como mediadoras para que el virus usurpe la maquinaria de fisión celular 

incorporando proteínas de los complejos ESCRT-III y Vps4: aparentemente las proteínas de ESCRT-III polimerizan 

en forma de espiral cónico generando una estructura que deforma la región que mantiene unidas la célula y la 

partícula (cuello), mientras que el complejo VPS4 con actividad ATPasa es responsable de desensamblar la 

estructura cónica, desestabilizando el cuello y liberando la partícula mientras ESCRT-III es devuelta al citoplasma 

[56, 201] tal como se muestra en la Figura 11. 

 



 

Figura 11: Reclutamiento de la maquinaria ESCRT por parte de Gag para la liberación de la partícula retroviral. A)  Esquema 
representando una partícula de HIV brotando de una célula. Los dominios MA, CA y NC de Gag se presentan como figuras 
geométricas en amarillo, anaranjado y rojo respectivamente, y el ARN viral diploide en celeste. La membrana se representa en 
verde y los trímeros de Env se representan con las subunidades TM y SU en rojo y celeste, respectivamente. Las proteínas 
celulares se representan como estructuras basadas en datos obtenidos por difracción de rayos X: la subunidad TSG101 del 
complejo ESCRT-I unida al dominio p6 de Gag, se representa como una estructura en rojo unida a ubiquitina en negro (PDB: 
1S1Q, 2P22), mientras que el dominio V de ALIX se presenta en azul (PDB: 2OEV). Estas interacciones resultan en el 
reclutamiento de proteínas del complejo ESCRT-III (representadas en verde, PDB: 2GD5) las cuales polimerizan en una 
estructura de espiral cónico que promueve el cierre del cuello que mantiene la partícula unida a la célula. VPS4 se representa 
en violeta (PDB: 1XWI) y es la responsable de desensamblar el espiral cónico y permitir la liberación de la partícula. Tomado de 
[56] B) Estereoimágen pseudocoloreada obtenida por microscopía electrónica (“deep-etch electron microscopy”) mostrando 
la estructura en espiral cónico formada por ESCRT-III en la cara citoplasmática de la membrana plasmática de células HeLa 
depletadas de VPS4. En anaranjado se ve un arreglo de clatrina, en verde caveolas lipídicas y en amarillo los ensambles 
espiralados de ESCRT-III. La imagen puede visualizarse en tres dimensiones utilizando lentes 3D en ambos paneles (ojo 
izquierdo = rojo).Tomado de [201]. 

 

Durante la maduración, la proteasa viral PR corta las moléculas precursoras Gag-Pro-Pol y Gag liberando sus 

dominios MA, CA y NC [55, 202] (Figura 12.A). La maduración trae aparejada la adquisición de capacidad infectiva 

y una serie de re-arreglos estructurales a nivel de proteínas y ácidos nucleicos que son visibles por microscopía 

electrónica tal como se ve en la Figura 12.B. 

La proteasa PR es expresada a partir del ARNm de Gag como un precursor minoritario Gag-Pro-Pol, que es reclutado 

hacia el sitio de ensamblaje de la partícula a través de los mismos mecanismos utilizados por Gag. La subunidad PR 

del precursor Gag-Pro-Pol posee actividad autocatalítica y es capaz de escindir su extremo N-terminal (unido al 

dominio NC) mediante una reacción intramolecular, a través de la formación de un dímero transitorio [203, 204] 

que dará lugar a la proteína dimérica con capacidad de clivar el resto de los sustratos (incluido su extremo C-

terminal). La enzima PR en el contexto Gag-Pro-Pol es capaz de autoescindirse con baja actividad, mostrando hasta 

ese momento una restringida actividad frente a los demás sitios de corte [205]. La escisión del extremo N-terminal 

de PR es el paso limitante para activar la enzima y continuar con el proceso de maduración [206, 207] representando 

un excelente blanco terapéutico [208]. 

Este proceso ocurre únicamente en la partícula luego de su liberación por lo que la activación autocatalítica de PR 

está inhibida durante el ensamblaje. Los disparadores de esta activación proteolítica son desconocidos aunque se 

sospecha que la multimerización de Gag y Gag-Pro-Pol puedan jugar un rol fundamental, teniendo en cuenta que 

la enzima activa es homodimérica; otro desencadenante posible es la acidificación del medio dentro de la partícula 

retroviral [55]. 

A B 



 

Figura 12: Maduración de retrovirus. A) Modelo estructural de la Gag de HIV creado a partir de las estructuras MA-NTD (2GOL), 
CTD (1BAJ), NC (1MFS) y un modelo helicoidal de SP1. Con flechas negras se presentan los sitios de corte de PR [56]. B) Imágenes 
obtenidas por microscopía electrónica a partir de diversos retrovirus mostrando los cambios sufridos durante la maduración. 
C) Superposición de estructuras del NTD de HIV-1 mostrando que la formación del β-hairpin producto de la maduración no 
afecta el resto de su estructura terciaria. Cada estructura se presenta en un color diferente y entre paréntesis se describe la 
técnica utilizada para su obtención y el correspondiente número de acceso en PDB [74]. D) Comparación de las estructuras de 
CTD de HIV-1 antes y después de la maduración con. Con excepción de un codo en la hélice 9 y la perdida de estructura 
helicoidal del péptido SP1, el resto de la estructura terciaria se mantiene inalterada [178, 209]. 

La secuencia de los sitios de corte de PR son variables a nivel de Gag y entre diferentes retrovirus y el orden en que 

se da el procesamiento de Gag resulta fundamental para asegurar una correcta maduración. En HIV-1, la PR activa 

inicia el procesamiento de Gag con el clivaje de la interfaz CA-NC seguido por la interfaz MA-CA [96, 210] mientras 

que en HTLV-1 algunos resultados sugieren que la interfaz MA-CA parece cortarse antes que CA-NC [211]. En BLV, 

no existe información detallada y en tal sentido nuestro grupo viene realizando trabajos para esclarecer los 

aspectos enzimáticos de la PR de BLV. 

La remoción de MA en el extremo N-terminal de CA da lugar a una prolina que forma un β-hairpin, el cual es 

conservado y resulta importante en el ensamblado hexamérico de la cápside madura de diversos retrovirus [212]. 

Sin embargo, la formación de esta estructura en el NTD de HIV-1 no es responsable de la maduración sino una 

consecuencia de la misma, siendo precedida por el clivaje de la interfaz CA-SP1, el cual ha sido identificado como 

el desencadenante de la maduración [212, 213]. Estos resultados fueron recientemente confirmados por técnicas 

de alta resolución como tomografía electrónica [214].  El dominio SP1 de HIV-1 posee una región con estructura 

helicoidal formando un haz (6HB) que estabiliza la Gag inmadura y cuando CA-SP1 es escindida por PR, CA es 

liberada adoptando una conformación tridimensional diferente (Figura 10.D). Tal como se muestra en la Figura 

12.C y D, los dominios NTD y CTD de CA de HIV-1 no varían sustancialmente su estructura secundaria y terciaria 

durante la maduración (algo recurrente en retrovirus y que nuestro grupo también constató en el NTD de BLV [53]). 

Sin embargo, las posición relativa de los dominios NTD y CTD en el espacio, sufre movimientos rotacionales y 

translacionales extremadamente drásticos, manteniendo la cohesión de la red hexamérica, pero cambiando su 

topología, lo cual se logra gracias al establecimiento de contactos continuos y cambiantes entre moléculas de CA 
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vecinas. El rol de IP6 (que mantiene contactos con residuos de SP1 y CTD en la Gag inmadura) es importante también 

durante la maduración, pasando a establecer contactos con el dominio NTD de la cápside madura, específicamente 

con el residuo Arg18 [170, 171] que se encuentra en el centro de los hexámeros y que tiene implicancias en la 

entrada de nucleótidos a la cápside en el RTC. 

Otros retrovirus como M-PMV (Mason-Pfizer Monkey Virus) [215, 216] o RSV (Rous Sarcoma Virus) [217, 218] 

poseen regiones en el extremo N-terminal de CA (denominadas p12 y p10 respectivamente) que podrían dirigir el 

ensamblado de la lattice de Gag inmadura. Particularmente RSV posee un péptido SP en el extremo C-terminal de 

CA (Figura 9) que forma un haz de α-hélices (6HB) en el ensamble de Gag inmadura similar al observado en HIV y 

un péptido p10 en el extremo N-terminal de CA que adopta una estructura particular impidiendo la accesibilidad al 

sitio de corte de la PR y representando un mecanismo de regulación de la maduración [219]. En este sentido BLV 

no presenta péptidos espaciadores entre CA y NC, sin embargo el dominio MA (p15) es cortado en forma diferencial 

por PR dando lugar a una versión más corta identificada como p10 y un pequeño fragmento p4 correspondiente al 

extremo más cercano a CA (Figura 9)[220]. El rol de esta proteólisis diferencial de la interfaz MA-CA en BLV ha sido 

muy poco estudiado y sus posibles efectos en la formación de la lattice inmadura y la regulación de la maduración 

no deberían ser descartados. 

A manera de resumen luego de revisar el ciclo replicativo, podemos concluir que CA es una proteína central en la 

biología de los retrovirus, y casi omnipresente ya sea formando parte de la cápside o dirigiendo el ensamblado de 

Gag. Esta característica ha llevado a que la misma sea tenida en cuenta en el desarrollo de métodos diagnósticos 

y/o terapéuticos contra retrovirus. 

 

Las estrategias de diagnóstico de retrovirus se basan fundamentalmente en la detección de anticuerpos específicos 

contra alguno de los componentes virales. Sin embargo, estos dependen del montaje de una respuesta humoral 

exitosa dando lugar a algunas limitaciones que demandan la aplicación de variantes alternativas como la detección 

en forma rápida de ácido nucleicos. La detección de la proteína de la cápside de HIV se logra 5-7 días después que 

el ARN viral, no obstante, requiere personal menos especializado y equipamiento no tan sofisticado, permitiendo 

su implementación en centros con “nivel primario de atención de salud”. Por tal motivo los “inmunoensayos de 

cuarta generación” dirigidos a la detección de anticuerpos y antígenos virales en forma conjunta, son actualmente 

recomendados para reducir la ventana de tiempo en que la infección no es detectada y están siendo implementados 

en los algoritmos de detección de HIV en países desarrollados [221]. La detección de CAHIV puede ser una estrategia 

diagnóstica alternativa en el caso de a) neonatos hijos de madres infectadas, b) individuos cursando infección aguda 

por HIV, c) individuos pertenecientes a grupos de alto riesgo, d) individuos tratados durante la infección aguda 

propensos a sufrir seroconversión, e) participantes en programas experimentales de vacunación, entre otros [222]. 

La lucha anti retroviral, en particular contra HIV-1, se ha basado fundamentalmente en el ataque de enzimas clave 

del ciclo viral como la transcriptasa reversa (RT) y la proteasa (PR). Sin embargo, su alta variabilidad genera 

resistencia y fallas en los tratamientos, siendo necesaria la identificación de nuevos blancos terapéuticos para ser 

atacados en combinación con los ya existentes. La alta conservación de secuencia de CA y su sensibilidad frente a 

la aparición de mutaciones convierte a las cápsides retrovirales en excelentes blancos de terapias mantenidas en el 

tiempo [223, 224]. Si bien ninguno de los compuestos dirigidos contra CA y propuestos como candidatos 

terapéuticos ha mostrado suficiente potencial para justificar su desarrollo clínico, estos han evidenciado una 

diversidad de mecanismos a través de los cuales ejercen su poder antiviral sugiriendo que su uso en forma sinérgica 

a través de compuestos bifuncionales podría potenciar su aplicabilidad[225]. 

Varios derivados del ácido betulínico (un compuesto natural de origen vegetal) fueron identificados inicialmente 

como inhibidores de la maduración de la partícula viral inhibiendo el procesamiento de Gag [226, 227]. Bevirimat 



 
(primer compuesto de este tipo sometido a pruebas clínicas) es capaz de unirse a Gag a través de la región entre el 

extremo C-terminal de CA y el fragmento SP1 inhibiendo el corte por la proteasa viral y por consiguiente la 

maduración de la partícula [228, 229]. 

El mecanismo de acción antirretroviral de esta familia de compuestos representa una excepción, ya que la mayoría 

de las moléculas capaces de unirse a CAHIV e interferir con la maduración y/o el ensamblado de la cápside de HIV, 

lo hacen a través de los dominios NTD y CTD (Figura 13). 

Figura 13: Sitios de unión a CAHIV de compuestos y péptidos con acción antiviral. Diferentes estructuras de CAHIV o sus 
dominios formando complejos con compuestos antirretrovirales fueron alineadas y se representan con código de colores de 
acuerdo con el sitio de unión de cada uno. En el caso de compuestos que se unen al mismo sitio con diferentes orientaciones 
(CAP-1) solo se presenta una de ellas para simplificar. Por su parte el péptido CAC-1 es un homólogo de la hélice 9 de CA, 
presentándose la estructura de dicha hélice obtenida a partir del dímero de dominios CTD. La figura fue confeccionada 
utilizando Pymol y los PDB ID fueron los siguientes: PF74 y CAHIV (4XFZ), BI-2 (4U0F), CAP-1 (4NX4), BD-3 (4E91), BM-4 (4E92), 
BI-1 (4J93), CAC-1 (1A8O), CAI (3DS0) y NYAD-1 (2L6E). 

En 2003 se describieron CAP-1 y CAP-2, dos compuestos relacionados, capaces de unirse al NTD reduciendo la 

velocidad de ensamblado y disminuyendo la infectividad de HIV en forma dosis dependiente [230]. Los compuestos 

BD3 (benzodiacepinas) y BM4 (benzoimidazoles) pertenecen a otra familia de compuestos y se unen a un sitio 

similar inhibiendo el ensamblado a través de la desestabilización de los contactos NTD-CTD de subunidades 

adyacentes, ya sea deformando el dominio NTD o protruyendo del sitio de unión y afectando los contactos [231]. El 

compuesto BI-1 descrito en 2013, presenta capacidad de unir al NTD a través de un sitio cercano a la base del loop 

de unión a ciclofilina sin hacer contacto directo con las interfaces NTD-NTD o NTD-CTD de subunidades adyacentes. 

Este compuesto es capaz de inhibir el ensamblado in vitro y desestabilizar las cápsides in vivo [225, 232]. Sin 

embargo dicho compuesto posee actividad muy débil frente a proteínas con niveles de polimorfismo normales lo 

cual llevó a la rápida cancelación de pruebas clínicas [233].  

Los compuestos PF74 [234, 235] y BI-2 [236], también se unen al NTD, pero a través del bolsillo hidrofóbico formado 

por las hélices 3, 4, 5 y 7, compitiendo con las moléculas celulares Nup153 [237] y CPSF6 [134] implicadas en la 

importación nuclear del genoma y la maquinaria de integración. Más recientemente se identificó por análisis in 



 
silico, el compuesto H22 capaz de unirse al mismo sitio, pero interactuando exclusivamente con re-arreglos 

hexaméricos. Curiosamente el efecto antiviral de estas moléculas está asociado a la estabilización de la cápside viral 

en las etapas tardías de la infección y no en la inhibición del autoensamblado [235, 236, 238].  

Otro compuesto, el I-XW-053 desarrollado por barrido virtual basado en datos estructurales [239] y el Compuesto 

34 obtenido por optimización del primero [240] son capaces de unirse al NTD e inhibir el ciclo replicativo, aunque 

no se conoce exactamente el mecanismo de acción antirretroviral.  

El CTD de CAHIV también representa un blanco de acción para diversos compuestos, en particular teniendo en cuenta 

su rol como motor del autoensamblado de Gag en la partícula inmadura. El primer compuesto dirigido contra el 

CTD de HIV capaz de inhibir el autoensamblado de CA in vitro fue el péptido CAC-1, diseñado como mimético de la 

hélice 9 de CAHIV (principal superficie de dimerización de CTD) [241]. Otros péptidos derivados de su secuencia como 

CAC1-C y CAC-1M presentaron mayor afinidad y niveles de inhibición más altos [242].  

Otro péptido conocido con el nombre de CAI, se une a un bolsillo hidrofóbico del CTD entre las hélices 8, 9 y 11 

logrando inhibir el ensamblado in vitro de CA y bloquear el ensamblado de Gag en la partícula inmadura y de CA en 

la partícula madura [243-245]. Dicho péptido sirvió de modelo para generar péptidos estabilizados por “grapas de 

hidrocarbono” (hydrocarbon-stapled peptides) con capacidad de penetrar células (CPP por “cell penetrating peptides”) 

y con afinidades mayores dando lugar al péptido grapa NYAD-1 [246], NYAD-201[247] y otros como NYAD-36, 

NYAD-66, NYAD-67 que además de unirse a CA e inhibir el ensamblado, poseen la curiosa capacidad de unirse a la 

glicoproteína de superficie y afectar también la entrada del virus [248].  

Hasta aquí la mayoría de los compuestos con actividad antiretroviral mediante unión al CTD son péptidos con 

longitudes variables entre 12 y 23 residuos, no obstante existen ejemplos más recientes de pequeñas moléculas 

como GDC, un compuesto obtenido por florescencia en ensayos de complementación celular con capacidad de 

unirse a una región entre los dominios NTD y CTD de subunidades adyacentes, inhibiendo el autoensamblado in 

vitro y en experimentos con células[249]. Otro ejemplo de pequeñas moléculas dirigidas contra el CTD de HIV son 

los Compuestos 6 y Compuesto 50 seleccionados por docking computacional y dirigidos contra la misma cavidad 

hidrofóbica que el péptido CAI y sus derivados, mostrando capacidad de inhibir el autoensamblado de CA in vitro 

pero incapaces de inhibir la formación de partículas inmaduras con Gag [250]. 

Por su parte el compuesto Ebselen (compuesto con actividad anti-inflamatoria, antioxidante y crio protectora) fue 

identificado dentro de una librería de 1280 compuestos farmacológicamente activos, como un inhibidor de HIV 

mediante un mecanismo de estabilización de la cápside (probablemente impidiendo el “desnudamiento “en fases 

tempranas del ciclo en forma similar a PF74) uniéndose al CTD a través de residuos de cisteína en la región de 

dimerización de dicho dominio [251]. 

Los anticuerpos murinos contra CAHIV fueron utilizados a inicio de los 90s, demostrando inhibir la infección in vitro 

mediante mecanismos no del todo conocidos en ese momento, que implicaban inhibición del ensamblado de la 

cápside, citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC por “antibody-dependent cellular cytotoxicity”) y 

enlentecimiento en la diseminación del virus [252, 253]. 

Más recientemente, el uso de anticuerpos monoclonales con capacidad de inhibir el autoensamblado de CAHIV in 

vitro demostró ser efectivo para bloquear el ciclo replicativo de HIV gracias a la conjugación de los mismos con 

péptidos de internalización celular [254]. Frente a esta evidencia, el desarrollo de fragmentos de anticuerpo con 

capacidad de penetrar células ha sido visualizado como una estrategia promisoria en la inhibición de retrovirus 

mediante interferencia con los procesos celulares necesarios para llevar a cabo el ciclo replicativo [255]. 

En tal sentido los dominios variables de anticuerpos de cadena pesada (VHH o nanoanticuerpos) pueden ser una 

excelente herramienta para interferir con los procesos del ciclo retroviral, particularmente debido a su pequeño 



 
tamaño, fácil producción en forma recombinante y posibilidad de ser modificados a nivel de secuencia 

aminoacídica. La siguiente sección pretende revisar las características más notorias los VHH, así como sus posibles 

aplicaciones y mecanismos de producción en forma recombinante.  



 
Tabla 1. Moléculas con actividad antiretroviral por unión a CAHIV. Modificado de [233]. HTS: cribado de alto rendimiento por 
“high-throughput screening”; TR-FRET: transferencia de energía por resonancia de fluorescencia resuelta en el tiempo por 
“time-resolved fluorescence resonance energy transfer”; N.D.: no determinado; PBMC: células mononucleares de sangre 
periférica por “peripheral blood mononuclear cells”. Se considera fase temprana de infección a los eventos comprendidos desde 
la entrada del virus hasta la integración, mientras que la fase tardía implica la formación de nuevas partículas con el ensamblado 
de la cápside y su maduración. *Valores de KD determinados por ITC con compuestos de la misma familia que presentan mayor 
solubilidad. 
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Antes de hablar de los anticuerpos de cadena pesada y meternos de lleno en el análisis de los nanoanticuerpos, 

dedicaremos una primera sección al estudio de los anticuerpos clásicos. 

 

 

Luego de una infección, los mamíferos presentan dos sistemas interconectados para contraatacar el ingreso y 

diseminación de microorganismos potencialmente patógenos: la respuesta innata y la adaptativa. La respuesta 

innata se dispara mediante el reconocimiento de patrones conservados en patógenos a través de receptores de 

amplia especificidad (PRRs por Pattern Recognition Receptors) codificados a nivel de línea germinal [257]. Por su 

parte la respuesta adaptativa presenta un grado de especificidad muy superior por los antígenos y es disparada por 

estos. Ambos sistemas están basados en componentes celulares y moleculares.  

Los componentes celulares de la respuesta innata están representados por células fagocíticas (neutrófilos, 

monocitos y macrófagos), células liberadoras de mediadores inflamatorios (basófilos, mastocitos y eosinófilos) y 

células “natural killers” (NK), mientras que los componentes moleculares de la respuesta innata están 

representados por el Sistema del Complemento, las proteínas de Fase Aguda, citoquinas y quimioquinas. 

En cuanto a los componentes celulares de la respuesta adaptativa podemos nombrar a los diferentes tipos de 

linfocitos T y linfocitos B  [258]. Los linfocitos B expresan en su superficie receptores BCR específicos, que al unirse 

a un antígeno son activados, proliferan y se diferencian mediante una compleja reorganización celular, dando lugar 

a células productoras de anticuerpos o a células de memoria que ofrecen una línea de defensa frente a posteriores 

infecciones [259]. 

Los anticuerpos constituyen los componentes moleculares por excelencia de la respuesta adaptativa (respuesta 

humoral adaptativa) pero también interactúan con la respuesta innata y la respuesta celular adaptativa llevando a 

cabo diversas funciones como a) neutralización de patógenos (aglutinación, inhibición de unión a receptores, 

inhibición de fusión y entrada), b) activación de la cascada del complemento (destrucción del patógeno, fagocitosis 

mediada por complemento), c) interacción de Fc vía receptores Fc (citotoxicidad celular mediada por anticuerpos o 

ADCC, opsonización y fagocitosis) y d) modulación de la respuesta inmune (generación, secreción o represión de 

sustancias pro- y antinflamatorias) [260]. 

 

Cuando pensamos en anticuerpos o inmunoglobulinas, es imposible evitar pensar en su versión clásica basada en 

la estructura propuesta por Porter en 1963, consistente en un tetrámero (≈150-180KDa) conformado por dos 

cadenas pesadas idénticas (H) y dos cadenas livianas idénticas (L), donde cada heterodímero de cadenas pesada y 

liviana se encuentran unidos covalentemente por puentes disulfuro [261] (Figura 14). Tanto la cadena pesada (50-

75 KDa) como la liviana (≈25 KDa) poseen regiones de secuencia variable en su extremos N-terminales y secuencias 

constantes en los extremos C-terminales [262], donde las cadenas livianas están conformadas por un dominio 

variable VL y un dominio constante CL, y las cadenas pesadas están formadas por un dominio variable VH y hasta 4 

dominios constantes CH. Las cadenas pesadas poseen una región “bisagra” entre el dominio constante más cercano 

al dominio variable, otorgándole flexibilidad a la cadena pesada y la característica forma de “Y”. Esta región bisagra 

(sensible a la acción proteolítica de la papaína) permite separar los heterodímeros de cadena pesada y liviana en 



 
dos tipos de fragmentos: dos fragmentos de unión al antígeno (Fab) y un fragmento cristalizable (Fc) asociado a 

otras funciones como la interacción con el sistema de complemento y ADCC [263-266], (Figura 14). 

Figura 14. Estructura de un anticuerpo clásico: Los anticuerpos clásicos (en este caso una IgG de ratón) poseen dos cadenas 
largas y dos cadenas cortas idénticas entre sí, a pesar de que acá se presentan con colores diferentes. Las cadenas livianas 
poseen un dominio variable (VL) y un dominio constante (CL), mientras que las cadenas pesadas poseen un dominio variable 
pesado (VH) y tres constantes (CH1, CH2 y CH3). El corte de las regiones bisagra da lugar a un fragmentos Fc (conformado por 
dominios CH2 y CH3) y dos dominios Fab conformados por las cadenas livianas y los dominios VH y CH1 de las cadenas pesadas, 
cuyo sitio de unión al antígeno se llama paratope. 

 

Las inmunoglobulinas presentan diversidad a nivel de sus regiones Fc, pudiendo ser clasificadas en diferentes clases 

o isotipos: IgM, IgD, IgG, IgE e IgA (Figura 15.A), de acuerdo a la clase de dominio CH que las componen, denotados 

con las letras griegas minúscula μ, δ, γ, ε, α, respectivamente. El linfocito B que sale de la médula ósea co-expresa 

IgM e IgD en su superficie, pero con los mismos dominios VL y VH. Esta co-expresión se explica por splicing 

alternativo entre las 2 regiones constantes μ y δ [267]. Una vez activado por el antígeno, los linfocitos B adquieren 

la capacidad de secretar IgM frecuentemente en estado pentamérico [268]. La expresión de otros isotipos ocurre 

mediante un proceso de recombinación somática conocido como Recombinación de Cambio de Clase (CSR por class 

switch recombination) donde el gen Cμ codificante del fragmento CH es sustituido por Cγ, Cε o Cα para dar lugar a 

los demás isotipos [269]. La función de las IgM está fuertemente ligada a la eliminación de patógenos por 

opsonización y fijación del complemento (favorecida por su estado multimérico). La IgD se encuentra en baja 

cantidad en forma soluble en suero y su función es poco conocida tanto para la forma secretada como para la unida 

a membrana. La IgG es la inmunoglobulina más abundante y en humanos presenta 4 subclases diferentes (IgG1, 

IgG2, IgG3 e IgG4,). La IgE a pesar de encontrarse en baja cantidad en su forma soluble en suero tiene una altísima 

afinidad para unirse a receptores Fc-ε presentes en células efectoras, cumple una función relevante en la defensa 

antiparasitaria y está asociada a reacciones de hipersensibilidad y alérgicas. Por su parte, en humanos la IgA posee 

dos subclases (IgA1 e IgA2) [258] y secunda a la IgG en términos de abundancia en suero; los niveles más altos de 

IgA se presentan a nivel de mucosas y secreciones como saliva y leche materna [270]. 



 

Figura 15: Isotipos de Inmunoglobulinas. A) Representación de las formas monoméricas de los principales isotipos de 
inmunoglobulinas humanas con los dominios variables representados en rojo, los constantes en colores de acuerdo a cada 
isotipo, los sitios de N-glicosilación como hexágonos verdes y los puentes disulfuros como líneas horizontales de color negro. 
B) Organización de los genes de la región constante de la cadena pesada de humanos. Con la letra Ψ se representa un 
pseudogen que ha sido inactivado. (Modificado de [271]). 

 

 

Podemos pensar en los anticuerpos como moléculas con 2 regiones bien diferenciadas: una región efectora ubicada 

en la región C-terminal, cuya diversidad está asociada a distintas funciones celulares (discutido en la sección 

anterior) y una región de interacción con el antígeno (paratope) en la región N-terminal cuya diversidad es crucial 

para virtualmente poder reconocer cualquier ligando. 

El sitio de reconocimiento de los anticuerpos está formado por tres regiones hipervariables en la cadena variable 

pesada (VH) y tres regiones hipervariables en la cadena variable liviana (VL), conocidas como “regiones 

determinantes de complementariedad” (CDRs) numeradas de 1 a 3, a su vez separadas y flanqueadas por regiones 

más conservadas conocidas como regiones “framework” (FR) numeradas de 1 a 4[272](Figura 16.A). Si bien las 

diferencias de secuencia aminoacídica en los CDR aportan la mayor variabilidad para la generación de sitios de 

reconocimiento de antígenos [273], las regiones FR influencian la interacción, fundamentalmente favoreciendo el 

mantenimiento del correcto plegamiento y la estabilidad de los anticuerpos [274, 275]. 



 

Figura 16: Variabilidad de los CDRs de Inmunoglobulinas. A) Gráficos de variabilidad obtenidos a partir de alineamientos de 
varias docenas de secuencias de cadenas livianas y pesadas de inmunoglobulinas humanas [271]. B) Comparación entre 
especies de la longitud del CDR3 de la cadena pesada [276].C) Representación esquemática del efecto de la longitud de los 
CDRs sobre la topografía del paratope del anticuerpo (Adaptado de Collis et al. [277, 278]) 

De acuerdo con la base de datos KABAT DATABASE iniciada en 1970, los CDRs de la cadena liviana de anticuerpos 

humanos se encuentran en las posiciones 24-34 (10), 50-56(6) y 89-97 (8) mientras que en la cadena pesada se 

encuentran en las posiciones 31-35 (4), 50-65 (15) y 95-102 (7) [262]. Si bien la posición de los CDRs en la estructura 

de los anticuerpos es conservada, la longitud relativa de los mismos varía entre especies y en función del antígeno 

reconocido (Figura 16.B y C), permitiendo definir topografías características como superficies planas (asociadas al 

reconocimiento de proteínas), hendiduras (asociadas al reconocimiento de péptidos), bolsillos (asociadas al 

reconocimiento de haptenos) [277, 279] o extensas protuberancias[276] (asociadas en vacas a una rápida 

generación de anticuerpos antivirales neutralizantes de amplio espectro [280]). El CDR3 de la cadena pesada es el 

más extenso y variable en diferentes especies [281]. 

Se estima que los linfocitos B son capaces de producir anticuerpos con 1015 regiones variables diferentes a partir de 

la recombinación de aproximadamente 400 genes agrupados en 3 clústers: IGH (por la cadena pesada), IGK (por la 

cadena liviana κ) e IGL (por la cadena liviana λ). Los clusters IGH, IGK e IGL se ubican en cromosomas diferentes (14, 

2 y 22 en humanos y 12, 6 y 16 en ratones) [258, 282]. El clúster IGH posee 4 tipos de genes V, D, J y C (variable, 

diversity, joining y constant) mientras que los clusters IGK e IGL poseen genes V, J y C, careciendo de segmentos D 

[283]. 

El primer nivel de variabilidad en los linfocitos inmaduros se da mediante la generación de segmentos variables de 

cadena pesada gracias a la recombinación aleatoria de 1 de 25 segmentos DH con 1 de 6 segmentos JH por acción 

de las recombinasas RAG1 y RAG2 (recombination-activating genes) y posteriormente con 1 de 50 segmentos VH 

dando lugar a 7.500 combinaciones posibles [258]. En el linfocito B inmaduro, el receptor es conformado por una 

cadena pesada generada a través de esta vía y una “cadena liviana sustituta” (poco variable). Cuando el linfocito B 

madura, la cadena liviana sustituta es suplantada por una cadena liviana variable κ o λ, generada en forma similar 

por recombinación de segmentos VL y JL para dar lugar a 316 combinaciones posibles [284] y dado que el paratope 



 
se conforma por ambas cadenas, las combinaciones posibles ascienden a más de 2.3 millones. Sin embargo este 

número de posibilidades se incrementa muchísimo gracias a inexactitudes durante el empalme y la 

incorporación/eliminación de nucleótidos en las uniones de genes, mediada por la enzima Deoxiribonucleotidil 

Transferasa Terminal, TdT (Figura 17) [258]. 

Figura 17: Generación de diversidad de paratopes A) Maduración de un linfocito B hasta generar una célula secretora de 
anticuerpos (plasmocito). En el linfocito inmaduro, el receptor anclado a la membrana celular posee una cadena pesada 
variable (subtipo IgM) y una cadena liviana sustituta que es suplantada por una cadena liviana variable para dar lugar al 
receptor maduro IgM. Posteriormente, con el reconocimiento del antígeno la célula es activada y sufre un cambio de clase 
donde la región constante de la cadena pesada es modificada para dar lugar a anticuerpos secretables. B) Generación de 
variabilidad en la cadena pesada de un receptor de célula B. La recombinación de segmentos génicos V, D y J (ubicados en 
cromosomas diferentes) permite generar la región variable de la cadena pesada. Dicha variabilidad es incrementada por la 
presencia de inexactitudes en el empalme de secuencias y por la adición y sustracción al azar, de nucleótidos por acción de la 
enzima Deoxiribonucleotidil Transferasa Terminal (TdT).Extraído de Delves y Roitt, 2000 [258]. 

 

Cuando el linfocito maduro se une con un antígeno a través de una célula presentadora en los centros germinales, 

una serie de señales de activación promueven la proliferación de este y el cambio de clase para producir anticuerpos 

en forma soluble o para generar células de memoria. En esta etapa también ocurre el proceso de Hipermutación 

Somática (SHM por “somatic hypermutation“), donde la enzima AID (por Activation Induced Cytidine Deaminase) 

introduce mutaciones en las regiones variables de ambas cadenas (VL y VH) con una altísima frecuencia, 

incrementando notoriamente la diversidad del repertorio de anticuerpos. Dicha actividad mutagénica representa 

una oportunidad para mejorar la afinidad de los anticuerpos, pero también un riesgo dado que puede promover 

procesos de carcinogénesis. Por tal motivo su actividad está altamente regulada y dirigida a las regiones 

hipervariables de los anticuerpos [285]. Ambos procesos (CSR y SHM) son responsables de la segunda instancia de 

generación de diversidad y son regulados por la enzima AID [286]. 

A 
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Más allá de su rol fundamental en la inmunidad adquirida, los anticuerpos reconocen moléculas en forma 

específica, y su potencial uso en aplicaciones analíticas y terapéuticas fue reconocido tempranamente hace más de 

100 años por Paul Ehrlich. Este investigador alemán (Premio Nobel de Fisiología y Medicina en 1908) propuso el 

concepto de “anticuerpos como balas mágicas capaces de reconocer su objetivo sin afectar el organismo”[287].  

Durante más de la mitad del siglo XX, las aplicaciones de anticuerpos se limitaban al uso de sueros policlonales o 

purificaciones de anticuerpos con reactividad variada, hasta que en 1975 Köhler y Milstein fusionaron una línea 

celular de mieloma con células de bazo de ratones inmunizados con eritrocitos de oveja, para producir hibridomas 

inmortalizados capaces de producir grandes cantidades de anticuerpos monoclonales (mAbs) con especificidades 

únicas [288]. Esta metodología cambiaría definitivamente el destino de las aplicaciones de anticuerpos, primero en 

investigación básica y diagnóstico, y posteriormente en el campo terapéutico [289, 290]. El uso terapéutico de mAbs 

en humanos se vio inicialmente retrasado, debido a su origen murino [291]. Primero se sustituyó a la región 

constante murina por una de origen humano para dar lugar a los anticuerpos quiméricos [292] y posteriormente la 

incorporación de CDRs de anticuerpos monoclonales murinos en anticuerpos humanos dio lugar a anticuerpos 

humanizados [293], reduciendo notoriamente su inmunogenicidad [294]. Con el avance de la ingeniería genética, 

la inmunogenicidad de los mAbs en humanos ha sido reducida sensiblemente [295, 296], engrosando 

paulatinamente la lista de mAbs aprobados para fines terapéuticos en humanos, al punto que en 2017 el número 

de mAbs terapéuticos aprobados por la FDA asciende a 68, con un total de 10 aprobados en el último año[297]. 

 

A pesar de sus indiscutibles ventajas, los anticuerpos monoclonales quiméricos y humanizados con fines 

terapéuticos presentan ciertas limitaciones relacionadas con costos de producción, extensa vida media en suero, 

dificultad para penetrar en tumores sólidos (debido fundamentalmente a su tamaño, forma y presencia de región 

Fc) y limitaciones en el modo de acción de anticuerpos mediante unión a receptores celulares de Fc (mutaciones en 

los receptores Fc de pacientes, variaciones en el patrón de glicosilación dependiendo de la línea celular utilizada, 

competencia con otras IgGs del paciente por los receptores FcγRIIIa e interacción con receptores Fc inhibitorios 

como FcγRIIb expresados en células B, macrófagos, células dendríticas y neutrófilos)[298]. Por otro lado, existen 

diversas aplicaciones de anticuerpos donde la región efectora Fc no es necesaria e incluso indeseada, promoviendo 

la expansión del uso de fragmentos de anticuerpos con capacidad de reconocer antígenos. Por ejemplo en 

imagenología la presencia de la región Fc extiende la vida media en suero causando reducción de contraste o bien 

favorece la generación de efectos citotóxicos no deseados provocados por la activación de células que expresan 

receptores Fc [299]. Estas limitaciones han pavimentado el camino hacia una nueva generación de agentes 

terapéuticos, diagnósticos y de investigación, basados en fragmentos de anticuerpos. 

Los primeros fragmentos de anticuerpos con actividad de reconocimiento antigénico fueron los Fabs obtenidos por 

proteólisis (papaína y pepsina) y la expansión de la técnica del ADN recombinante en la década del 80 propició la 

expresión de diversos fragmentos de anticuerpos recombinantes (Figura 18.A). Fragmentos Fab y Fv (dímeros no 

covalentes de dominios VH y VL) han sido expresados con cierto éxito en bacterias en 1988 [300, 301], y más 

recientemente en levaduras y hongos [302]. En 1989 se reportó la expresión en E. coli de fragmentos VH con 

capacidad de unión a lisozima, los cuales a pesar de ser pequeños y presentar afinidades similares al mAb original, 

mostraban tendencia a formar agregados debido a la exposición de residuos hidrofóbicos que normalmente 

estarían cubiertos por la cadena Vκ o Vλ [303] y además no son aplicables a todos los anticuerpos dado que 

generalmente ambos dominios variables participan del sitio de reconocimiento antigénico. La inserción de una 

secuencia peptídica hidrofílica y flexible a modo de “linker” entre los fragmentos variables VH y VL permitió la 

expresión en E. coli de dominios variables de anticuerpos de cadena única (scFv por single chain Fv) [304], sin 



 
embargo no siempre la afinidad se mantiene inalterada con respecto al anticuerpo original, la secuencia linker a 

menudo es degradada proteolíticamente y se favorece la agregación por exposición al solvente de residuos 

hidrofóbicos que usualmente estarían ocluidos en un anticuerpo normal (Figura 18.B)[305, 306]. 

A partir de esta batería de construcciones se ha cimentado el diseño de construcciones multiméricas con el objetivo 

de aumentar la afinidad funcional (avidez), potenciar interacciones celulares mediante el diseño de fragmentos 

multivalentes contra receptores de superficie para potenciar la activación o apoptosis de diversos tipos celulares a 

través de vías de señalización transmembrana o favorecer la interacción de diversos blancos para reclutar funciones 

efectoras, células citotóxicas o cápsulas de distribución de genes o marcadores inmunodiagnósticos (Figura 18.B) 

[299]. En este sentido, el descubrimiento de los anticuerpos de cadena pesada y la posibilidad de expresar los 

dominios variables en sistemas heterólogos abrió una nueva avenida en lo que refiere a fragmentos de anticuerpos 

con actividad de reconocimiento antigénico (Figura 18.C).  

Figura 18: Fragmentos de Anticuerpos Recombinantes. A) Inmunoglobulina G clásica con sus dominios variables VH y VL B) 
Diferentes fragmentos de anticuerpos con capacidad de reconocimiento antigénico, obtenidos por proteólisis o expresados en 
forma recombinante. C) Inmunoglobulinas de cadena pesada de camello (izquierda) y tiburón (derecha) acompañadas de los 
fragmentos VHH y V-NAR expresados en forma recombinante. Entre paréntesis se representa el peso molecular aproximado 
de cada construcción. (Adaptado de Holliger y Hudson, 2005 [299]) 

 

 

El descubrimiento de los anticuerpos de cadena pesada por el grupo de Hamers a inicios de la década del 90 abriría 

un nuevo frente en el uso de fragmentos de anticuerpos. Este grupo encontró que además de los anticuerpos 

clásicos, el suero de mamíferos pertenecientes a la familia Camelidae (camellos, dromedarios, llamas, alpacas y 

vicuñas entre otros) presenta una variedad de anticuerpos que carece de cadena liviana [307], a los cuales llamaron 

Anticuerpos de Cadena Pesada o hcAbs (por heavy chain antibodies). Poco tiempo después se encontraría que una 

especie de tiburones posee una variedad de anticuerpos de cadena pesada conocida como IgNAR 

(inmunoglobulinas NAR por “new antigen receptor”) [308] lo que más tarde se haría extensivo a peces 

cartilaginosos. A pesar de las diferencias estructurales, ambos tipos de anticuerpos poseen como característica 

común la ausencia de cadenas livianas y por ende un sitio de reconocimiento antigénico constituido únicamente 

por un dominio variable (Figura 18.C y Figura 19.A). 

 

A pesar de las similitudes, los anticuerpos de cadena pesada de camélidos y peces cartilaginosos poseen orígenes 

diferentes. Los hcAbs de camélidos representan una adaptación reciente surgida a partir de genes del locus IgH de 

anticuerpos convencionales mientras que los IgNAR de tiburones (pertenecientes a un antiguo linaje en 

A C B 



 
vertebrados) parecen ser el remanente evolutivo de un antiguo linaje (Figura 19.B) [309, 310] y de hecho 

proporcionan información respecto a la evolución de las inmunoglobulinas [311]. 

Figura 19: Anticuerpos de Cadena Pesada. A) En la columna izquierda se representan anticuerpos clásicos de 4 cadenas con 
una IgG de mamífero en la parte superior y una IgW de peces cartilaginosos en la parte inferior. Se muestran las cadenas 
livianas (verde) y en la cadena pesada los dominios variables (naranja) y los dominios constantes C1-3 en mamíferos y C1-6 en 
peces cartilaginosos (azul). Por su parte en la columna derecha se representa en la parte superior un hcAb de camélido con un 
dominio variable VHH (amarillo) y los dominios C2-3 (azul) y en la parte inferior una IgW-NAR de tiburón con un dominio VNAR 
(amarillo) y 5 dominios constantes C1-5NAR. Nótese la ausencia del primer dominio constante (contiguo al dominio variable) en 
los anticuerpos de cadena pesada de la derecha. B) Árbol filogenético simplificado. Se enfatiza con un rectángulo celeste 
aquellos taxones que poseen inmunoglobulinas (Ig) o receptores de células T (TCR) con sitios de reconocimiento antigénico de 
dominio único. Los números a la izquierda de cada nodo representan el tiempo de divergencia transcurrido (en millones de 
años). Extraído de Flajnik et al.[312]. 

Esto representa un misterioso caso de convergencia evolutiva a distintos niveles: 1) estructural: ambos se 

componen de homodímeros de cadenas pesadas; 2) secuencia: aumento en la frecuencia de residuos cargados y 

polares en la superficie que estaría interactuando con el dominio VL en Ig convencionales; 3) mecanístico: ausencia 

de dominio constante C1 (responsable de la interacción con la cadena liviana en Ig clásicas) y mecanismos de 

generación de alta variabilidad de repertorio (ausencia de la diversidad combinatorial debida al aporte de cadenas 

VL y VH) y 4) funcional: los dominios variables VHHs y V-NARs reconocen epítopos similares que se diferencian de 

los reconocidos por los anticuerpos convencionales [310, 312]. 

La necesidad de dominios de reconocimiento más pequeños (para acceder a antígenos crípticos alojados en 

pequeñas cavidades) y más estables (caracterizados por una alta frecuencia de puentes disulfuro no canónicos 

intra-dominio) para tolerar los ambientes áridos con temperaturas extremas como las que deben soportar los 

camélidos, podrían explicar al menos en parte la reciente aparición a nivel evolutivo de este tipo de anticuerpos 

[312]. 

 

En mamíferos, el orden Artiodactyla está formado por tres subórdenes: Ruminantia (vacas, cabras, ovejas, 

antílopes, etc.), Suiformes (cerdos, hipopótamos, etc.) y Tylopoda. El suborden Tylopoda está constituido por una 
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única familia: Camelidae conformada por dromedarios (Camelus dromedarius) y camellos (Camelus bactrianus), 

llamas (Lama glama), guanacos (Lama guanicoe), vicuñas (Vicugna vicugna) y alpacas (Vicugna pacos). El suero de 

los camélidos posee IgG clásicas o convencionales y anticuerpos de cadena pesada (hcAbs) [313]. El porcentaje de 

hcAbs respecto a anticuerpos clásicos es variable aunque parece mucho más alto en camellos (50-80%) que en 

camélidos sudamericanos como llamas y alpacas (10-25%) [313, 314]. En cuanto a la clasificación en subtipos de 

IgG existen controversias entorno al número exacto, sin embargo se sabe que existe un número similar que en otros 

artiodáctilos (3 isotipos de IgG en vacas y 6 isotipos de IgG en cerdos) aunque sus funciones no están plenamente 

diferenciadas como ocurre en humanos y ratones [313]. 

Los hcAbs son anticuerpos de menor tamaño (90KDa) con respecto a los clásicos (150KDa) dado que carecen de 

cadenas livianas y dominio constante CH1. Además de las IgG1 clásicas, existen dos fracciones IgG2 e IgG3 donde 

las IgG2 se caracterizan por la presencia de una región bisagra mucho más larga conformada por repeticiones de 

Pro-Gln que le otorgan rigidez y que podría redundar en una distancia entre paratopes similar a la observada en 

IgG1 clásicas, sin comprometer la función de crosslinking antigénico [307]. Los dominios CH2 y CH3 conforman un 

dominio homólogo a la región Fc de los anticuerpos convencionales y como consecuencia de la ausencia de cadenas 

livianas, el paratope está conformado únicamente por el dominio variable identificado como VHH (por “Heavy Chain 

Variable Domain of hcAbs”) o simplemente VHH  (Figura 20.A).  

Los dominios variables de hcAbs comparten un 80% de homología de secuencia con los anticuerpos clásicos [315]. 

Ambos poseen tres dominios hipervariables CDR1, 2 y 3 flanqueados por regiones framework FR1, 2, 3 y 4 y están 

organizadas en dos hojas beta formadas por 4 y 5 hebras beta (A, B, C, C’, C’’, D, E, F y G), estabilizadas por tres 

loops (uno de ellos hipervariable) y un puente disulfuro conservado entre las Cys23 y Cys104 (numeración IMGT). 

Los loops hipervariables conectan las hebras B-C, C’-C’’ y F-G (Figura 20.B) [313]. 

En los anticuerpos convencionales, la interfaz VH-VL posee un área aproximada de 1700-1900 Å2 con torsiones de 

las hebras beta que exponen residuos hidrofóbicos hacia el interior de la misma [316]. En los VHH, existen 

sustituciones de ciertos residuos hidrofóbicos en la región conservada FR2, por residuos de menor tamaño e 

hidrofobicidad, coincidiendo con lo que correspondería a la interfaz con el dominio VL de anticuerpos clásicos: 

V42F, G49E, L50R y W52G (Figura 20.B y C) [313, 317-320]. Estas sustituciones favorecen la solubilidad de los 

dominios VHH en comparación con los VH en ausencia de dominio VL de cadena liviana. De hecho se ha visto que 

la “camelización” de dominios VH de anticuerpos clásicos de humanos mediante la introducción de tres de estas 

sustituciones, reduce significativamente la tendencia a formar agregados [321]. 

El paratope de los hcAbs está formado por tres CDRs (en lugar de seis) generando superficies de unión de menor 

tamaño. En dromedarios se han detectado CDR 3 de mayor longitud, generando una superficie de unión de mayor 

tamaño que podría ayudar a superar esta limitación [322]. Estos CDR largos son por naturaleza flexibles y en 

consecuencia la unión al antígeno es energéticamente desfavorable. En este sentido la presencia de cisteínas en 

los CDRs permite establecer puentes disulfuro inter-loops, otorgándoles rigidez, estabilizando los VHH y 

favoreciendo la energética de unión con el antígeno mediante reducción de la pérdida de entropía asociada a la 

unión al antígeno [323]. En llamas la presencia de estos puentes disulfuro inter-loop es menos frecuente 

(usualmente entre los CDR2 y 3) coincidiendo con la existencia de CDR3 de menor longitud en comparación con 

otros camélidos [313, 317, 320], mientras que en dromedarios los puentes disulfuro inter-loops ocurren entre CDR1 

y CDR3 (y en menor frecuencia entre FR2 y CDR3) [313, 324] como se muestra en la Figura 20.B. Estas cisteínas no 

canónicas en el CDR1 suelen ubicarse en las posiciones 31, 33 y 34 (numeración IMGT), en el FR2 se ubican en la 

posición 50 y en el CDR2 en la posición 55 permitiendo agrupar los hcAbs en diferentes subfamilias; por su parte la 

ubicación de las cisteínas no canónicas en el CDR3 suele ser mucho más flexible [325]. Estos puentes disulfuro no 

canónicos tienen como objetivo estabilizar aún más los VHH y otorgar restricciones conformacionales a los CDRs 

para generar nuevos paratopes expandiendo el repertorio [323, 326]. El CDR3 además de jugar un rol fundamental 



 
en el reconocimiento antigénico, a menudo se ubica sobre la superficie equivalente a la interfaz con la cadena VL 

de Ig clásicas, cubriendo parches hidrofóbicos que de otra manera quedarían expuestos al solvente 

comprometiendo la solubilidad de los VHH [327]. 

 

La cadena pesada de los anticuerpos clásicos de camélidos se genera a partir de re-arreglos génicos entre los 

segmentos V, D y J con los genes constantes IGHM, IGHD, IGHG, IGHE e IGHA ubicados en el mismo locus para dar 

anticuerpos con diferentes afinidades y diferentes isotipos. En camélidos los segmentos génicos que dan lugar a 

hcAbs y anticuerpos convencionales se encuentran mezclados en el mismo locus H (en alpacas dicho locus se 

encuentra en el cromosoma 4, no obstante la localización de dicho locus no se conoce para otros miembros de 

dicha familia) dando lugar a diferentes tipos de anticuerpos [328, 329]. 

En camélidos, los genes de Ig clásicas y hcAbs poseen organizaciones idénticas con intrones, exones, regiones S para 

cambio de clase y sitios de poliadenilación alternativos para producir Ig secretadas y unidas a membrana. De hecho, 

ambos poseen secuencias para regiones constantes CH1, sin embargo, en hcAbs este dominio es eliminado por 

splicing gracias a la presencia de mutaciones en el extremo 5’ del intrón entre CH1 y la región bisagra (hinge). La 

ontogénesis de los hcAbs y en particular los mecanismos que llevan al cambio de clase de hcAbs para pasar de IgM 

a IgG2 o IgG3 permanecen elusivos hasta el momento.[313, 330] (Figura 20.C).  

El locus H de camélidos está conformado por una región V, donde se encuentran mezclados los clusters de genes 

IGHV e IGHVH codificantes de las regiones variables de anticuerpos clásicos y hcAbs, respectivamente; una región 

con segmentos D y J común a ambos tipos de anticuerpos; y una región C incluyendo genes codificantes de las 

regiones constantes de ambos tipos de anticuerpos mezclados [331]. 

La cantidad de genes IGHV e IGHVH es variable entre especies de camélidos (71 y 17 en alpacas [328], 50 y 42 en 

dromedarios respectivamente [332]) y por tal motivo en la Figura 20.C se señalan con un subíndice n. Los genes 

IGHVH tienen como características distintivas las sustituciones V42F, G49E, L50R y W52G en la región FR2 y a la 

presencia de puentes disulfuros inter-loops (sección 5.3.2.2), aunque existen también elementos a nivel de 

secuencia que podrían favorecer eventos de hipermutación somática y recombinación génica para dar lugar a un 

repertorio más extendido [326, 331].  

Los dominios VH y VHH se originan por re-arreglos de genes exclusivos de cada uno (IGHV e IGHVH) con clusters de 

genes D y J comunes a ambos [325]. La unión V-D-J en anticuerpos convencionales y hcAbs da origen al CDR3 y la 

razón para que haya diferencias tan marcadas en el largo de este loop entre ambos tipos de anticuerpos (teniendo 

en cuenta que los segmentos D y J que los originan son los mismos) no está clara, aunque probablemente se deba 

a una selección a nivel de receptor en la célula pre-B, dando lugar a un dominio correctamente plegado o una 

selección funcional donde aquellos linfocitos B expresando VHHs con un CDR más corto tienen un paratope de 

menor tamaño reduciéndose así la probabilidad de reconocer un antígeno y ser seleccionados para proliferar [313]. 



 

Figura 20: Anticuerpos de cadena pesada. A) IgG de camélidos. Se representa un anticuerpo clásico (IgG1) y dos variantes de 
hcAb con regiones bisagra de diferente longitud (IgG2 e IgG3). Se incluyen las formas mínimas de los dominios de 
reconocimiento antigénico (scFv y VHH) expresables en forma recombinante y se detallan los dominios de cada cadena. B) 
Estructura de un dominio VHH. Las hebras beta se denominan con letras mayúscula de color blanco y se representan como 
flechas de color negro y gris oscuro, dependiendo a qué hoja beta pertenezcan. Los loops se representan en gris claro a 
excepción de los CDR1, 2 y 3 representados en rojo, verde y celeste, respectivamente, y las regiones constantes “framework” 
se señalan con líneas discontinuas. Las cisteínas canónicas C23 y C104 se representan con círculos continuos de color amarillo 
intenso y el puente disulfuro canónico se representa como una línea discontinua del mismo color. Con círculos discontinuos de 
color amarillo pálido, se representan cisteínas no canónicas usualmente encontradas en camellos y dromedarios formando 
puentes disulfuro (línea discontinua del mismo color) entre el CDR1 (usualmente C31, C33 o C34) y el CDR3 (la ubicación de 
esta cisteína es mucho más variable y se representa como Cxxx). Por su parte en llamas, este puente disulfuro no canónico se 
forma entre la Cxxx del CDR3 y una cisteína ubicada al comienzo del CDR2 (señalada como Cxx). Con círculos de color naranja 
se representan aquellos residuos característicos de los VHH encontrados en camélidos que suelen sustituir residuos 
hidrofóbicos en el FR2 de los VH de anticuerpos clásicos. Los residuos F42 y G52 son usualmente cubiertos por el extenso CDR3 
[313, 324]. C) Locus H del genoma de camélidos y sus productos. En la parte central se representa el locus H con los clusters 
de genes IGHV1, IGHV4 y IGHV3 de los anticuerpos clásicos (amarillo) e IGHV3H de hcAbs (naranja), seguido de los clusters de 
segmentos génicos D y J (violeta y verde oscuro, respectivamente) y los genes constantes IGHM (e IGHD,no mostrado), varios 
subtipos de IGHG, IGHE e IGHA. Durante la linfopoyesis de la célula B, los genes IGHV3 sufren re-arreglos (líneas discontinuas) 
con un elemento D y un elemento J para dar lugar a un dominio VH (parte superior) donde la variabilidad del CDR3 proviene 
de las uniones VDJ. Inicialmente estos rearreglos génicos son expresados junto a un gen IGHM y luego del cambio de clase 
junto a un IGHG1 para dar lugar a una cadena pesada (con dominios CH1, bisagra, CH2 y CH3 representados en azul oscuro) 
que formará parte de una IgG1 convencional (parte superior). En otras células B, los segmentos IGHV3H sufren re-arreglos con 
elementos D y J de igual manera, para dar lugar a dominios VHH (parte inferior) y eventualmente son co-expresados con los 
genes IGHG2 (o IGHG3, no mostrado) para dar lugar a hcAbs con regiones constante CH2 y CH3 (azul claro) ya que el dominio 
CH1 es eliminado por splicing del ARNm. Las regiones FR se representan en color gris y los CDR 1, 2 y 3 en azul verde y rojo 
para ambos proteínas. Los aminoácidos característicos de los dominios VH (clásicos) y VHH (hcAbs) se señalan con rombos 
violetas y se identifican con código de 1 letra acompañados de la posición (Extraído de [313]). 
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Dado el éxito evolutivo de los anticuerpos clásicos (presentes en vertebrados a través de toda la escala zoológica), 

resulta curioso la tardía aparición de los anticuerpos de cadena pesada en camélidos y su establecimiento como 

mecanismo alternativo de defensa, teniendo en cuenta la ausencia de cadena liviana y la concomitante simpleza 

de los paratopes generados. La generación de sitios de unión más pequeños sin afectar la capacidad de 

reconocimiento antigénico representa un compromiso y en esta sección comentaremos algunos aspectos 

estructurales en relación con esto. 

Sin dudas el éxito de una respuesta de anticuerpos radica en la generación de diversidad. Como se discutió 

previamente los principales mecanismos para lograrlo son: a) diversidad recombinatoria de segmentos génicos VH-

D-JH y VL-JL; b) diversidad a nivel de las uniones de dichos segmentos por introducción de imprecisiones y 

adición/deleción aleatoria de nucleótidos durante la recombinación; c) diversidad combinatoria por el 

apareamiento de dominios VH y VL para generar el paratope y d) diversidad a nivel de la arquitectura del paratope 

incrementada por variaciones en el ángulo entre los dominios VH y VL[333]. Queda claro que la ausencia de cadena 

liviana en los hcAbs afecta dichos mecanismos reduciendo a priori el repertorio de anticuerpos. Sin embargo, ciertas 

características estructurales de los VHH le otorgan a los hcAbs ventajas sobre los anticuerpos clásicos. 

En primer lugar, hay que destacar que los hcAbs no constituyen una pérdida de variabilidad sino todo lo contrario 

ya que en camélidos coexisten ambos tipos de anticuerpos y por ende representan un mecanismo extra de 

generación de diversidad. De hecho, se ha demostrado en llamas que el tipo de antígeno determina en cierta 

medida el tipo de respuesta de anticuerpos (clásicos o hcAbs) [334]. 

A nivel de estructura, existen elementos que potencian la generación de diversidad. En los anticuerpos clásicos, 

algunos residuos de los CDRs participan de la interacción con la cadena liviana imponiendo restricciones a nivel de 

secuencia. En los hcAbs, la ausencia de cadena liviana elimina dicha restricción expandiendo el repertorio. La mayor 

longitud de los CDRs 1 y 3 en VHHs (además de compensar la ausencia de cadena liviana) representa otra alternativa 

para expandir el repertorio [333]. En humanos los CDR1 y 2 adoptan un número limitado de conformaciones 

mientras que en camélidos existe una mayor flexibilidad estructural a este nivel [335]. Además de las topografías 

clásicas: plana y hendidura, los VHH poseen loops (en particular el CDR3 de mayor longitud) que protruyen de la 

estructura, alcanzando epítopos ocultos que resultan inaccesibles a un paratope conformado por cadenas liviana y 

pesada [333, 336, 337]. Por último, la presencia de cisteínas no canónicas a lo largo de los CDRs y de la región FR2 

permite estabilizar ciertas conformaciones de los CDRs generando así paratopes diferentes [323]. 

 

Los dominios VHH pueden ser expresados en forma recombinante como entidades monoméricas solubles cuya 

capacidad de unión al antígeno se mantiene incambiada respecto al anticuerpo original. Los VHH recombinantes se 

conocen también como “nanoanticuerpos” o en inglés “nanobodies”. A pesar de que Nanobody® y Nanobodies® 

son marcas registradas por la compañía belga Ablynx (una compañía incubada en la Vrije Universiteit Brussel de 

Bélgica, donde fueron descubiertos los anticuerpos de cadena pesada en 1993 [307]), es común encontrar dicha 

denominación en bibliografía. 

Los VHH presentan características biofísicas y bioquímicas que los hacen interesantes como entidades para 

reconocimiento de antígenos. Además poseen gran versatilidad para ser utilizados en diversas aplicaciones 

biotecnológicas en el campo de la investigación, el diagnóstico y la terapéutica [335, 338-340]. 

Son proteínas muy estables mostrando reversibilidad frente a diversos agentes químicos caotrópicos [341], 

presentando una termostabilidad superior a la de los anticuerpos con valores de TM entre 60 - 80 °C e incluso 



 
mostrando una capacidad de reconocimiento antigénico inalterada luego de periodos de incubación a 90°C [341, 

342]. Los valores de TM son similares a los obtenidos para fragmentos scFv, sin embargo los VHH presentan la 

capacidad de re-naturalizarse correctamente luego de bajar la temperatura [343, 344]. Al mismo tiempo toleran 

pH extremos [345] así como la acción proteolítica de diversas enzimas, motivo por el cual se los considera a priori, 

excelentes candidatos terapéuticos para ser administrados por vía oral [346]. Además son extremadamente 

solubles alcanzándose concentraciones superiores a 3mM sin signos de agregación [335]. En virtud de su pequeño 

tamaño son capaces de penetrar tejidos con mayor velocidad, haciéndolos apropiados para el tratamiento de 

tumores sólidos, a la vez que son capaces de reconocer antígenos inaccesibles para los anticuerpos clásicos (de 

mayor tamaño) [322, 337]. 

Por último, cabe destacar que se expresan en sistemas heterólogos con rendimientos muy altos, permitiendo bajar 

muchísimo los costos de producción. Además, su secuencia puede ser modificada para mejorar ciertos aspectos 

(estabilidad, afinidad, avidez, etc.) y para agregar dominios extra que permitan generar un efecto deseado. Sin 

dudas, aquí radica una de las fortalezas más importantes de los nanoanticuerpos desde el punto de vista 

biotecnológico. La Tabla 2 correlaciona las propiedades de los VHH con algunas aplicaciones haciendo énfasis en 

las ventajas y desventajas asociadas [347]. 

 

Casi 30 años tuvieron que transcurrir desde el descubrimiento de los anticuerpos de cadena pesada, para la 

aprobación del primer nanoanticuerpo con fines terapéuticos. Este desarrollo resultó sorprendente lento en 

comparación con los mAbs (el primer mAb aprobado por la FDA con fines terapéuticos salió al mercado poco más 

de una década después del descubrimiento de la tecnología de hibridomas en 1975). 

El diseño de multímeros monovalentes o multivalentes aumenta la avidez o permite unir antígenos diferentes, a la 

vez que aumenta su tamaño [335] evitando que sean fácilmente eliminados a nivel renal [335, 348]. Recientemente 

se aprobó Caplacizumab, siendo el primer y único fármaco basado en nanoanticuerpos aprobado en Estados Unidos 

y Europa. Este VHH posee formato bivalente monoespecífico contra vWF (factor de Von Willebrand) y es indicado 

contra la Púrpura Trombocitopénica Trombótica (TPP). 

El carácter modular de los nanoanticuerpos permite abrir un extenso abanico de aplicaciones con fines 

terapéuticos. Muchas de las estrategias antitumorales basadas en nanoanticuerpos se han enfocado en su efecto 

antagónico contra proteínas sobre expresadas diferencialmente en células tumorales como factores de crecimiento 

y/o sus receptores [349-357], aunque también existen ejemplos con efecto agonista, reconociendo por ejemplo un 

receptor Fc de células NK, disparando una respuesta INF-γ dirigida contra un blanco específico [358, 359]. 

La fusión de nanoanticuerpos con diversos motivos efectores ha demostrado ser de gran utilidad en terapia 

antitumoral, incluyendo enzimas [360], toxinas [361-363] y radioisótopos o incluso sistemas de distribución de 

carga como liposomas, micelas o nanopartículas cargadas con agentes citotóxicos[364-367]. 

Las aplicaciones terapéuticas de nanoanticuerpos para combatir enfermedades infecciosas incluyen virus, 

bacterias, hongos, parásitos e incluso toxinas producidas por agentes infecciosos. En el caso de terapias antivirales, 

diferentes etapas del ciclo viral son blanco de nanoanticuerpos, por ejemplo contra proteínas de superficie [368, 

369], contra nucleoproteínas virales inhibiendo la translocación viral [328] o contra proteasas virales [370]. En el 

caso de HIV, nanoanticuerpos contra la proteína Rev de HIV bloquean el tráfico nuclear del ARNm viral [371, 372]. 

 

 



 
Tabla 2: Correlación entre las propiedades biofísicas de los Nbs y sus aplicaciones. Adaptado de [347] donde se encuentran 
referencias bibliográficas de cada caso. 

PROPIEDAD  VENTAJA DESVENTAJA AREA DE APLICACIÓN 

Dominio único 

Aumento del tamaño funcional de las 
librerías como consecuencia de la falta 
de apareamiento erróneo de dominios 

  Producción oligoclonal de célula única 

Posibilidad de diseños multivalentes 
unidos por “linker” flexibles 

  
Fácil producción de formatos bivalentes 
y trivalentes 

Producción en sistemas microbianos en 
condiciones de fermentación simples 
ofreciendo tiempos cortos de 
desarrollo 

Fiabilidad de la producción 
Producción a gran escala con una 
buena relación costo/beneficio 

Fácil manipulación genética para 
fusionar motivos, para aumentar la 
solubilidad o para reducir la agregación 
(inmunogenicidad reducida) 

Incapacidad para inducir 
funciones efectoras en forma 
directa.  

Selectividad tumor específica 

Imagenología in vivo selectiva 

Pequeño tamaño 
Rápida eliminación del torrente 
sanguíneo y penetración de tejidos 

Unión a haptenos y péptidos 
requiere pasos múltiples 

Selectividad tumor específica 

Tratamiento de 
enfermedades inflamatorias 
puede requerir tiempos de 
retención más largos 

Imagenología in vivo selectiva 

Presenta problemas en 
aplicaciones parenterales 

Neutralización de toxinas 

Hidrofilicidad 
aumentada 

Altos rendimientos de expresión   Fácil producción 
Alta solubilidad  Producción de "intrabodies" 

Estabilidad proteolítica  Inmunoterapia administrada por vía 
oral 

Alta estabilidad 
de secuencia 

Permite gran variedad de tratamientos, 
condiciones de almacenamiento y 
formulaciones 

  Modificación racional de secuencia  

Bajo potencial inmunogénico que 
permite tratamientos repetidos o con 
altas dosis 

No demostrado Modificación racional de secuencia 
Aplicaciones parenterales 
pueden requerir medidas de 
seguridad más exigentes 

Fabricación optimizada de drogas 

CDR3 largo 

Re-plegamiento eficiente luego de 
desnaturalización química o térmica 
otorga una alta estabilidad 
termodinámica  

No se excluye la posibilidad 
de formación de complejos 
no deseados in situ. 

Modificación racional de secuencia 
Fabricación optimizada de drogas 
Inmunoterapia administrada por vía 
oral 

Reconocimiento de sitios antigénicos 
de difícil acceso e inhibición de 
enzimas. 

  

Diagnóstico rápido de infecciones in 
vivo o in vitro 
Investigación de mecanismos 
bioquímicos 

Variabilidad en el 
extremo N-
terminal del 
CDR1 

Transmigración de la barrera 
hematoencefálica 

Imposibilidad de unirse 
antígenos a través del 
extremo C-terminal. 

Tratamiento de desórdenes 
neurológicos 

 

Otras aplicaciones terapéuticas de nanoanticuerpos tienen como objetivo el tratamiento de enfermedades de tipo 

inflamatorias como autoinmunes, la enfermedad inflamatoria intestinal, aterosclerosis y el síndrome de respuesta 

inflamatoria sistémica (donde TNF y su receptor representan uno de los blancos más interesantes) o enfermedades 

neurodegenerativas como las enfermedades de Alzheimer, Parkinson y Huntington y la distrofia muscular 

oculofaríngea.  

En el campo de la investigación, el diagnóstico médico y análisis ambiental, la lista de aplicaciones de 

nanoanticuerpos es casi infinita y existen numerosas revisiones en la literatura [338-340, 373, 374]. Sin lugar a duda 

la inmunodetección a través de la generación de mAbs con alta especificidad ha revolucionado el campo de la 

investigación científica, por lo que hacer una revisión del uso de nanoanticuerpos aplicados al campo de la 

investigación resulta redundante. En la Discusión General de este trabajo dedicaremos algunos párrafos a comentar 

las posibles aplicaciones de los VHHs seleccionados en este trabajo en el estudio del BLV.  



 
La generación de nanoanticuerpos contra pequeñas moléculas es factible [375] expandiendo su uso a otros campos 

como la industria alimentaria [376]; monitoreo ambiental [377, 378]; bioseguridad contra agentes asociados al 

bioterrorismo [379, 380] y componentes de explosivos como TNT [381], entre otros. 

 

La obtención de anticuerpos (de cualquier tipo) supone la utilización de la maquinaria de generación de diversidad 

por parte del individuo inmunizado, con el objetivo de generar una librería lo suficientemente variable para obtener 

clones capaces de reconocer el antígeno. La selección in vivo, de clones capaces de reconocer el antígeno ocurre 

gracias a un sistema de presentación donde aquellos linfocitos productores de anticuerpos específicos son 

seleccionados para proliferar y eventualmente perpetuarse como plasmocitos. Cuando dicha selección se hace in 

vitro para generar una librería de anticuerpos artificial con capacidad de reconocer un determinado antígeno, es 

necesario recurrir a técnicas de “display” o muestreo, capaces de mantener espacialmente unidos el anticuerpo y 

la secuencia que lo codifica, para su posterior amplificación. Existen diversas técnicas de display que utilizan 

organismos vivos para amplificar el material génico seleccionado como virus [382], bacterias[383], levaduras[384] 

o células eucariotas [385 ]e incluso sistemas completamente in vitro como ribosome display [386]. 

La técnica de muestreo en fagos o “phage display” fue presentada en 1985 por George Smith [382] como una 

técnica para expresar proteínas recombinantes en la superficie de fagos manteniendo su capacidad infectiva. El 

desarrollo de esta técnica a lo largo de su carrera, hizo a Smith merecedor del Premio Nobel en Química 2018 junto 

a Sir Gregory Winter y Frances Arnold [387]. En 1991 se describió su uso para seleccionar fragmentos Fab [388] y 

actualmente es una de las técnicas más utilizadas para seleccionar fragmentos de anticuerpos (Fab, scFv, Nb, 

etc.)[389]. 

La técnica de phage display ha sido extensivamente revisada ([390-392]) por lo que en este caso la describiremos 

en forma muy resumida, enfocándonos específicamente en la metodología utilizada en esta tesis (selección de VHH 

expresados en fagos M13). La generación de una librería de fagos consiste básicamente en clonar una librería de 

fragmentos de ADN codificante de las proteínas de interés en un plásmido junto a un fragmento de una proteína 

de superficie del fago (fagémido). Estos fagémidos son utilizados para transformar bacterias competentes que a su 

vez son infectadas con un fago “helper” (conteniendo la información génica para expresar el resto de las proteínas 

del fago) de modo tal que se produzcan fagos con las diferentes variantes de las proteínas de interés en su 

superficie. El antígeno (en el caso de selección de fragmentos de anticuerpo, la proteína utilizada durante la 

inmunización o un fragmento de esta) es inmovilizado en un soporte sólido e incubado con los fagos producidos 

para que se dé la interacción específica.  Luego de un paso de lavado, los fagos específicos son eluidos y utilizados 

para infectar nuevamente bacterias competentes de modo de producir fagos específicos. Este proceso llamado 

“panning” se repite las veces que sea necesario con el objetivo de obtener fagos específicos (Figura 21.A).   



 

Figura 21: Phage Display. A) Esquema del proceso de selección y amplificado (panning) de una librería de fagos M13 
expresando proteínas de interés fusionadas al dominio c-terminal de pIII. Una vez que la librería de genes de interés se clona 
entre los sitios SfiI del fagémido pComb3X y las bacterias ER2738 son co-infectadas con dicho fago y un fago “helper” (por 
ejemplo VCSM13), se seleccionan por unión al antígeno inmovilizado en un soporte sólido. Los fagos no específicos son 
removidos luego de un paso de lavado y los de interés son eluidos y amplificados mediante una etapa de re-infección y 
crecimiento bacteriano. Este proceso es iterado de 3 a 5 veces para finalmente obtener una librería de fagos específicos cuyo 
ADN puede ser sometido a diversos procesos como secuenciación, clonado, evolución in vitro, modificación, expresión 
recombinante, etc. B) Detalle del fago M13 con sus proteínas estructurales y su genoma de ADN circular simple hebra [393]. 
C) Esquema del vector fagémido pComb3XSS presentando un cassette de clonado entre los sitios SfiI con dos fragmentos 1 y 2 
de relleno (stuffer sequences, SS) pensados para expresar en forma separada los dominios VH y VL de fragmentos Fab) 
precedidos por secuencias OmpA y PelB respectivamente, para dirigir el transporte de dichos fragmentos al periplasma 
bacteriano. El cassette de clonado posee otros sitios de corte no especificados y se encuentra bajo el control del promotor Lac. 
Al final posee dos tags de purificación de histidinas y hemaglutinina consecutivos (His6 y HA), un codón stop AMBER (UAG) 
suprimido en ciertas cepas de E. coli (como ER2738) y el extremo c-terminal de la proteína pIII del fago M13 (aminoácidos 230 
a 406). El fagémido posee además un gen de resistencia a Ampicilina (AmpR) y dos orígenes de replicación bacteriano (ColE1 
ori) y del fago (f1 ori). Adaptado de [394]. 
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El bacteriófago más utilizado para este fin es el fago M13 [395], perteneciente a la familia de fagos filamentosos 

cuyo diámetro (en el caso del fago wild type) es de 6.5nm y su largo de 930nm. Posee un genoma de ADN circular 

simple hebra de 6407 bases, cubierto por una estructura capsular alargada conformada por de la proteína pVIII 

(~2700 copias). Dicha estructura filamentosa posee en uno de los extremos cinco copias de las proteínas pVII y pIX 

y en el otro, cinco copias de las proteínas pIII y pVI (Figura 21.B)[393]. Su genoma codifica 11 proteínas: las cinco 

proteínas estructurales previamente detalladas y otras seis proteínas implicadas en la replicación y maduración del 

fago (pII y pX implicadas en la replicación, pV con capacidad de unión al ssADN, y pI, pIV y pXI relacionadas al 

ensamblaje de la partícula). Durante el proceso infeccioso la proteína estructural pIII (unida al virión a través del 

extremo C-terminal) se une al pilus F de E. coli mediante su extremo N-terminal (a través de 2 dominios N1 y N2). 

Esto favorece la retracción de este y la posterior interacción entre el dominio N1 y la proteína TolA de la membrana 

bacteriana. A continuación, se produce la transferencia del ADN viral y el desensamblaje de la cápside. El ssADN es 

convertido en ADN doble hebra por enzimas bacterianas y se inicia la síntesis de proteínas de M13 en el citoplasma 

de E. coli [393].  

Las proteínas a seleccionar se expresan fusionadas a algunas de las proteínas de superficie del fago siendo las más 

utilizadas pVIII (para pequeños péptidos) y pIII (para proteínas de mayor tamaño como fragmentos de anticuerpos) 

[389, 393]. Para su expresión se pueden utilizar vectores fagos (secuencia del fago M13 natural) o vectores 

fagémidos (plásmidos con resistencia a algún antibiótico de selección, orígenes de replicación bacterianos y del 

fago, secuencia del gen del fago en el que se va a expresar la proteína de fusión y una señal de empaquetamiento). 

Si bien la proteína pIII es fundamental en el ciclo infeccioso del fago, al existir 5 copias es posible sustituir parte de 

su secuencia en alguna de estas, por proteínas (como fragmentos de anticuerpos funcionales) sin afectar la 

capacidad infecciosa del mismo. Uno de los fagémidos más utilizados (este trabajo no es la excepción) es pComb3X. 

 

El fagémido pComb3X (Figura 21.C) fue diseñado originalmente para expresar fragmentos Fab por lo cual contiene 

entre el promotor Lac y el extremo C-terminal de pIII, un cassette de clonado con dos fragmentos de relleno 1 y 2 

(stuffer fragments) que pueden ser sustituidos por los dominios VH y VL [388]. Dichos fragmentos están precedidos 

por secuencias OmpA y PelB respectivamente, para dirigir su transporte al periplasma bacteriano donde se ve 

favorecido el correcto plegamiento y la formación de puentes disulfuro de los fragmentos de anticuerpo. Dicho 

cassette de clonado está flanqueado por sitios de restricción de SfiI, de modo de poder sustituir dichos fragmentos 

por un gen de interés. El fagémido pComb3X posee una versión trunca de la proteína pIII (a la cual le falta el péptido 

señal y los primeros 211 residuos del extremo N-terminal) donde la proteína de interés es clonada en el mismo 

marco de lectura.  

Dado que el fago para ser infeccioso y poder replicarse requiere algunas copias de la proteína pIII intacta y el resto 

de las proteínas virales, las bacterias (usualmente XL1-Blue) se coinfectan con un fagémido colaborador o “helper” 

derivado de M13 (por ejemplo VCSM13), con un origen de replicación defectivo, dando lugar a un 10% de fagos con 

1 copia de la proteína a expresar y un 90% de fago nativos o vacíos [393, 394].  

Cuando las bacterias son coinfectadas con el fagémido conteniendo la secuencia de la proteína a seleccionar y un 

fago “helper”, se producirán fagos infectivos con la proteína de interés fusionada al segmento C-terminal de la 

proteína pIII. Usualmente 3-5 ciclos de selección o “panning” son suficientes para obtener una librería de fagos 

específicos, utilizando este sistema. Como el fagémido pComb3X posee tags de purificación y un codón Amber stop 

entre la proteína de interés y el segmento C-terminal de pIII, es posible obtener la proteína en solución mediante 



 
su expresión en una cepa bacteriana que no suprima dicho codón de terminación y así evaluar su éxito en el 

reconocimiento antigénico [394]. 

 

A lo largo de la Introducción, destacamos la importancia del BLV como agente etiológico de la LBE (una enfermedad 

de bovinos con alta prevalencia en nuestro país siendo responsable de numerosas pérdidas en el sector 

agropecuario) y también como modelo animal de infecciones por retrovirus oncogénicos (debido a su alto 

emparentamiento con HTLV). 

Además, analizamos el ciclo replicativo de BLV y otros retrovirus, identificando el establecimiento de contactos a 

nivel de la proteína CA como un elemento central del que dependen diversos procesos virales como 

retrotranscripción, desensamblado del core, importación del ADNc al núcleo, ensamblado, brotamiento, liberación 

y maduración. 

De hecho, se conocen un conjunto de moléculas celulares (factores de restricción viral) que tienen la capacidad de 

interferir con el ciclo viral mediante interacciones con la cápside, conformando una primera etapa de respuesta 

celular antiviral. 

Por lo antes dicho, inhibir el autoensamblado de Gag y/o CA, así como hiper-estabilizar el “core viral”, podría 

representar una estrategia eficaz para bloquear el ciclo viral de retrovirus. Hasta donde alcanza nuestro 

conocimiento, no existen inhibidores del ensamblado de Gag/CA para BLV, por lo que decidimos generar “binders” 

de esta proteína como herramientas basadas en fragmentos de anticuerpos de cadena pesada derivados de llama 

(nanoanticuerpos), con el objetivo de interferir en el proceso de autoensamblado “in vitro” de CABLV. 

  



 
 

 

 



 

 

 

Generación, purificación y caracterización de nanoanticuerpos con capacidad de reconocer en forma específica a 

la proteína de la cápside del virus de la leucosis bovina (CABLV), con la finalidad de interferir en el proceso de 

autoensamblado de la cápside viral. 

 

1. Expresión y purificación de proteínas recombinantes derivadas de CABLV para ser utilizadas en la generación, 

selección y caracterización de nanoanticuerpos específicos. 

2. Inmunización de una llama con la proteína recombinante CABLV purificada y obtención de una librería de fagos 

expresando nanoanticuerpos específicos. 

3. Clasificación y selección de nanoanticuerpos contra CABLV teniendo en cuenta diferentes criterios (afinidad, 

dominio antigénico y variabilidad de secuencia) y producción recombinante de los mismos. 

4. Caracterización biofísica de los nanoanticuerpos específicos seleccionados y de su interacción con la proteína 

CABLV. 

5. Obtención de la estructura cristalográfica de los complejos de nanoanticuerpos con la proteína CABLV. 

  



 
 



 

 

 

 

Todas las secuencias nucleotídicas de origen viral fueron obtenidas a partir de ADNc genómico de una línea celular 

ovina persistentemente infectada con VLB (FLK-BLV-044, fetal lamb kidney cells, DSMZ n°ACC153). Todas las 

construcciones de CABLV fueron generadas previamente en nuestro laboratorio [53, 89]. 

Dos construcciones de CABLV fueron diseñadas con el propósito de expresar la proteína: en forma nativa CAn sin 

etiquetas (“tags”) de purificación y con un tag de polihistidinas (His-tag) removible con trombina en el extremo N-

terminal para dar lugar a H6CA o *CA (donde * indica la presencia de residuos remanentes luego del corte 

proteolítico) tal como se presenta en la Figura 22.B-C. Por su parte las construcciones para expresar los dominios 

NTDBLV y CTDBLV fueron diseñadas con secuencias His-tag en las posiciones c-terminal y N-terminal respectivamente, 

con el propósito de preservar la conformación nativa de los mismos (Figura 22.D-E). El His-tag del dominio CTD es 

removible con trombina pudiendo dar lugar a las proteínas H6CTD o *CTD. 

 

 

Figura 22. Diseño de construcciones de antígenos de BLV expresados y purificados. A) Esquema de CA donde se resaltan 
algunas características estructurales básicas. B) CA purificada en forma nativa (CAn) sin tags de purificación. C) CA expresada 
con un His-tag (H6CA) en el extremo N-terminal, removible por trombina para dar lugar a *CA. D) Dominio N-terminal (NTD) 
expresado con un His-tag en el extremo c-terminal. E) Dominio C-terminal (CTD) expresado con un His-tag en el extremo N-
terminal (H6CTD), removible con trombina para dar lugar a *CTD. 

La secuencia de CABLV de FLK-VLB (GenBank: EF600696.1:956-1600) fue amplificada y clonada por el método libre 

de enzimas de restricción (“RF-cloning” por “restriction free cloning”) [396] en el plásmido pET22b(+) para su 

expresión en forma nativa (CAn); y utilizando el método de clonado clásico con enzimas de restricción y ligación 

[397], entre los sitios NheI y BamHI del plásmido pET28a(+) para su expresión con un tag removible con trombina 
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en el extremo N-terminal (H6CA). Para el clonado de dichas construcciones se diseñaron los siguientes primers (las 

secuencias de los sitios de corte de las enzimas de restricción se representan en subrayado): 

 CA_F (5’-GTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCCAATCATATCTGAAGGGAATCGC-3’) 

 CA_R (5’-GCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGAGAACTGCAGGCTGTTTCACCTTG-3’) 

 p24-NheI_FOR (5’-TGGCTAGCTTGCCAATCATATCTGAAGGG-3’) 

 p24-BamHI_REV (5’-CCGGATCCTTAGAGAACTGCAGGCTGTTTCAC-3’) 

Los primers fueron diseñados con el objetivo de amplificar la secuencia nativa completa y clonarla en marco con el 

promotor T7 de los respectivos vectores de expresión (Figura 23.A y B). 

En el caso de la construcción CAn la metionina inicial es removida espontáneamente de modo que la construcción 

presenta la prolina inicial responsable de la formación del β-hairpin en el extremo N-terminal [53, 89]. Además, se 

incluyó un codón STOP inmediatamente después de la secuencia de la cápside en el primer CA_R (evitando así la 

expresión de la secuencia His-tag en el extremo C-terminal, presente en el plásmido parental). Por su parte en el 

caso de H6CA se utilizó el codón STOP presente en el plásmido. 

Figura 23: Diseño de primers para el clonado de las distintas construcciones de proteínas virales de VLB: Todas las 
construcciones fueron clonadas por RF-cloning, con excepción de H6CA donde la secuencia de CA fue amplificada e insertada 
en los sitios de restricción de las enzimas NheI y BamHI (representados con flechas verticales sobre las secuencias 
nucleotídicas). Las secuencias virales se representan en fondo anaranjado y las del plásmido parental en blanco (con excepción 
de los tags de histidina y los sitios de corte por trombina, representados en fondo gris). Los sitios de inicio y final de la traducción 
se representan con flechas rectas y señales de STOP de color negro, respectivamente; la secuencia aminoacídica de origen viral 
se representa en forma incompleta (solo los extremos), por tal motivo se presenta la cantidad de aminoácidos en texto 
anaranjado, debajo de cada construcción. 

 

 

La secuencia del dominio N-terminal (NTDBLV) de la proteína de cápside de FLK-VLB (GenBank: EF600696.1:956-

1330) fue clonada por RF-cloning en el plásmido pET22a(+). Los primers fueron diseñados con el objetivo de 
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amplificar la secuencia del dominio NTD (sin la secuencia codificante para el dominio bisagra que lo une al CTD) y 

clonarla en marco con el promotor T7 y la secuencia His-tag en el extremo C-terminal (Figura 23.C). 

Dado que esta construcción comparte el mismo extremo N-terminal que CAn, para el clonado de NTDH6 se utilizó 

el plásmido CA_F y el siguiente primer: 

 NTDH6_R (5’-CTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGAGGGAGATTTTTCCAGGCCTG-3’) 

 

La secuencia del dominio C-terminal (CTDBLV) de la proteína de cápside de FLK-VLB (GenBank: EF600696.1:1340-

1600) fue amplificada y clonada por el método libre de enzimas de restricción (RF-cloning) [396] en el plásmido 

pET28a(+) para su expresión con un tag removible con trombina en el extremo N-terminal (H6CTD). Los primers 

fueron diseñados con el objetivo de amplificar la secuencia nativa completa y clonarla en marco con el promotor 

T7 del vector de expresión (Figura 23.D). 

Para el clonado de dichas construcciones se diseñaron los siguientes plásmidos: 

 HTCTD_F (5’-GCCGCGCGGCAGCCATTCAGTACAACCTTGGTCCACC-3’) 

 HTCTD_R (5’-CCAACTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGAGAACTGCAGGCTGTTTCAC-3’) 

 

Una vez que las construcciones fueron clonadas en los vectores de expresión correspondientes, se transformaron 

cepas de E. coli competentes (XL1-Blue, Stratagene) por electroporación y se seleccionaron en placas de LB-agar 

(Triptona 1%; extracto de levaduras 0.5%; NaCl 1%, agar 1.5%) suplementado con antibiótico de selección 

(Kanamicina 50 μg/mL para construcciones clonadas en pET28a(+) y Ampicilina 100 µg/mL para construcciones 

clonadas en pET22b(+)). Los plásmidos fueron purificados utilizando mini kits de purificación de ADN plasmídico 

según especificaciones del fabricante (NucleoSpin Plasmid Kit, Macherey Nagel) y la secuencia confirmada a través 

de servicios de secuenciación automática de ADN (Servicio de Secuenciación de la Unidad de Biología Molecular del 

Institut Pasteur de Montevideo, Uruguay y Macrogen Inc., Corea) utilizando primers de secuenciación universales: 

T7 forward primer y T7 terminator reverse primer. 

 

La generación de nanoanticuerpos (Nbs) contra CABLV constó de dos etapas: la inmunización de llamas (sección 

7.4.1) y la generación de una librería de Nbs expresados en la superficie de fagos para su posterior selección y 

expresión recombinante (sección 7.4.3). Para esta segunda etapa fue necesario amplificar los genes VHH a partir 

de linfocitos para clonarlos en un fagémido y luego clonar aquellos genes VHH específicos contra CABLV en un vector 

de expresión bacteriano. La presente sección describe el diseño de los primers utilizados para ambas instancias de 

clonado. 

 

Los VHH fueron amplificados a partir del ADNc obtenido de linfocitos de la llama inmunizada tal como se describe 

en la sección 7.4.3.2. Para ello se utilizaron los primers VH1, VH3 y VH4 (como “forward primers”) y JH (como 

“reverse primer”) [375, 398], los cuales poseen sitios de corte para la enzima SfiI. Los “primers" VH1, VH3 y VH4 



 
presentan una secuencia 5’ común, con pequeñas variaciones en la secuencia hacia 3’ del sitio de corte de SfiI, 

codificando la metionina inicial y los primeros residuos de la región FR1 de VHHs de llama (extremo N-terminal). 

Por su parte, la secuencia 3’ del “primer” JH presenta complementariedad con la secuencia reversa del segmento 

génico J (codificante de la región FR4 de los VHH de llama en el extremo C-terminal) (Figura 24.A). 

Las secuencias de los primers utilizados se describen a continuación, (las secuencias de los sitios de corte por SfiI se 

representan en subrayado, la letra R representa la posición de una purina y en negrita y color rojo se representan 

aquellos nucleótidos distintivos): 

 VH1 (5’-CATGCCATGACTCGCGGCCCAGGCGGCCATGGCCCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGG-3’) 

 VH3 (5’-CATGCCATGACTCGCGGCCCAGGCGGCCATGGCCGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGG-3’) 

 VH4 (5’-CATGCCATGACTCGCGGCCCAGGCGGCCATGGCCCAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGG-3’) 

 JH (5’-CCACGATTCTGGCCGGCCTGGCCTGAGGAGACRGTGACCTGGGTCC-3’) 

Estos primers permiten amplificar por PCR los genes VHH y clonarlos en el fagémido pComb3x mediante digestión 

con SfiI y ligación, dando lugar a una librería de fagos M13 con capacidad para expresar VHHs funcionales 

fusionados a la porción C-terminal de la proteína PIII (Figura 21.B-C y Figura 24.B) cuando coinfectan bacterias 

supresoras del codón Amber STOP, con un fago helper. 

 

Una vez seleccionados los clones capaces de reconocer CA (por phage display), se extrajo el ADN de los fagos y se 

digirió con SfiI para ser clonados en forma masiva en el vector de expresión pINQ-BtH6 desarrollado por Rossotti et 

al. [399]. Dicho vector es una modificación del pET28a(+) conteniendo bajo la acción del promotor T7 las secuencias 

de: un péptido líder OmpA para secreción periplásmica de los VHHs (cuyos últimos nucleótidos contienen la 

secuencia de corte por SfiI), un sitio de biotinilación in vivo (BAP por biotin acceptor peptide) y un His-tag en el 

extremo C-terminal, para su purificación (Figura 24.C). 



 

Figura 24: Diseño de primers para la amplificación de genes VHH y su clonado en vectores fagémidos y de expresión. A) Se 
esquematizan los primers VH1 y JH para amplificar genes VHH con los sitios de corte de SfiI (subrayados y representados con 
flechas verticales sobre las secuencias nucleotídicas) y su disposición sobre un vector (pComb3x o pINQ-BtH6) para el clonado 
de dichas construcciones (con letras de color anaranjado se representa la secuencia de los primers que codifica secuencias 
aminoacídicas de VHH las cuales se representan con código de 1 letra sobre fondo de color anaranjado). Para simplificar, solo 
se incluye la secuencia del primer VH1 y la secuencia aminoacídica codificada por este. B) Esquema de la construcción 
resultante del clonado de una secuencia VHH entre los sitios SfiI del fagémido pComb3x. C) Esquema de la construcción 
resultante del clonado de una secuencia VHH entre los sitios SfiI del vector de expresión bacteriano pINQ-BtH6 derivado del 
pET28a(+). D) En el centro se presenta el esquema de la construcción diseñada para expresar VHHs sin sitio de biotinilación ni 
His-tag. Para ello se incluyó un His-tag removible con trombina entre OmpA y el VHH y se dispuso un codón stop justo después 
del mismo. En la parte superior e inferior se presentan las secuencias de primers utilizados para esto, con los mismos códigos 
de colores utilizados más arriba. Para simplificar solo se incluye la secuencia de los primers para el VHH19a. 

 

 

Dos clones fueron producidos a mayor escala con el objetivo de realizar un análisis biofísico y estructural más 

exhaustivo. En estos casos se modificó la secuencia de las construcciones originales posicionando el His-tag 

removible por trombina en el extremo N-terminal de los nanoanticuerpos (entre la secuencia OmpA y el VHH) y 

eliminando el sitio de biotinilación BAP seguido de un His-tag c-terminal mediante la incorporación de un codón 

A 

B 

C 
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stop inmediatamente después de la secuencia del VHH (Figura 24.D). Esto se llevó a cabo mediante dos etapas 

consecutivas de clonado por RF-cloning.  

En primer lugar, se clonó la secuencia His-tag seguida del sitio de corte por trombina (amplificada a partir de la 

construcción H6CA clonada en pET28a(+)) entre la secuencia OmpA y el VHH. Para ello se diseñó un primer forward 

común a ambas construcciones (HTVHH_F) y un primer reverse complementario a la secuencia N-terminal de cada 

nanoanticuerpo (HTVHH8c_R para el VHH8c y HTVHH19a_R para el VHH19a,) tal como se presenta a continuación 

con las diferencias resaltadas en rojo:  

 HTVHH_F (5’-TTTCGCTACCGTGGCCCAGGCGCATCATCATCATCATCACAGCAGC-3’) 

 HTVHH8c_R (5’-CCCCAGACTCCACCAGCTGCACCTCAGCCATATGGCTGCCGC-3’) 

 HTVHH19a_R (5’-CCCAGACTGCACCAGCTGCACCTGGGCCATATGGCTGCCGC-3’) 

En segundo lugar, se introdujo un codón STOP justo después del final de cada VHH utilizando los siguientes juegos 

de primers para los VHH8c y VHH19a  (el codón STOP se muestra subrayado): 

 VHH8cSTOP_F (5’- GGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCATGACAGGCCGGC-3’) 

 VHH19aSTOP_F (5’-GGGACCCAGGTCACTGTCTCCTCATGACAGGCCGGC-3’) 

 VHH8cSTOP_R (5’- CGCCACCTTGGCCGGCCTGTCATGAGGAGACGG-3’) 

 VHH19aSTOP_R (5’-CGCCACCTTGGCCGGCCTGTCATGAGGAGACAG-3’) 

 

Esta sección describe las metodologías llevadas a cabo para expresar en forma recombinante las distintas 

construcciones generadas en la sección anterior, ya sean proteínas de BLV o nanoanticuerpos. 

 

Todas las proteínas de BLV, independientemente de la estrategia de purificación utilizada, fueron expresadas 

siguiendo un protocolo de expresión genérico tal como se describe a continuación. 

 

Todas las proteínas de BLV fueron expresadas en el citosol de la cepa E. coli BL21 (DE3) pLysS (Promega). Para tal 

fin, bacterias quimiocompetentes fueron transformadas por choque térmico (según recomendaciones del 

proveedor) y se incubaron por 16 horas a 37°C en placas de LB agar suplementado con antibióticos de selección 

(kanamicina 50 µg/mL para H6CA y H6CTD y ampicilina 100 µg/mL para CAn y NTDH6). 

 

La expresión se llevó a cabo en medio 2YT (Triptona 1.6%; Extracto de Levaduras 1%; NaCl 0.5%) adicionado con 

antibiótico de selección. Para ello el medio fue inoculado con una dilución 1:200 de un pre-cultivo sobrecrecido, 

preparado a partir de la transformación correspondiente (sección 7.2.1.1) e incubado a 37°C con 220 r.p.m. de 

agitación. Una vez que se alcanzó una densidad óptica (D.O) de 0.7, se indujo la expresión con 1mM Isopropil-β-D-

1-tiogalactopiranósido (IPTG) y se incubó a 30°C durante 5 horas. 



 

 

 

Los nanoanticuerpos fueron expresados en el periplasma de la cepa de E. coli BL21 (DE3) (Novagen) transformada 

con el plásmido pCY216 portando el gen BirA (biotina ligasa) [400]. Para tal fin, las bacterias electrocompetentes se 

transformaron por electroporación (de acuerdo con las recomendaciones del proveedor) y se crecieron 16 horas a 

37°C en medio selectivo (LB agar + kanamicina 50 µg/mL + cloranfenicol 35 µg/mL). Este protocolo se aplicó tanto 

a las construcciones de VHHs clonados en el vector pINQ-BtH6 tal como se describe en el apartado 7.1.2.2 como 

con las construcciones diseñadas para producir VHHs sin sitio de biotinilación ni His-tag. 

 

La expresión a baja escala se llevó a cabo en bacterias E. coli ER2738 transformadas con el plásmido pComb3x 

conteniendo la biblioteca de VHHs específicos contra CABLV, obtenidas tal como se describe más adelante en el 

apartado 7.4.3.5. Para ello se prepararon placas de cultivo de 96 pocillos de fondo cónico (Greiner) con mini cultivos 

de 1mL de medio líquido SB (Triptona 3%, Extracto de Levadura 2%, MOPS 1%) adicionado con ampicilina 100 

µg/mL. Cada cultivo fue inoculado con una colonia única proveniente de las placas de LB agar + ampicilina utilizadas 

para cuantificar la librería luego de cada ronda de panning. El cultivo fue incubado a 37°C con agitación, hasta 

alcanzar un valor D.O.=1.0, y posteriormente inducido con IPTG 1mM durante 16 horas a 37°C con agitación. 

 

Cuando fue necesario expresar los 96 VHHs ya sea en forma biotinilada o sin biotinilar, se utilizó un formato de 

expresión en placas multi well similar al del apartado anterior, pero adaptando el siguiente protocolo descrito a 

continuación. En el caso de no necesitar biotinilar los nanoanticuerpos, simplemente se eliminó la inducción con 

arabinosa y la complementación con D-biotina.  

La expresión de nanoanticuerpos biotinilados in vivo a mediana escala tuvo lugar a partir de bacterias E. coli BL21 

(DE3) conteniendo el vector pCY216 [400] y el vector pINQ-BtH6 [399] con la secuencia de un VHH anti CABLV. 

Un precultivo de 10mL de medio autoclavado LB (Triptona 1.0%; Extracto de Levaduras 0.5%; NaCl 0.5%) 

suplementado con antibióticos de selección (kanamicina 50 µg/mL y cloranfenicol 35 µg/mL) se inoculó con una 

única colonia obtenida luego de la transformación (7.2.2.1) y se creció a 37°C con 220 r.p.m. de agitación durante 

16 horas. Luego de este período, 1L de 2YT adicionado con 0.04% L-(+) arabinosa y 100 μM d-biotina, fue inoculado 

con 5 mL (1:200) del precultivo crecido. El cultivo fue incubado a 37°C con 220 r.p.m. de agitación durante 2-3 horas 

hasta alcanzar una DO600=0.7. Luego de este período, se indujo con 0.1 mM IPTG durante 16 horas a 30°C con 220 

r.p.m. de agitación. 

 

Un litro de Medio Mínimo M9 autoclavado (0.678 % Na2HPO4; 0.30 % KH2PO4; 0.10 % NH4Cl; 0.05 % NaCl) 

adicionado con kanamicina 50 µg/mL y 20mL de Complemento 50x fresco y esterilizado por filtración (50 mM 

MgCl2; 5 mM CaCl2; 0.25 mg/mL tiamina-HCl; 10 % glucosa; 20 % hidrolizado de caseína), fue inoculado con una 

dilución 1:40 de un precultivo sobrecrecido de bacterias transformadas de acuerdo a (7.2.2.1). El cultivo fue 

incubado a 25°C con 180 r.p.m. de agitación durante 30 horas. Luego de este período, se complementó con 100mL 

de Medio de Inducción 10x autoclavado (12%w/v triptona, 24%w/v extracto de levaduras, 4%v/v glicerol), se indujo 

con 0.1mM IPTG y se incubó 60 horas a 25°C con 130 r.p.m. de agitación. 



 

 

 

Ante la ausencia de un tag de purificación, la proteína CA nativa (CAn) es purificada por una serie de pasos 

cromatográficos consecutivos descritos a continuación (de acuerdo a [88, 89]). 

 

Luego de la expresión en E. coli (sección 7.2.1.2), el cultivo bacteriano se centrifugó a 6.000g por 15 minutos a 4°C 

y el pellet obtenido se resuspendió en Buffer DEAE frío (50mM Tris-HCl, pH 6.0) a una relación de 4mL de buffer 

por gramo de pellet. La suspensión se incubó a 25°C durante 30 minutos, en presencia de inhibidor de proteasas 

(Complete EDTA Free, ROCHE) según recomendaciones del fabricante y 30 U de Desoxiribonucleasa (D4527, Sigma) 

por gramo de pellet bacteriano. El extracto bacteriano fue sonicado en hielo durante 5 minutos (ciclos de 5 s 

encendido y 40 s de pausa a 30% de amplitud con un sonicador digital BRANSON) y centrifugado a 16.000g durante 

45 minutos a 4°C. El sobrenadante fue finalmente clarificado mediante filtración a través de 0.45μm. 

 

El sobrenadante clarificado (sección 7.3.1.1) fue sometido a un intercambio aniónico usando matriz DEAE 

Sepharose Fast Flow (GE Healthcare Life Science) equilibrada en buffer DEAE (descrito en sección 7.3.1.1). Este paso 

tiene la finalidad de unir a la matriz gran parte de los contaminantes del extracto. La fracción no unida a la columna 

(flow-through) conteniendo CAn fue colectada y reservada para los pasos de purificación subsiguientes. 

 

La fracción no unida a la IEX-DEAE, (sección 7.3.1.2) fue filtrada por 0.22μm e inyectada rápidamente en una 

columna HiLoad Superdex 75 PG 16-60 equilibrada en buffer de almacenamiento de CA (20mM HEPES pH 7.4; 

50mM NaCl), utilizando un equipo FPLC ÄKTA Purifier (GE Healthcare Life Science). 

 

La pureza de las fracciones obtenidas fue analizada por SDS-PAGE 12% en buffer Tris-glicina y las proteínas 

purificadas fueron concentradas por ultrafiltración a 4°C utilizando tubos AMICON (Millipore) con MWCO=10. La 

cuantificación de proteínas se realizó por espectrofotometría en el rango UV-visible utilizando un 

espectrofotómetro Cary 50 Bio (Varian). Los valores de absortividad correspondientes fueron obtenidos según su 

secuencia aminoacídica, a partir del sitio http://web.expasy.org/protparam/ (Tabla 3). 

  

http://web.expasy.org/protparam/


 
Tabla 3. Número de aminoácidos y valores teóricos de peso molecular (PM), absortividad molar (εMOLAR) y específica 
(εESPECÍFICA) para las proteínas de origen viral producidas en forma recombinantes: Los valores teóricos fueron obtenidos a 
partir de las secuencias aminoacídicas utilizando el sitio http://web.expasy.org/protparam/. En el caso de CAn se toma en 
cuenta la remoción del primer residuo de metionina (determinado previamente por MALDI-MS). 

PROTEÍNA N° AMINOÁCIDOS PM (g/mol) εMOLAR (M-1 cm-1) εESPECÍFICA (mL mg-1 cm-1) 

CAn 215 23583 39085 1.657 
H6CA 239 26149 39085 1.495 
*CA 222 24267 39085 1.611 

NTDH6 132 14809 24980 1.687 
H6CTD 107 11555 13980 1.210 
*CTD 90 9673 14105 1.458 

 

La estrategia de purificación fue la misma para H6CA, NTDH6 y H6CTD, con excepción de pequeñas diferencias 

relacionadas a la remoción del tag de purificación. 

 

El cultivo bacteriano (sección 7.2.1.2) fue centrifugado a 6.000g y 4°C por 15 minutos y el pellet obtenido se 

resuspendió en Buffer A de IMAC frío (20 mM fosfato de sodio, pH 7.4; 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol) a una 

relación de 4mL de buffer por gramo de pellet y se reservó a -80°C hasta el momento de la extracción. Para la 

extracción, se descongeló la suspensión bacteriana y se adicionó inhibidor de proteasas (Complete EDTA Free, 

ROCHE) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante, 30 U de Desoxiribonucleasa (D4527, Sigma) por gramo 

de pellet bacteriano y se incubó a 25°C durante 30 minutos. El extracto bacteriano fue sonicado en hielo durante 5 

minutos (ciclos de 5 s encendido y 40 s de pausa a 30% de amplitud con un sonicador digital BRANSON). El extracto 

bacteriano fue centrifugado a 16.000g y 4°C durante 45 minutos, y el sobrenadante finalmente clarificado mediante 

filtrado a través de 0.45 µm. 

 

El sobrenadante clarificado (sección 7.3.2.17.3.1.1) fue inyectado en una columna His Trap HP de 1mL (GE 

Healthcare Life Science) equilibrada con Buffer A de IMAC. Una vez cargada la muestra, la columna se lavó con el 

mismo buffer a un flujo de 1mL/min, utilizando un equipo FPLC ÄKTA Purifier (GE Healthcare Life Science), hasta 

obtener una línea de base estable en la absorbancia a 280nm. A partir de este punto se eluyó la proteína con 

gradiente de imidazol (sección 7.3.2.2.1) o se procedió a remover el tag de purificación mediante “procesamiento 

proteolítico en columna” (sección7.3.2.2.2). 

 

En el caso de las proteínas con His-tag (H6CA, NTDH6 y H6CTD), luego de la cromatografía de afinidad (sección 

7.3.2.2) se eluyeron las proteínas con Buffer B de IMAC (20mM fosfato de sodio, pH 7.4; 500mM NaCl, 500mM 

Imidazol) aplicando un gradiente de concentración de Imidazol desde 20mM hasta 500mM en 15 minutos. Las 

proteínas eluidas fueron reservadas a 4°C hasta el siguiente paso cromatográfico. Esta metodología fue también 

utilizada para la purificación de nanoanticuerpos por cromatografía de afinidad según el apartado 7.3.3.2 

http://web.expasy.org/protparam/


 

 

Para la remoción del tag de purificación (*CA y *CTD), 600 U de Trombina (T4648, SIGMA) fueron diluidas en PBS 

hasta un volumen de 1mL y dicho volumen inyectado en la columna de IMAC con la proteína de interés unida por 

afinidad (sección 7.3.2.2). La columna fue incubada 16-20 horas a 4°C, y la muestra clivada proteolíticamente se 

eluyó con Buffer A de IMAC. El eluato fue sometido a un segundo paso de IMAC para unir aquellas moléculas no 

clivadas y fragmentos de His-tag clivados, reservando la fracción no unida para el siguiente paso de purificación. 

Esta metodología fue también utilizada para la purificación de nanoanticuerpos por cromatografía de afinidad 

según el apartado 7.3.3.2. 

 

Independientemente del protocolo de elución seguido durante la cromatografía de afinidad (elución con gradiente 

de imidazol según el apartado 7.3.2.2.1 o remoción del His-tag en columna según 7.3.2.2.2), la fracción purificada 

fue filtrada por 0.22 µm e inyectada en una columna Hi Load Superdex 75 PG 16-60 utilizando un equipo FPLC ÄKTA 

Purifier (GE Healthcare Life Science). 

 

La pureza de las fracciones obtenidas fue analizada por SDS-PAGE 12% y 15% en buffer Tris-glicina (para H6CA y los 

dominios de cápside, respectivamente). Las proteínas purificadas fueron concentradas por ultrafiltración utilizando 

tubos AMICON (Millipore) con MWCO de 10 y 3 (para H6CA y los dominios de cápside, respectivamente). Por su 

parte la cuantificación de proteínas se realizó por espectrofotometría en el rango UV-visible, utilizando un 

espectrofotómetro Cary 50 Bio (Varian) y el correspondiente valor de absortividad teórico (Tabla 3). 

 

Los nanoanticuerpos expresados a baja escala (apartado 7.2.2.2) no fueron purificados a partir de espacio 

periplásmico; en su lugar se utilizó el sobrenadante del cultivo obtenido mediante centrifugación a 6.000g y filtrado 

por 0.45 µm. En los casos que fue necesario obtener una mayor cantidad de proteína, los VHH se extrajeron 

mediante lisis de las bacterias usando reactivo B-PER (GE Healthcare) y purificando por cromatografía de unión a 

metales en formato high throughput (como se describe al final de la sección 7.3.3.2). Por su parte los 

nanoanticuerpos expresados a mediana y gran escala (apartados 7.2.2.3 y 7.2.2.4) fueron sometidas a la misma 

metodología de purificación basada en [401] tal como se describe a continuación.  

 

El cultivo bacteriano (sección 7.2.2.3) fue centrifugado a 6.000g por 15 minutos a 4°C y el pellet obtenido fue 

resuspendido en Buffer de Lavado frío (10 mM Tris-HCl, pH=8.0; 150 mM NaCl) y centrifugado a 13.000 g durante 

10 minutos a 4°C. El pellet obtenido se resuspendió en 120 mL de Buffer Sacarosa a 25°C (10 mM Tris-HCl, pH=8.0; 

25 % w/v sacarosa; 1 mM EDTA) y se incubó 10 minutos a temperatura ambiente. A continuación, la suspensión fue 

centrifugada a 13.000 g durante 45 minutos a 4°C y el pellet sometido a un choque osmótico. Para ello se 

resuspendió el pellet en 120mL de Buffer de Shock frío (10mM Tris-HCl, pH=8.0; 0.5mM MgCl2) y se incubó 10 

minutos en hielo para finalmente ser centrifugado a 13.000g durante 25 minutos a 4°C, obteniéndose un 

sobrenadante conteniendo la fracción periplásmica de E. coli que se reservó a 4°C hasta el siguiente paso de 

purificación. 



 

 

Previo a la cromatografía de afinidad, la fracción periplásmica (sección 7.3.3.1) fue sometida a diálisis extensiva 

durante 72h con renovación diaria del buffer, utilizando una membrana con MWCO=3.5 (Snake Skin, Thermo) en 

Buffer A de IMAC. Posteriormente, la fracción periplásmica fue filtrada por 0.22µm e inyectada en una columna His 

Trap HP de 1mL (GE Healthcare Life Science) equilibrada con Buffer A de IMAC. Una vez cargada la muestra, la 

columna se lavó con el mismo buffer a un flujo de 1mL/min, utilizando un equipo FPLC ÄKTA Purifier (GE Healthcare 

Life Science) hasta obtener una absorbancia a 280nm estable. A partir de este punto la muestra fue tratada 

siguiendo la misma metodología aplicada a H6CA y los dominios de CA: elución con gradiente de imidazol (sección 

7.3.2.2.1) o “procesamiento proteolítico del His-tag en columna” (sección 7.3.2.2.2). 

Excepcionalmente se realizó una purificación por IMAC en formato high-throughput utilizando una placa de 96 

pocillos His MultiTrap HP (GE Healthcare) según recomendaciones del fabricante. 

 

Independientemente del protocolo de elución seguido, la fracción purificada por cromatografía de afinidad fue 

filtrada por 0.22µm e inyectada en una columna HiLoad Superdex 75 PG 16-60 utilizando un equipo FPLC ÄKTA 

Purifier (GE Healthcare Life Science). 

 

La pureza de las fracciones obtenidas fue analizada por SDS-PAGE 15% en buffer Tris-glicina. Las proteínas 

purificadas fueron concentradas por ultrafiltración utilizando tubos AMICON, MWCO=3 (Millipore). La 

cuantificación de proteínas se realiza por espectrofotometría en el rango UV-visible utilizando un 

espectrofotómetro Cary 50 Bio (Varian) y el correspondiente valor de absortividad teórico (Tabla 4). 

Tabla 4. Número de aminoácidos, valores teóricos de peso molecular (PM), absortividad molar (εMOLAR) y específica (εESPECÍFICA) 
para los nanoanticuerpos producidas: Los valores teóricos fueron obtenidos a partir de las secuencias aminoacídicas utilizando 
el sitio http://web.expasy.org/protparam/. 

PROTEÍNA N° AMINOÁCIDOS PM (g/mol) εMOLAR (M-1 cm-1) εESPECÍFICA (mL mg-1 cm-1) 

VHH8c(BAPH6) 152 16275 20065 1.233 
*VHH8c 125 13125 14565 1.110 

H6VHH19(BAPH6) 149 16015 20065 1.253 
*VHH19a 122 12865 14565 1.132 

 

 

 

Una llama de 2 años y medio de edad (perteneciente al Parque Lecocq de la Intendencia de Montevideo) se 

inmunizó siguiendo un programa de 32 semanas de duración, con cantidades variables de proteína *CA (expresada 

y purificada según las secciones 7.2.1 y 0, con remoción proteolítica del His-tag). La inmunización se llevó a cabo 

con la proteína diluida en Adyuvante Incompleto de Freund. La inyección inicial con 380 µg de *CA fue seguida de 

2 boosters con 2 mg (a las 6 y 9 semanas) y 4 boosters subsiguientes con 0.5 mg (a las 14, 19, 26 y 28 semanas), 

para finalizar con un sangrado a las 32 semanas (Tabla 5). La inmunización de la llama se llevó a cabo en paralelo 

con otros antígenos con el objetivo de obtener librerías de VHH contra diferentes proteínas. 

http://web.expasy.org/protparam/


 
Junto con el primer booster se extrajo sangre a un animal sin inmunizar como control, para analizar el título de 

anticuerpos. Para el sangrado final se extrajeron 100mL de sangre heparinizada por venopunción. 

Tabla 5. Programa de inmunización de llamas con *CA. Una llama de 2.5 años de edad es inmunizada durante 32 semanas con 
7 inyecciones de *CA + adyuvante incompleto de Freund, finalizando con el sangrado de estas. 

TIEMPO ENTRE INMUNIZACIONES (SEMANAS) CANTIDAD DE *CA (µg) 

- 380 
6 2000 
3 2000 
5 500 
5 500 
7 500 
2 500 
4 Sangrado para biblioteca (100mL) 

 

 

La evaluación del título de anticuerpos contra los respectivos inmunógenos (CA entre otros) se realizó por ELISA 

indirecto. Para ello se sensibilizaron microplacas de poliestireno (MaxiSorp, NUNC) durante 16 horas a 4°C, con 100 

µL de antígeno diluido a una concentración de 3 µg/mL en PBS y se bloquearon durante 1h a temperatura ambiente 

con PBS adicionado con 3 % BSA. Diferentes diluciones de suero de llama preparadas en buffer de bloqueo fueron 

incubadas en los pocillos sensibilizados durante 1h a temperatura ambiente y lavadas 5 veces con PBS adicionado 

con 0.05 % Tween20. A continuación, los pocillos se incubaron con suero murino anti-IgG de llama (producido in 

house) diluido 1:000 durante 1h y se llevó a cabo una segunda etapa de lavado. Finalmente, los pocillos se incubaron 

con anticuerpo anti-ratón conjugado a HRP (Pierce, Rockford, IL, U.S.A.) durante 1h y se lavaron por tercera vez. El 

revelado se llevó a cabo incubando los pocillos durante 20 minutos con 100µL de sustrato de peroxidasa (0.1 mg/mL 

TMB [3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina], 0.004% H2O2 en 0.1 M buffer acetato, pH 5.5) y deteniendo la reacción 

enzimática mediante adición de 50 µL de 2N H2SO4. La absorbancia fue medida a 450 nm y el título de anticuerpos 

calculado como la dilución necesaria para obtener una absorbancia correspondiente a la mitad de la obtenida con 

el suero de la llama control diluido 1:100. Todas las medidas fueron realizadas por duplicado. 

 

 

La purificación de linfocitos a partir de sangre periférica se llevó a cabo en gradiente de densidad. Para ello la sangre 

se diluyó a la mitad con PBS y se llevó a cabo una centrifugación en gradiente de Histopaque®-1077 (Sigma) de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. Finalmente, los linfocitos aislados se lavaron con suero fetal bovino y 

se resuspendieron en 4mL de PBS. Se extrajo el ARN agregando tres volúmenes de reactivo TRIzol (Invitrogen) y 

procediendo de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La cantidad de linfocitos obtenidos se determinó 

mediante conteo en cámara de Neubauer y la concentración y pureza del ARN purificado se determinó utilizando 

un espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Fremont, CA). 

 

Una vez purificado el ARN de linfocitos, se procedió a la obtención de ADN complementario (ADNc) mediante RT-

PCR con el primer JH (sección 7.1.2.1), utilizando el sistema SuperScript III (Thermo Fisher, Scientific) según 



 
recomendaciones del fabricante. Para ello se realizaron 9 reacciones de 20 µL con 2.25 µg de ARN cada una (20.25 

µg de ARN total) dando lugar a 180 µL de ADNc. Solo la mitad del ADNc obtenido fue utilizada como molde para 

amplificar los genes VHH por PCR. Para ello se utilizaron los primers VH1, VH3, VH4 y JH (sección 7.1.2.1), mediante 

15 reacciones PCR de 50 µL para cada primer (28 ciclos de 1min a 94°C, 1min a 60°C y 2 min a 72°C). Los amplicones 

obtenidos fueron digeridos con la enzima de restricción SfiI (New England Biolabs) de acuerdo con las 

recomendaciones del fabricante y purificados a partir de gel de agarosa (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen) para 

dar lugar a una batería de genes VHH flanqueados por sitios de corte por SfiI. 

 

Los productos de digestión purificados a partir de gel de agarosa fueron clonados en el fagémido pComb3x (cortesía 

del Profesor Barbas, The Scripps Research Institute, La Jolla, USA). Para ello se digirieron 100 µg de fagémido con 

SfiI y se purificó dos veces a partir de gel de agarosa (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen) para evitar religaciones 

con las secuencias de relleno o “stuffer sequences” (Figura 21.B). El fagémido y los amplicones digeridos se ligaron 

con Ligasa T4 (Thermo Fisher Scientific) utilizando una relación molar inserto:vector de 3:1. Las ligaciones fueron 

purificadas a partir de gel de agarosa (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen) y resuspendidas en agua estéril. 

Finalmente se transformaron bacterias electrocompetentes E. coli ER2738 (Lucigen Corporation, Middleton, WI, 

USA) con 3 µL de ligación purificada por 25 µL de suspensión bacteriana. La presencia de fragmentos VHH fue 

confirmada por PCR de colonias utilizando los primers VHHmix y JH. 

 

Las bacterias ER2738 transformadas con el fagémido, fueron crecidas en medio LB adicionado con 0.25 % K2HPO4, 

0.1 % MgSO4, 0.1 % glucosa y 100 µg/mL de ampicilina (antibiótico de selección para el fagémido pComb3x). Una 

vez que el cultivo alcanzó una D.O. = 1.0, fue infectado con el fago helper M13KO7 (Pharmacia Biotech) a una 

multiplicidad de infection de 10:1, y fue crecido durante 16 horas a 30°C en presencia de 50 µg/mL adicionales de 

kanamicina (antibiótico de selección para fago helper), para producir los fagos recombinantes expresando los VHH 

fusionados a la proteína de superficie pIII truncada. 

Los fagos contenidos en el sobrenadante de cultivo fueron precipitados adicionando 0.2 volúmenes de 20 % (w/v) 

Polietilenglicol 8000 (PEG 8000) y 2.5 M NaCl (concentraciones finales de 4% PEG 8000 y 0.5M NaCl) e incubando 

en baño de hielo durante 1 hora para luego de ser centrifugados a 4°C durante 15 minutos a 15.000g. El pellet se 

resuspendió en PBS adicionado con 3% BSA estéril, dando lugar a una biblioteca de fagos preinmune la cual fue 

posteriormente amplificada y seleccionada por phage display.  

Para la titulación de la biblioteca, tubos con 100 µL de un cultivo de E. coli  ER2738 crecido en medio líquido SB 

(Triptona 3%, Extracto de Levadura 2%, MOPS 1%) sin antibiótico, a una D.O.=1.0, fueron adicionados con 10 µL de 

diluciones seriadas de la biblioteca preinmune (f=10-8
, f=10-9

, f=10-10
, f=10-11

, f=10-12 en PBS estéril) y sembradas en 

placas de LB agar adicionado con ampicilina 100 µg/mL. Luego de crecer 16 horas a 37°C, se hizo un recuento de 

colonias en una de las placas y el tamaño de esta se calculó como:  

Tamaño de la biblioteca (cfu/mL) = n° de colonias · f · 100 

 

Para la obtención de una biblioteca específica contra CABLV, se realizaron varias rondas de panning consistentes en 

inmovilizar el antígeno en placas Nunc, MaxiSorp mediante incubación de diluciones variables de *CA en PBS 



 
durante 16 horas a 4°C. A continuación, se bloqueó con BSA 3% en PBS a 37°C durante 1 hora y se incubó con 100 

µL de la biblioteca de fagos preinmune durante 1h a 4°C con agitación. A continuación, se aplicaron lavados 

diferenciales y se eluyeron los fagos mediante adición de 100 µL por pocillo de buffer de elución de fagos (100 mM 

glicina, pH 2.2; 150 mM NaCl) e incubación por 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se neutralizaron 

los eluatos adicionando 0.05 volúmenes de Tris 2M hasta una concentración final de 0.1M y se cuantificó el tamaño 

de la sub-biblioteca enriquecida de la misma manera que con la biblioteca preinmune (7.4.3.4). Los fagos obtenidos 

al final de cada ronda fueron amplificados re-infectando bacterias ER2738 (tal como se describe a continuación) o 

se utilizaron como insumo para clonar la biblioteca específica en un vector de expresión. 

Para amplificar la biblioteca después de cada ronda de panning, se realizó el mismo procedimiento de precipitación 

utilizado con la biblioteca preinmune, dando lugar al OUT que fue utilizado para re-infectar las bacterias 

nuevamente e iniciar la siguiente ronda. Para ello, un cultivo de 2mL de E. coli ER2738 crecido en medio SB a una 

D.O.=1.0 se infectó 100 µL del OUT correspondiente, manteniéndolo 30 minutos a 37°C sin agitación. Las células 

infectadas se diluyeron 5 veces en medio SB con ampicilina (100 µg/mL) y se crecieron durante 2 horas a 37°C con 

agitación. A continuación, el cultivo se infectó con 50 µL del fago helper M13KO7 incubando 1 hora con agitación, 

para finalmente agregar kanamicina (50 µg/mL) y dejar creciendo durante 16 horas a 37°C. La cuantificación se 

realizó de la misma manera, mediante sembrado de diluciones seriadas en placas de LB agar + ampicilina 100 µg/mL 

y conteo de colonias formadas.  

Las rondas de panning 1 y 2 se llevaron a cabo en forma secuencial utilizando 6 y 3 pocillos respectivamente, en 

los que se inmovilizó 1µg de *CA y se aplicaron 8 lavados de 5 minutos con PBS adicionado con 0.005% Tween20. 

A partir del producto de la ronda 2, se llevaron a cabo en forma paralela las rondas 3 y 4. Para la ronda 3 se utilizó 

1 pocillo sensibilizado con 1 µg de *CA pero aplicando lavados extensivos (con 0.005% Tween20 y agitación 

continua) durante 3 días, mientras que la ronda 4 se llevó a cabo con el mismo régimen de lavado (agitación 

continua durante 3 días con 0.005% Tween20) pero inmovilizando 0.05 µg de *CA en 3 pocillos. 

 

Una vez que se constató la especificidad de la biblioteca de fagos por CABLV y sus dominios (utilizando la técnica de 

ELISA), se procedió a clonar en masse los nanoanticuerpos seleccionados en el vector de expresión bacteriano pINQ-

BtH6 diseñado por Rossotti et al. [399]. Para ello se infectaron células ER2738 electrocompetentes crecidas a una 

DO=1.0 en medio SB, con 1/200 volúmenes de los eluatos de las rondas de panning elegidas y se crecieron en 

cultivos de 10mL durante 16 horas a 37°C, para luego purificar los fagémidos mediante minipreps (QIAamp DNA 

Mini Kit). A continuación, 20 µg de ADN de cada purificación fueron digeridos con SfiI (New England Biolabs) y 

purificados a partir de gel de agarosa (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen). Los genes VHH flanqueados por sitios 

de corte con SfiI fueron clonados en 1µg el vector pINQ-BtH6 igualmente digerido con SfiI utilizando la enzima T4 

Ligasa (Thermo Fisher Scientific), con una relación molar inserto:vector de 3:1 según recomendaciones del 

proveedor. A continuación, se purificaron las ligaciones a partir de gel de agarosa (QIAquick Gel Extraction Kit, 

Qiagen) y se resuspendieron en agua estéril para finalmente transformar bacterias E. coli BL21 (DE3) 

electrocompetentes, previamente transformadas con el vector pCY216 para expresar la biotin ligasa BirA (bajo 

acción de un promotor inducible por arabinosa) [400]. Los doble transformantes se seleccionaron mediante 

crecimiento en placas de LB agar adicionadas con 50 µg/mL kanamicina y 35 µg/mL cloranfenicol. 

 

Para aquellos VHH clonados en el vector pINQ-BtH6 que fueron seleccionados y secuenciados, se alineó la secuencia 

aminoacídica con el objetivo de identificar los dominios característicos. Para ello se utilizó la herramienta de 

alineamiento e identificación de dominios variables de inmunoglobulinas y receptores de células T del sitio web del 



 
IMGT (http://www.imgt.org/3Dstructure-DB/cgi/DomainGapAlign.cgi) [402, 403] donde las secuencias en formato 

FASTA son cargadas a fin de identificar los dominios FR y CDRs, así como también los posibles genes de llama que 

dan origen a los respectivos clones. 

Este servidor utiliza el sistema de numeración IMGT para posicionar ciertos residuos clave en ubicaciones 

específicas [404, 405] y a partir de estos identificar las regiones FR y CDR (Figura 25.A). Este sistema asume una 

longitud de los CDR1, 2 y 3 de 12, 10 y 13 residuos, permitiendo comparar dominios con CDRs de diferente longitud 

o de diferentes especies mediante la introducción de “gaps” o inserciones en posiciones establecidas (Figura 25.B). 

Además, utiliza una base de datos de genes de la línea germinal de diferentes especies para buscar similitudes e 

identificar los posibles genes que dan origen a dichos fragmentos. 

Figura 25: Sistema de numeración IMGT. A) Ciertos residuos clave son identificados y posicionados correctamente (C23, W41, 
L89, C104, F/W118) para definir los CDR en función de estos. B) Este posicionamiento asume longitudes máximas para los CDR de 
12, 10 y 13 residuos e introduce gaps de acuerdo con un criterio preestablecido para numerar los CDR de menor longitud. En 
el caso de los CDR3 de mayor longitud dicha secuencia se extiende adicionando residuos entre las posiciones 111 y 112 
identificados como 111 o 112 acompañados de un punto y un número (se comienza por adicionar una posición 112 y luego 
una posición 111. Por ejemplo para un CDR3 de 14 residuos la secuencia será …110, 111, 112.1, 112, 113… y para un CDR de 
16 residuos la secuencia será …110, 111, 111.1, 112.2, 112.1, 112, 113…) [404, 405]. 

 

 

La presente sección describe las metodologías analíticas llevadas a cabo en esta tesis, con el objetivo de determinar 

parámetros que permitan evaluar el comportamiento en solución de las proteínas producidas en forma 

recombinante y/o establecer controles de calidad que aseguren el éxito de los experimentos realizados a partir de 

estas. 

 

Las muestras proteicas fueron analizadas por electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida SDS-PAGE 

12% o 15%, en un sistema de buffer tris-glicina o tris-tricina (dependiendo de la resolución requerida). Para ello se 

utilizó un protocolo estándar basado en el método discontinuo de Laemmli [406]. Las muestras fueron 

desnaturalizadas en presencia de SDS y DTT, y el gel analizado por tinción con Coomassie [407] o sometido a 

Western Blot. Los marcadores de peso molecular utilizados fueron dos, dependiendo de la resolución del gel: Page 

RulerTM Prestained Protein Ladder (Thermo) o SigmaMarkerTM, Low Range (Sigma). 

A 

B 

http://www.imgt.org/3Dstructure-DB/cgi/DomainGapAlign.cgi


 

 

La pureza de las proteínas purificadas fue determinada por densitometría utilizando el software de libre acceso 

Scion Image (Scion Corporation). Para ello se tomó una fotografía digital del gel teñido con Coomassie en formato 

.TIFF y se analizó según las recomendaciones del desarrollador del software 

(https://es.wikiversity.org/wiki/Programa_gr%C3%A1fico_Scion_Image).  

 

El tamaño molecular de las muestras obtenidas en solución fue analizado mediante cromatografía de exclusión 

molecular (SEC) en buffer PBS usando una columna analítica Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare Life Science) 

acoplada a un equipo FPLC ÄKTA Purifier (GE Healthcare Life Science) o una columna ZORBAX GF 250 (Agilent 

Technologies) acoplada a un sistema HPLC Agilent serie 1200 (Agilent Technologies). En aquellos casos que se 

realizó purificación por SEC utilizando columnas preparativas (secciones 7.3.1.3 y 7.3.2.3), dicha información fue 

utilizada para evaluar la pureza y volumen de exclusión de las muestras obtenidas. 

 

El análisis por espectrometría de masas se llevó a cabo en la Unidad de Bioquímica y Proteómica Analíticas del 

Instituto Pasteur de Montevideo, utilizando un espectrómetro de Masas 4800 Plus MALDI TOF/TOF Analyzer 
(Applied Biosystems Inc., Framingham, MA) equipado con un láser Nd:YAG (355-nm) 

La digestión de péptidos a partir de bandas de SDS-PAGE se realizó mediante tratamiento con tripsina (Promega) 

durante 16 horas a 37°C, los cuales fueron extraídos de gel usando 60% acetonitrilo en 0.2% TFA, concentrados 

por secado en vacío y desalados con micro columnas C18 de fase reversa (OMIX Pippete tips, Varian). Los 

péptidos resultantes de la digestión tríptica de las proteínas de interés se concentraron y desalaron mediante fase 

reversa utilizando microcolumnas C18 (ZipTip, Millipore), eluyéndose con una solución saturada de matriz  (ácido 

α-ciano-4-hidroxixinamínico en 60% acetonitrilo conteniendo 0.1% TFA) directamente sobre la placa Opti-

TOFTM384 Well Insert (123x81mm). 

Los espectros se adquirieron en el modo reflector positivo en un rango de m/z entre 800 a 4000. La placa se calibró 

utilizando una mezcla comercial de péptidos estándar (Mass Standards Kit for Calibration of AB Sciex TOF/TOF). Se 

eligieron las señales de m/z más intensas del espectro  para su posterior fragmentación (MS/MS). La identificación 

y confirmación de las secuencias de proteínas se realizó mediante búsqueda en una base de datos local (donde se 

depositaron las secuencias de interés) utilizando como motor de búsqueda MASCOT v2.3.02 (licencia del Instituto 

Pasteur de Montevideo; http://www.matrixscience.com). Los parámetros utilizados fueron los siguientes: 

tolerancia masa isotópica de 0,05 Da, tolerancia de masa de fragmentación 0.2 Da, modificación de cisteínas como 

productos de la alquilación por iodoacetamida, oxidación de metioninas, deamidación de residuos asparagina y 

glutamina, etc.). 

 

El análisis por Dispersión Dinámica de Luz en batch (DLS por “dynamic light scattering”) se llevó a cabo usando un 

Zetasizer Nano S (Malvern). Las muestras proteicas (a concentraciones superiores a 0.8mg/mL) fueron analizadas 

https://es.wikiversity.org/wiki/Programa_gr%C3%A1fico_Scion_Image
http://www.matrixscience.com/


 
en cubetas descartables de plástico UVette (Eppendorf). Las medidas se realizaron a 25°C, con períodos de 

incubación previos de 5 minutos, utilizando valores de viscosidad = 0,8906 cP y RI = 1.330; los valores de atenuación, 

posición del haz de luz y cantidad de medidas realizadas por corrida se ajustaron en forma automática. 

Los resultados fueron analizados utilizando el software Zetasizer versión 7.12 (Malvern) y presentados como 

distribución de tamaños de partícula (radio hidrodinámico, RH) expresada en términos de porcentajes de intensidad 

de luz dispersada o de volumen de muestra dispersante. 

 

El análisis por microcalorimetría de barrido diferencial de temperatura (DSC por “differential scanning calorimetry”) 

se llevó a cabo usando un equipo Micro Cal VP-DSC (Malvern). La línea de base se definió utilizando el buffer de la 

muestra obtenido en el último paso de purificación, y las muestras proteicas fueron utilizadas a concentraciones 

superiores a 0.8mg/mL durante 2 o 3 ciclos para evaluar la reversibilidad frente a la desnaturalización térmica en 

un rango de temperatura entre 25-90 °C. El análisis de los datos se realizó utilizando el software Origin versión 7 

(Micro Cal). 

 

 

La técnica de ELISA fue utilizada a lo largo de esta tesis con diferentes objetivos: para evaluar la eficiencia de 

selección de VHHs por phage display y para clasificar los VHHs en función del dominio de CA que son capaces de 

reconocer o por su afinidad. A continuación, presentamos las diferentes metodologías aplicadas. 

 

Se usaron placas de poliestireno de 96 pocillos NUNC MaxiSorp (Thermo Fisher Scientific, 44240421) que fueron 

incubadas durante 2 horas a 37°C con 0.1 µg de antígeno por pocillo en buffer fosfato salino (PBS). A continuación, 

se bloqueó durante 1 hora a 37°C con BSA 1% en PBS y se realizaron tres ciclos de lavados con 0.05% Tween20 en 

PBS. Los pocillos sensibilizados y bloqueados se incubaron con 100 µL de una dilución a la mitad (con BSA 1 %) de 

sobrenadante de cultivo de ER2738 transformadas con el fagémido conteniendo VHHs seleccionados por phage 

display (sin infectar con fago helper). Luego de 8 lavados con 0.05% Tween20 en PBS, se incubaron durante 1h a 

25°C con anticuerpo anti-HA conjugado a HRP (Roche, Boulder, CO) diluido 1:3000 en buffer de bloqueo y se 

realizaron 5 lavados con 0.05% Tween20 en PBS. El revelado se llevó a cabo con 100µL de TMB (0.02 mg/mL) y H2O2 

(0.003%) diluidos en 110 mM Buffer Acetato, pH 5.0. Luego de 15 minutos de reacción colorimétrica, la misma se 

detuvo adicionando 50 µL de H2SO4 2N a cada pocillo, y se midió la absorbancia a 2 longitudes de onda diferentes 

en un lector de placas Fluostar Optima Reader (BMG, Ortenberg, GE). Los valores obtenidos se expresan como la 

resta de ambas absorbancias (A450-A620). 

 

Placas de poliestireno de 96 pocillos NUNC MaxiSorp (Thermo Fisher Scientific, 44240421)fueron incubadas durante 

2 horas a 37°C con 0.1 µg de antígeno viral diluido en PBS (obtenidos de acuerdo a la sección 0). A continuación se 

bloqueó durante 1 hora a 37°C con BSA 1% en PBS y se realizó un lavado de 3 ciclos con 0.05% Tween20 en PBS 



 
para luego incubar con sobrenadantes de un cultivos bacterianos (inducidos para expresar VHHs biotinilados de 

acuerdo a la sección 7.2.2.2), diluido a la mitad con BSA 1% durante 1 hora a 25°C.  Luego de realizar un lavado igual 

al paso anterior. A continuación, se incubó a 25°C durante 1h con estreptavidina conjugada a HRP (Pierce, Rockford, 

IL) diluida 1:5000 en solución de bloqueo y luego de otro ciclo de lavado idéntico, se reveló con 100µL de TMB (0.02 

mg/mL) y H2O2 (0.003%) diluidos en 110 mM Buffer Acetato, pH 5.0. Luego de 15 minutos de reacción colorimétrica, 

la misma se detiene agregando 50 µL de H2SO4 11% a cada pocillo y se midió la absorbancia a 2 longitudes de onda 

diferentes en un lector de placas Fluostar Optima Reader (BMG, Ortenberg, GE). Los valores obtenidos se expresan 

como la resta de ambas absorbancias (A450-A620). 

 

Esta metodología se llevó a cabo mediante introducción de modificaciones al método presentado por [408] con el 

objetivo de categorizar los VHH de acuerdo a la afinidad relativa. Para ello, placas de poliestireno de 96 pocillos 

(NUNC, MaxiSorp) fueron incubadas durante 16 horas a 4°C con 0.2 µg de avidina por pocillo en PBS. A continuación, 

se bloqueó durante 1 hora a 37°C con BSA 1% en PBS y se realizó un ciclo de 3 lavados con 0.05% Tween20 en PBS. 

Los pocillos sensibilizados con avidina y bloqueados se incubaron con sobrenadante de cultivo bacteriano 

(inducidos para expresar VHHs biotinilados de acuerdo a la sección 7.2.2.2), diluido a la mitad con BSA 1% durante 

1 hora a 25°C, y se realizó un ciclo de 3 lavados igual que en el paso anterior. A continuación se incubó a 25°C 

durante 1h con CA-HRP (*CA conjugada a HRP siguiendo la estrategia de [409]) diluida 1:100 en solución de bloqueo 

y luego de otro ciclo de 3 lavados se reveló con 100µL de TMB (0.02 mg/mL) y H2O2 (0.003%) diluidos en 110 mM 

Buffer Acetato, pH 5.0. Luego de 15 minutos de reacción colorimétrica, la misma se detuvo agregando 50 µL de 

H2SO4 2N a cada pocillo y se midió la absorbancia a 2 longitudes de onda diferentes en un lector de placas Fluostar 

Optima Reader (BMG, Ortenberg, GE). Los valores obtenidos se expresan como la resta de ambas absorbancias 

(A450-A620). 

 

La interacción entre los nanoanticuerpos y las proteínas de BLV fueron analizados por Western Blot utilizando 

métodos estándar [410]. Para ello las proteínas de BLV fueron sometidas a SDS-PAGE (sección 7.5.1) sembrando 

0.5 µg de muestra pura por pocillo y posteriormente electro-transferidas a una membrana de polifluoruro de 

vinilideno (PVDF) a 300 mA durante 1.5 horas a 4°C, utilizando una unidad de transferencia TE 22 Mini Tank (GE, 

Healthcare, Life Sciences). A continuación, la membrana fue lavada con agua y bloqueada con PBS + 3% BSA durante 

16h a 4°C. Las proteínas de BLV fueron inmuno-detectadas mediante incubación durante 1 hora con los respectivos 

nanoanticuerpos biotinilados (producidos a mediana escala), diluidos a una concentración final de 8 µg/mL en PBS 

+ 3% BSA + 0.5% Tween20. Luego de un ciclo de 3 lavados con agitación de 5 minutos en PBS + 1% Tween20, se 

procedió a incubar la membrana durante 1 hora con Estreptavidina conjugada a HRP (DAKO) diluida 1:8000 en PBS 

+ 3% BSA + 0.5% Tween20 y se repitió el mismo ciclo de lavados del paso anterior. El revelado se llevó a cabo 

utilizando sustrato quimio-luminiscente Super Signal™ West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo) según 

recomendaciones del fabricante mediante exposición a una placa auto-radiográfica Amersham Hyperfilm ECL (GE 

Healthcare Life Science). 

Esta técnica también fue utilizada para confirmar la remoción del sitio de biotinilación (BAP) en algunas 

construcciones de nanoanticuerpos. En este caso se corren las muestras de nanoanticuerpos por SDS-PAGE y se 

procede de la misma manera, con la salvedad que los pasos de incubación con nanoanticuerpos y el siguiente ciclo 

de lavados son eliminados. 



 

 

Para evaluar la capacidad inhibitoria de los nanoanticuerpos sobre el autoensamblado de CABLV, se midió la 

velocidad de ensamblado en presencia de diferentes concentraciones de nanoanticuerpos, como la pendiente de 

la fracción lineal del ensamblado. Para ello se utilizaron placas de poliestireno de media adsorción (655001, 

Greiner Bio-one) dispensando 100 μL de CAn 1 mM por pocillo (en PBS) y adicionando concentraciones 

diferentes de nanoanticuerpos. Las placas fueron mantenidas a 4°C hasta el momento de inicio de la reacción 

de auto-ensamblado, la cual se desencadenó mediante incubación a 38°C. Las medidas de velocidad se 

realizaron por turbidimetría incubando las placas a 38°C y midiendo la absorbancia a 340nm (A340). Las medidas se 

realizaron durante 3-4 horas con un espectrofotómetro de placas termostatizado Multiskan FC (Thermo 

Scientific). 

 

La Resonancia Plasmónica de Superficie es un fenómeno óptico que ocurre cuando un haz de luz incide sobre una 

superficie delgada de algunos metales (ej. oro, plata, platino) en condiciones de Reflexión Total Interna, es decir 

con un ángulo de incidencia superior al ángulo crítico, θc. La resonancia Plasmónica de Superficie se evidencia por 

una caída en la intensidad de la luz reflejada y dicho ángulo θr es afectado (entre otras cosas) por el índice de 

refracción (IR) de la porción de medio ubicada inmediatamente por debajo de la lámina de metal [411]. 

Los biosensores poseen un sistema microfluídico ubicado debajo de la lámina metálica, que a su vez está acoplada 

a un sistema óptico donde un haz de luz de intensidad fija incide sobre la misma con diferentes ángulos y una vez 

reflejado, es detectado por un sensor (fotomultiplicador). 

Los cambios en el ángulo de resonancia θR (como consecuencia de los cambios en el índice de refracción) son 

censados de forma continua, permitiendo obtener información en tiempo real acerca de los cambios en la 

composición del medio como consecuencia de interacciones moleculares. El registro en el tiempo, de las unidades 

de resonancia (unidades arbitrarias que describen los cambios en el ángulo de resonancia como consecuencia de 

los cambios en la solución) se conoce como Sensorgrama y permite detectar en tiempo real la inmovilización de 

moléculas a la superficie (ligando) así como la asociación y disociación de las moléculas inyectadas (analito). Este 

tipo de información permite obtener datos cualitativos (confirmación e identificación de interactores, mapeo 

antigénico, etc.) y cuantitativos (concentración, Kd, kon, koff) relacionados con las interacciones moleculares [412]. 

La interacción entre CABLV y los nanoanticuerpos se analizó por Resonancia Plasmónica de Superficie (SPR) utilizando 

un equipo Biacore 3000 (GE Healthcare Life Sciences). Los experimentos se realizaron a 25°C en PBS adicionado con 

surfactante P20 0.005% (GE Healthcare Life Sciences), utilizando chips CM5 (GE Healthcare Life Sciences). Para esto 

se inmovilizaron las proteínas de BLV purificadas, según las recomendaciones del fabricante, en buffer acetato de 

sodio 10 mM, a diferente pH en función de la muestra inmovilizada (CA y *CTD a pH 4.0 y NTDH6 a pH 5.5). Una vez 

inmovilizadas las proteínas virales en diferentes superficies del mismo chip, se inyectaron los diferentes 

nanoanticuerpos purificados a flujo constante de 50 o 100uL/min durante 5 minutos con 20 minutos de disociación. 

Los datos obtenidos se analizaron utilizando el software BiaEvaluation (GE Healthcare Life Sciences). 



 

 

La Microcalorimetría de Titulación Isotérmica es una técnica para cuantificar interacciones moleculares 

ampliamente utilizada en biología [413]. Los microcalorímetros constan de 2 celdas idénticas ubicadas en una 

camisa adiabática termostatizada, donde una actúa como referencia mientras que la otra contiene la muestra (uno 

de los interactores) y está adaptada para alojar en su interior una jeringa giratoria, manipulada en forma automática 

para dispensar pequeños volúmenes de ligando (el otro interactor) en forma muy precisa. Ambas celdas se 

encuentran a la misma temperatura y poseen resistencias independientes que permiten mantener ΔT=0 en 

respuesta a los cambios ocurridos en su interior, mediante la aplicación de potencias diferenciales sobre las mismas. 

Dado que con cada inyección de ligando sobre la celda ocurre un intercambio de calor con el medio (liberación de 

calor si la reacción es exotérmica y absorción si la reacción es endotérmica), para mantener la temperatura de 

ambas celdas igual y constante, el equipo deberá detectar estos cambios de temperatura y aplicar potencias 

diferenciales sobre las resistencias de ambas celdas (mayor potencia sobre la resistencia de la muestra si la reacción 

es endotérmica y menor potencia si la reacción es exotérmica). La cantidad calor liberado o absorbido es 

proporcional a la cantidad de complejo formado, y el registro de los cambios de potencia diferencial a través del 

tiempo permite definir una línea de base e integrar cada inyección para obtener el calor liberado o absorbido por 

mol de ligando en cada inyección. Dado que las concentraciones totales de cada interactor son conocidas a lo largo 

de toda la titulación, es posible graficar el calor por mol de ligando en función de la relación molar de ambos 

interactores y mediante el ajuste matemático a un modelo determinado, extrapolar los parámetros 

termodinámicos de la reacción. La técnica de ITC permite obtener simultáneamente ΔG (y por ende Kd), ΔH y ΔS en 

un único experimento y realizando experimentos a diferentes temperaturas es posible determinar cambios en la 

capacidad calórica (ΔCp) [414]. 

El análisis por microcalorimetría de titulación isotérmica se llevó a cabo con un equipo Micro Cal VP-ITC (Malvern), 

inyectando concentraciones conocidas de los nanoanticuerpos sobre las proteínas virales diluidas en el mismo 

buffer, a concentraciones también conocidas. Las titulaciones se realizaron a 25°C, en PBS con inyecciones de 10µL 

separadas por tiempos de 10 minutos. Las muestras fueron cuidadosamente filtradas y desgasificadas previo a la 

titulación, según las recomendaciones del fabricante. El análisis de los datos se realizó utilizando programas de 

dominio público NITPIC [415, 416] para la definición de la línea de base e integración de las inyecciones, SEDPHAT 

[417, 418]  para ajustar los datos a un modelo de interacción molecular y GUSSI [419] para obtener figuras de 

calidad en forma directa. 

 

Los nanoanticuerpos purificados y concentrados fueron sometidos a ensayos de cristalogénesis (tanto en forma 

aislada como en complejo con los respectivos dominios de CABLV). En los casos de análisis de complejos se utilizaron 

relaciones equimolares de ambos componentes y en todos los casos las muestras fueron previamente incubadas 

en hielo por 30 minutos y centrifugadas a 16.000g por 10 minutos. 

Se realizaron diversos ensayos de búsqueda de condiciones de cristalización en forma robótica, con el objetivo de 

identificar las más promisorias para luego proceder a su optimización y análisis por difracción de rayos X en la 

Unidad de Cristalografía de Proteínas, IP Montevideo). 



 

 

La búsqueda inicial de condiciones de cristalización de proteínas se efectuó mediante el método de difusión de 

vapor en gota sentada. Se evaluaron 384 condiciones comerciales diferentes: pHClear Suite, PEGs Suite, y AmSO4 

Suite (QIAGEN) y CrystalScreen de HAMPTON Research) utilizando un robot de cristalización Honeybee 963® 

(Digilab) en placas de 96 pocillos (Greiner) conteniendo 90 µL de solución comercial por pocillo y gotas preparadas 

con 0.3µL de proteína y 0.3 µL del reservorio. Las placas fueron selladas, incubadas a (19 ± 1) °C durante varios días 

y evaluadas periódicamente con el objetivo de identificar condiciones con material cristalino para proceder a su 

optimización. 

Para realizar dicha optimización, en algunos casos (VHH8c y complejo VHH8c/CTD) fue necesario agregar aditivos 

en forma robótica. Esto se llevó a cabo usando el kit de aditivos Additive Screen HT (HAMPTON Research) según 

recomendaciones del fabricante. 

 

La optimización de condiciones de cristalización identificadas a partir de la búsqueda inicial se llevó a cabo en forma 

manual por el método de difusión de vapor en gota colgante, usando placas tipo Linbro de 24 pocillos (HAMPTON 

Research) con 1mL de solución de reservorio. Las placas fueron selladas, incubadas a (19 ± 1) °C durante varios días 

y evaluadas periódicamente. 

Las condiciones para evaluar fueron preparadas manualmente variando la concentración de proteína (2.9-3.9 mM), 

la relación volumétrica de proteína-reservorio (diferentes combinaciones de 1 a 3µL de proteína y/o reservorio) y 

las concentraciones de precipitante, buffer, aditivos y pH. En la sección 8.6.3 de Resultados se describen en detalle 

las condiciones que arrojaron resultados promisorios durante la etapa de optimización. 

En los casos que se obtuvieron cristales de proteína, se procedió a su crio-preservación por medio de incubación 

durante 60 segundos en la condición de cristalización suplementada con 25 % (v/v) de glicerol. Los cristales tratados 

con esta solución fueron congelados rápidamente y almacenados en N2 líquido hasta la colección de datos por 

difracción de rayos X. 

 

Los datos de difracción fueron en colectados en el French National Synchrotron Facility (Soleil, línea Próxima 2A). 

Los datos se obtuvieron a partir de cristales únicos a 100K. Los datos completos fueron procesados en forma 

automática con el software Autoproc [420], que emplea XDS [421] para la indexado e integrado, mientras que el 

escalado fue realizado con Aimless [422]. La estructura del VHH8c fue resuelta mediante reemplazo molecular 

utilizando Molrep [423] y como sonda de búsqueda se utilizó un dominio VHH obtenido de PDB ID: 4XT1. Mediante 

ciclos iterativos de construcción manual de modelo con Coot [424] y refinamiento con phenix.refine dentro del 

paquete Phenix [425], el modelo pudo ser refinado (la información detallada se muestra en la Tabla 10). 

 

 

 



 
 



 

 

 

 

Todas las construcciones de antígenos virales fueron clonadas en los respectivos vectores de expresión y sus 

secuencias fueron confirmadas por secuenciación automática utilizando primers universales (T7 forward y T7 

terminator reverse). La mayoría de las construcciones para expresar proteínas de CABLV fueron diseñadas y clonadas 

en nuestro laboratorio en el marco del trabajo de tesis doctoral de Gonzalo Obal [89]. En aquellos casos donde las 

construcciones debieron ser clonadas nuevamente, se procedió de igual manera cotejando las secuencias obtenidas 

con las secuencias teóricas y solo fueron tenidas en cuenta aquellas secuencias con 100% de homología en ambos 

sentidos. Las secuencias aminoacídicas con sus características más importantes se presentan en la Figura 26.A. 

Figura 26. Secuencias aminoacídicas de los genes clonados para la purificación de proteínas. A) Se detalla la estructura 
primaria de las construcciones secuenciadas y sus características más importantes (His-tag, sitios de corte por trombina y 
estructura secundaria). B) Se presentan las estructuras obtenidas previamente con las construcciones utilizadas en este trabajo 
con los números de acceso en la base de datos PDB (por “protein data bank”). Se incluye la estructura del *NTD dado que no 
se cuenta con la estructura tridimensional de *CA. En la derecha se presenta la superposición de todas las estructuras 
manteniendo el mismo código de colores y demostrando que los dominios de CA no sufren cambios drásticos en su estructura 
terciaria cuando forman parte de CABLV o cuando se expresan en forma aislada. 

Cabe destacar que la construcción nativa presenta una metionina en la posición inicial que es removida en forma 

co-traduccional por la maquinaria bacteriana dando lugar a una proteína idéntica a la CABLV madura, con capacidad 

de formar el β-hairpin característico en el extremo N-terminal mediante la formación de un puente salino entre los 

residuos P1 y D53. Por su parte H6CA (y *CA) no posee estructura β-hairpin y pueden ser considerada similar a la 

CABLV inmadura. En el caso de los dominios NTDH6 y *CTD (obtenido luego de clivar el His-tag), conservan también 

la secuencia de los extremos N-terminal y C-terminal respectivamente. En el caso del NTDH6, la metionina es 
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removida de igual manera que en CAn, permitiendo la formación de la estructura β-hairpin. A pesar de las 

diferencias introducidas fundamentalmente por remoción de dominios enteros o modificaciones en el extremo N-

terminal y en la región bisagra, todas las construcciones dan lugar a proteínas estructuralmente similares (Figura 

26.B). 

 

La obtención de las diferentes versiones de los antígenos de BLV fue crucial a lo largo de las diferentes etapas de 

esta tesis (desde la inmunización de llamas hasta la obtención de cristales de complejos con nanoanticuerpos). La 

cantidad de proteína requerida en cada experimento depende de la naturaleza de estos; los análisis por ELISA o 

Western Blot requieren baja cantidad de muestra en comparación con los ensayos de optimización de condiciones 

de cristalización, experimentos de ITC o de ensamblado de CABLV. Por tal motivo, la escala de producción se adecuó 

a las necesidades de cada experimento e independientemente de la cantidad requerida, en todos los casos se 

tuvieron en cuenta elevados criterios de pureza con el objetivo de obtener resultados reproducibles. Los resultados 

presentados en esta sección corresponden a ejemplos representativos de la expresión y purificación de las 

diferentes construcciones de antígenos de BLV, llevadas a cabo a lo largo de las diferentes etapas de esta tesis. 

La expresión bacteriana fue evaluada comparando los cultivos antes de la inducción y luego de 4 horas de inducción 

por SDS-PAGE seguida de tinción por Coomassie (sección 7.5.1). Para ello se normalizó la cantidad de biomasa, 

diluyendo las muestras en función de los valores de densidad óptica D.O. a 600nm para las proteínas H6CA, NTDH6 

y H6CTD tal como se muestra en la Figura 27.A (carriles NI, IND y S), mientras que los resultados para CAn fueron 

presentados en la tesis doctoral de Gonzalo Obal [89]. En todos los casos se obtuvieron niveles de expresión 

considerables en forma soluble.  

Por su parte el análisis de los diferentes pasos de purificación fue realizado sembrando una alta concentración de 

muestra, con el objetivo de determinar la pureza de estas por densitometría (sección 7.5.2) y detectar 

contaminantes presentes incluso con baja concentración.  

En el caso de las proteínas con His-tag, la purificación por cromatografía de afinidad fue suficiente para alcanzar los 

niveles de pureza requeridos y en tal sentido el segundo paso de purificación por SEC representó un control extra 

de pureza (ver Figura 27.A, carriles AF y SEC).  

La Figura 27.B presenta el perfil de elución de NTDH6 a partir de una columna de IMAC mediante aplicación de 

gradiente de imidazol, mientras que en la Figura 27.C se muestra el perfil de elución de *CTD con PBS, luego de ser 

clivado en la columna de IMAC (resultado constatado sistemáticamente tanto para *CTD como *CA). La aplicación 

de un gradiente de imidazol a continuación no evidencia la elución de material proteico demostrando que el total 

de la proteína fue clivado con trombina; además las proteínas clivadas en columna fueron sometidas a un segundo 

paso de IMAC, siendo colectadas en la fracción no unida como resultado de la remoción del His-tag (no mostrado). 

La trombina utilizada (conformada por dos cadenas de 5 y 35 kDa unidas por un puente disulfuro) fue 

eficientemente removida mediante aplicación de una columna de benzamidina conectada en serie con la IMAC, tal 

como lo demuestran los resultados de SDS-PAGE (Figura 27.A) y SEC (Figura 27.D). El perfil de elución por SEC 

presentado en la Figura 27.D corresponde a técnicas preparativas, de modo que en la mayoría de los casos se 

observa una saturación de la señal de A280 como resultado de la alta concentración de proteína. En el caso de la 

proteína CAn (sin tag de purificación), el último paso de purificación fue una SEC, donde la misma eluyó 

aproximadamente a los 68mL en una columna Superdex 75, 16-60 (Figura 27.E).  

 



 

Figura 27. Expresión y purificación de proteínas de BLV: A) Análisis por SDS-PAGE y tinción con Coomassie de las fracciones 
correspondientes a la purificación de *CA, NTDH6 y *CTD (NI, fracción total no inducida; IND fracción total inducida; S, fracción 
soluble inducida; AF, eluato de la cromatografía de afinidad; SEC, eluato de la gelfiltración; M, marcador de peso molecular). 
B) Elución con Imidazol de NTDH6 a partir de una IMAC. C) Elución con PBS de *CTD clivado en columna de IMAC y aplicación 
posterior de un gradiente de imidazol. D) Purificación por SEC de las proteínas *CA, NTDH6 y *CTD, utilizando una columna 
Superdex 75 16-60. E) Purificación por SEC de CAn (la fracción entre 64-75mL corresponde a la proteína pura).  

La pureza, homogeneidad y el correcto tamaño de las proteínas purificadas fue evidenciado mediante técnicas 

analíticas como SDS-PAGE (Figura 27.A) o SEC analítica (no mostrado). Los valores de pureza determinados por 

densitometría luego del último paso de purificación mostraron en todos los casos valores entre 94 – 97 %. En 

aquellos casos que la pureza se ubicó por debajo de 90% o se detectó una banda de tamaño no esperado por SDS-

PAGE, se realizó un segundo paso de purificación por SEC. 

Todas las construcciones de proteínas de BLV recombinante utilizadas en esta tesis, mostraron altos rendimientos 

de producción luego de purificar y concentrar las muestras, evidenciando además una gran estabilidad en solución. 

Los rendimientos fueron variables entre diferentes “batches” y con las diferentes construcciones utilizadas. A modo 

meramente descriptivo, podemos decir que los rendimientos de producción de proteínas de BLV obtenidos a lo 

largo de esta tesis fueron superiores a 60 mg L-1 de cultivo, con niveles de pureza promedio en el entorno del 95%. 
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La proteína CAHIV es considerada un inmunógeno débil [426, 427], sin embargo la respuesta de anticuerpos obtenida 

en llamas con CABLV fue aceptable incluso después de la segunda inmunización, con títulos de anticuerpos 

relativamente similares en todas las inmunizaciones y cerca de 80 veces superiores a los obtenidos con el control 

preinmune. 

Las inmunizaciones #2 y #3 con CABLV arrojaron resultados muy similares cuando comparamos los títulos de 

anticuerpos. En la Figura 28 se muestra el resultado de comparar la respuesta de anticuerpos después de las 

inmunizaciones 2 y 3 frente a una llama control sin inmunizar. El título promedio obtenido fue de 1:8900, lo cual 

representa un valor 82 veces superior al de la llama control de 1:108. Estos resultados fueron similares a los 

obtenidos con uno de los antígenos no relacionados utilizados en el mismo programa de inmunización (hPD1 con 

título promedio de 1:9800, 92 veces superior al de la llama control) sugiriendo que las inmunizaciones generaron 

una respuesta de anticuerpos aceptable y con títulos de anticuerpos dentro de lo esperado. El otro antígeno 

administrado en paralelo presentó valores sensiblemente superiores (TL1A con título promedio de 1:25.300, 

representando un valor 146 veces superior al de la llama control).  

Se evaluó mediante ELISA el título de anticuerpos con inmunizaciones posteriores mostrando valores bastante 

similares, no obstante se utilizaron diferentes condiciones de inmovilización de antígeno y otros sueros anti-llama, 

arrojando valores de absorbancia diferentes (no mostrado). La quinta y sexta inmunización no pudieron ser 

evaluadas por ELISA debido a dificultades operativas relacionadas al manejo de los animales en el Zoológico 

Municipal. 

Figura 28: Título de anticuerpos de llama contra CABLV. Comparación de la respuesta de anticuerpos luego de las 
inmunizaciones 2 y 3. Los puntos representan el promedio de los duplicados y las barras de error la desviación estándar. Las 
curvas representan el ajuste por regresión no lineal de los datos a un modelo dosis-respuesta sigmoidal de pendientes variables 
a partir del cual se determinó el título de anticuerpos. 

 



 

 

A la luz de los resultados obtenidos luego de las inmunizaciones se decidió seguir adelante con la obtención de 

nanoanticuerpos. Previo a la purificación de linfocitos se optimizaron diversos parámetros como la dilución de las 

muestras de sangre y la aceleración y desaceleración del rotor durante la centrifugación en gradiente de Ficoll.  

Para la obtención de linfocitos de llama a partir de 100mL de sangre heparinizada, se utilizaron tubos Falcon de 

15mL con 5mL de sangre y 5mL de PBS obteniéndose una buena separación de fases: suero y eritrocitos separados 

por una fracción leucocítica (buffy coat) que pudo ser aislada correctamente (Figura 29.A). El número de células 

obtenidas fue de 1.57 x108 células totales en 4mL de PBS. Luego de la extracción de ARN se obtuvieron 30 µg totales 

diluidos en 154 µL de agua a una concentración de 195 µg/mL, con un índice de pureza aceptable (relación 

A260/A280=1.94). La integridad del ARN purificado fue analizada por electroforesis en gel desnaturalizante de agarosa 

sembrando 4 µg de ARN (Figura 29.B), donde se observa la presencia de bandas discretas correspondientes a las 

subunidades ribosomales, lo cual confirma el éxito de la purificación. Dado que el marcador de peso molecular 

utilizado en este caso es para ADN, no fue posible extraer conclusiones acerca del tamaño de las subunidades 

ribosomales obtenidas no obstante este resultado permitió continuar con la estrategia de obtención de VHHs. 

Figura 29: Generación de una librería de fagos y clonado en el fagémido pComb3x para su selección. A)  Purificación de 
linfocitos mediante centrifugación de sangre en gradiente de Ficoll. La capa de linfocitos (“buffy coat”) se señala con una flecha 
de color blanco. B) Electroforesis en gel desnaturalizante de agarosa con 4 µg de ARN purificado a partir de linfocitos de llama. 
C) Electroforesis en gel de agarosa de las PCR para amplificar los genes VHH a partir del ADNc, utilizando el primer JH en 
combinación con diferentes forward primers (VH1, VH3 y VH4). En la PCR se incluyó como control positivo una secuencia de 
un VHH no relacionado (específico contra Triclocarbán, TCC). D) Electroforesis en gel de agarosa de la reacción de ligación de 
los genes VHH y el vector fagémido pComb3x (I, inserto; V, vector digerido; M, marcador de peso molecular; L, producto de 
ligación). Tanto la fracción de los insertos como el vector fueron digeridos con SfiI, purificados a partir de gel de agarosa y 
ligados con T4 ligasa. E) Electroforesis en gel de agarosa de 10 PCR de colonia utilizando los primers VH1, VH3, VH4 y JH. 
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El ADNc de genes VH y VHH fue obtenido a partir de 2/3 del ARN linfocitario (20µg), y los genes VHH fueron 

amplificados a partir de la mitad del ADNc obtenido, utilizando los primers VH1, VH3 y VH4 (15 PCR de 50µL con 

cada primer). El tamaño de los amplicones obtenidos fue corroborado por electroforesis en gel de agarosa mediante 

comparación con el ADN codificante de un VHH no relacionado anti Triclocarbán (TCC) previamente caracterizado 

[375] dando fragmentos de alrededor de ≈400pb (Figura 29.C). La cantidad de ADN amplificado con cada primer 

fue de ≈20 µg (60 µg totales) los cuales fueron posteriormente digeridos con SfiI y purificados a partir de gel de 

agarosa. En paralelo también se digirieron con SfiI, 100 µg del fagémido pComb3x, el cual se purificó dos veces 

consecutivas a partir de gel de agarosa para evitar religaciones con los fragmentos de relleno (stuffer sequences) ya 

que las mismas se encuentran flanqueadas por sitios SfiI. Estos dos pasos consecutivos de purificación fueron 

responsables de una caída en el rendimiento (apenas se recuperó un 10% del material)  no obstante fue suficiente 

para realizar los clonados en el fagémido.  

La integridad de los insertos y el vector digeridos con SfiI, así como del producto de ligación se evaluó por 

electroforesis en gel de agarosa mostrando resultados concordantes con una ligación exitosa (bandas de diferente 

tamaño características de vectores cerrados con diferentes niveles de enrollamiento) con un tamaño mayor al del 

vector abierto (Figura 29.D). El total de fagémidos recombinantes fue utilizado para transformar mediante 

electroporación, la cepa bacteriana E. coli ER2738. Dicha cepa se utiliza en phage display debido a que es capaz de 

suprimir el codón stop UAG (amber) produciendo los VHHs ligados a la proteína pIII del fago M13 cuando es 

coinfectada por un fago helper (Figura 21.C). El tamaño de la biblioteca resultó ser del orden de 108 transformantes, 

por lo que se obtuvo una buena representación de la diversidad original considerando que se partió de un número 

similar de leucocitos. Un total de 35 colonias escogidas al azar fueron amplificadas directamente por PCR de colonia 

con los primers VHmix y JH dando lugar a fragmentos con el tamaño esperado en más del 97% de los casos (34 de 

35). Esto permitió confirmar que la biblioteca presentaba los correspondientes genes VHH en un alto porcentaje 

(Figura 29.D). Una vez generados los fagos se alcanzaron títulos de 1,1 x 1012 cfu/mL de aquellos que portan el 

pagémido (recuento en placas de ampicilina) y títulos de 6,50 x1010 cfu/mL (recuento en placas de kanamicina) 

correspondiente a fagos que empacaron el genoma del fago helper. Esto fue similar a lo obtenido por Rossotti et 

al. 2015 [399] lo cual se encuentra en total concordancia con los resultados usualmente obtenidos en librerías de 

fagos. La biblioteca obtenida fue debidamente identificada como Librería Preinmune y almacenada a -80°C. 

 

Para la selección de fagos por phage display se realizaron cuatro rondas de panning con diferente cantidad de 

antígeno inmovilizado y diferentes procedimientos de lavado (tal como se describe en la sección 7.4.3.5). Al final 

de cada ronda se obtuvo una sub-biblioteca de fagos enriquecida que fue posteriormente amplificada mediante 

coinfección con el fago helper dando lugar a una librería amplificada que fue utilizada en la siguiente ronda. Las 

librerías fueron cuantificadas y los resultados se resumen en la Tabla 6. La disminución observada en el tamaño de 

la librería después de la ronda 2 se explica por la aplicación de condiciones de lavado más selectivas. 

  



 
Tabla 6. Tamaño de la librería de fagos al final de cada ronda de panning. La cuantificación de la librería amplificada solo se 
llevó a cabo después de la primera ronda. 

RONDA DE PANNING *TAMAÑO LIBRERÍA SIN AMPLIFICAR *TAMAÑO LIBRERÍA AMPLIFICADA 

1 2.6x107 cfu/mL 3.1x1012 cfu /mL 
2 3.3x109 cfu /mL - 
3 3.8x107 cfu /mL - 
4 1.3x107 cfu /mL - 
* El volumen total fue de 600 µL  

 

Dado que la llama utilizada para la generación de nuestra librería de fagos fue sometida simultáneamente a 

inmunizaciones con diversas proteínas, se expresaron en baja escala (sección 7.2.2.2) 10 clones provenientes de la 

segunda ronda de panning con cada una de las proteínas utilizadas durante la inmunización. En este caso las 

bacterias ER2738 transformadas con pComb3x fueron cultivadas e inducidas en ausencia de fago helper, y en estas 

condiciones los VHHs expresados con los péptidos HA y His-tag pueden detectarse en el sobrenadante debido 

principalmente a que la supresión del codón amber no es total. La detección de los mismos se llevó a cabo 

realizando un ELISA (de acuerdo a 7.6.1.1) con 10 clones seleccionados al azar provenientes de la segunda ronda 

de panning con cada uno de los diferentes inmunógenos y un VHH T11 anti Triclocarbán (TCC) previamente 

purificado ([375]). Se incluyeron además dos controles basados en BSA y el hapteno Triclocarbán (TCC).  

Los resultados presentados en la Figura 30 muestran que 9 de los 10 clones seleccionados contra CABLV después de 

la segunda ronda de panning, fueron capaces de reconocer la proteína inmovilizada y no presentan reactividad 

cruzada con los demás inmunógenos ni con BSA o el hapteno Triclocarbán. Solo por completitud se muestra que 

las rondas de panning realizadas en paralelo con los demás inmunógenos también fueron efectivas, demostrando 

además que esta metodología permite evaluar la reactividad de los clones directamente del sobrenadante de 

cultivo haciendo uso del tag HA presente en el fagémido pComb3x, sin necesidad de purificar los VHHs. También se 

utilizó una estrategia análoga frente a los dominios NTD y CTD de cápside, confirmando que la librería de fagos 

presentaba clones específicos contra ambos dominios (no mostrado). La misma fue debidamente identificada como 

Librería anti CABLV y almacenada a -80°C. 



 

Figura 30: Análisis de especificidad de clones seleccionados a partir de la segunda ronda de panning. Diez clones 
seleccionados aleatoriamente a partir de la segunda ronda de panning con CABLV (rojo), fueron evaluados por ELISA en forma 
cruzada contra los tres antígenos utilizados para inmunizar la llama. También se incluyó el análisis cruzado de 10 clones 
seleccionados de igual forma contra los otros inmunógenos (hPD1 y TL1A en verde y azul respectivamente). Se evaluó la 
reactividad contra BSA como control negativo y el clon T11 no relacionado (contra Triclocarbán) como control positivo. 

 

 

Una vez que se corroboró la especificidad de la librería de fagos frente a CABLV y sus dominios, se procedió a clonar 

la librería en el vector pINQ-BtH6, con el objetivo de producir VHHs contra CABLV en forma aislada (no unidos a 

fagos) y biotinilables in vivo en las antípodas del paratope. Esto representa una gran ventaja desde el punto de vista 

de su uso en diagnóstico o para la inmovilización de VHHs de forma orientada [428-430], sin embargo en nuestro 

trabajo explotaremos esta característica durante la selección de clones aplicando diversos criterios. 

Para el clonado se seleccionaron los eluatos de las rondas de panning 2 y 3 (ya que el eluato de la ronda 4 se hizo 

como alternativa al tres y presentó una variabilidad muy similar a este), y se clonaron los genes VHH en el vector 

pINQ-BtH6 para finalmente transformar la cepa BL21 (DE3) previamente transformada con el plásmido pCY216 

portando el gen BirA codificante de la biotina ligasa [400] y producir los VHHs en forma biotinilada. Este clonado se 

llevó a cabo ponderando la eficiencia de transformación para minimizar la pérdida de diversidad, la cual fue 

considerada el precio a pagar por tener una biblioteca de nanoanticuerpos específicos contra CABLV, con capacidad 

de ser producidos en un área convencional de producción de proteínas recombinantes libre de fagos y con una 

molécula de biotina ligada al residuo Lys del péptido BAP. 

Las bibliotecas enriquecidas de nanoanticuerpos anti CABLV provenientes de las rondas 2 y 3 y clonadas en el vector 

pINQ-BtH6 fueron almacenadas a 4°C e identificadas como pINQ-BtH6 anti CABLV 2 y 3. 

Luego de transformar bacterias BL21 (DE3) conteniendo el plásmido pCY216 se seleccionaron de manera aleatoria 

95 clones VHH (los clones 1-64 pertenecientes a la segunda ronda de panning por ser la más variable y del 65-95 



 
pertenecientes a la tercera), los cuales se expresaron en forma biotinilada en mini-cultivos de 1mL. Esto representó 

una disminución muy grande del repertorio de nanoanticuerpos, pero nos permitió aplicar criterios de selección de 

clones (tal como se describe en la próxima sección), para ser producidos a mayor escala y caracterizar su interacción 

con la proteína CABLV. 

 

Estrictamente hablando, el primer “criterio” de selección aplicado fue el azar ya que pasamos desde una librería de 

VHHs con un tamaño de varios ordenes de magnitud (107 si no hubiéramos perdido diversidad durante el clonado 

en masse) a un reducido grupo de 95 clones aislados (provenientes de las rondas 2 y 3) y seleccionados en forma 

totalmente aleatoria.  

Esto representó una caída enorme en el tamaño de la librería analizada, sin embargo fue necesario pasar a un 

número asequible de clones para comenzar a entender cuáles son las características de los nanoanticuerpos 

producidos. En paralelo, la posibilidad de que las librerías Preinmune, Anti CABLV y pINQ-BtH6 anti CABLV 2 y 3 

puedan contar con clones diferentes que sean funcionales a nuestras necesidades debe ser tenida en cuenta a la 

hora de edificar perspectivas a partir de este trabajo. 

 

En primer lugar, se evaluó la expresión y purificación a baja escala de los 96 clones seleccionados (incluyendo el 

VHH control no específico), con el propósito de descartar aquellos clones que no se expresan en forma correcta. 

Los VHH correspondientes fueron expresados y purificados por cromatografía de unión a metales en formato high 

throughput. 

La Figura 31 presenta una composición de imágenes creada a partir de 7 corridas independientes de SDS-PAGE con 

geles al 15%, llevadas a cabo con el fin de analizar los resultados de la purificación por cromatografía de afinidad a 

baja escala de los 95 clones VHH seleccionados. Todos los clones fueron expresados y purificados, aunque con 

rendimientos variables, donde algunos como los clones 59, 67 y 93 presentan rendimientos muy bajos por SDS-

PAGE, mientras que otros mostraron una cantidad de proteína sensiblemente superior. En todos los casos los clones 

purificados presentan un peso molecular aproximado entre 14-15KDa. En algunos casos se detectó más de una 

banda, lo cual podría estar asociado a productos de degradación, anomalías en la migración electroforética o 

presencia de más de un VHH con pesos moleculares diferentes (aun cuando los mismos provienen de colonias 

aisladas). 



 

Figura 31: SDS PAGE teñido con Coomassie para evaluar la purificación de 95 clones de VHH por cromatografía de afinidad 
a baja escala. Los niveles de expresión de los diferentes clones son heterogéneos, con pesos moleculares variables en el 
entorno de 14-15 kDa. El clon 96 corresponde a un VHH no relacionado como control. 

 

Se realizó una prueba ELISA inmovilizando *CA, NTDH6 y *CTD en diferentes pocillos, con el objetivo de clasificar 

los VHH biotinilados dentro de cuatro categorías posibles: aquellos clones que exclusivamente reconocen CABLV a 

través del CTD (CTD), aquellos que lo hacen exclusivamente a través del dominio NTD (NTD), aquellos clones que 

reconocen ambos dominios de CABLV (MIXTO) y aquellos clones que no reconocen ninguno de los dos dominios de 

CABLV por ELISA (NEGATIVOS). El criterio fue arbitrario considerando reactivos a aquellos clones con una 

absorbancia superior a 1.0 (obtenida luego de restar la señal obtenida con el clon 96 no relacionado). Los resultados 

correspondientes al ELISA contra ambos dominios de CABLV se presentan en la Figura 32, agrupados de acuerdo con 

la categoría asignada. Todos los clones con capacidad de unirse a alguno de los dominios arrojaron resultados 

positivos contra *CA (no mostrado). Por su parte los clones negativos (44 y 93) tampoco reconocieron *CA, 

sugiriendo que la ausencia de señal no se debe al reconocimiento de residuos ausentes en las construcciones de 

los dominios (región bisagra), sino más bien a falta de reactividad, ausencia de biotinilación in vivo, problemas de 

estabilidad de los VHH o bajo nivel de expresión (como se demuestra en el apartado 8.3.1 para el clon 93).  



 

Figura 32: Mapeo antigénico de VHHs por ELISA. Se presentan los resultados del ELISA realizado para definir la reactividad de 
los 95 clones seleccionados al azar contra los dominios de CABLV. Los resultados obtenidos luego de restar la absorbancia 
obtenida con un clon no reactivo (VHH96) se presentan agrupados en función de las categorías definidas en forma arbitraria: 
clones específicos contra el CTD (panel superior), clones específicos contra el NTD (panel inferior izquierdo) y clones con 
capacidad de reconocer ambos dominios o ninguno de ellos (panel inferior derecho). Los clones negativos se señalan en color 
gris. 

Estos resultados demuestran además que el protocolo de biotinilación in vivo fue efectivo, al menos con todos los 

clones considerados positivos contra alguno de los dominios. La Tabla 7 resume el resultado de esta caracterización 

por ELISA mostrando que un 46% reconoce exclusivamente el CTD, un 25% reconocen exclusivamente el NTD y un 

26% reconoce CABLV a través de ambos dominios. Si bien la muestra no es significativa debido a su pequeño tamaño, 

los resultados podrían permitir sugerir que el dominio CTD podría ser más inmunogénico que el NTD, teniendo en 

cuenta que un número mucho mayor de clones reconocen este dominio a pesar de presentar un menor tamaño. 

De hecho, casi la totalidad de los VHH (incluso aquellos que fueron categorizados como específicos contra NTD por 

presentar una interacción mucho más marcada con este dominio) presentan algún tipo de interacción basal con el 

dominio CTD por ELISA. Otra explicación posible para esta supremacía de nanoanticuerpos reactivos contra este 

dominio podría ser que durante las rondas de panning (donde los fagos se incubaron durante tres días con el 

antígeno inmovilizado sobre placas de poliestireno y en presencia de detergente), el dominio NTD sea más 

propenso a sufrir algún tipo de desestabilización conformacional afectando su estructura terciaria y en 

consecuencia se hayan seleccionado un mayor número de clones reactivos contra el CTD. 

 



 
Tabla 7. Clasificación de clones por ELISA de acuerdo con el dominio de CABLV reconocido y su afinidad relativa definida de 
acuerdo a la sección 8.3.3. 

AFINIDAD 
RELATIVA 

CTD 
(44 clones) 

NTD 
(24 clones) 

MIXTO 
(25 clones) 

NEGATIVOS 
(2 clones) 

Alta 8 19 2 
 

12 63 9 
 

13 75 32 
 

16 
 

55 
 

39 
 

87 
 

42 
 

95 
 

56 
   

78 
   

Media 3 7 5 
 

10 17 15 
 

21 20 34 
 

26 23 41 
 

27 36 54 
 

30 50 61 
 

31 83 64 
 

35 
 

65 
 

37 
 

72 
 

38 
   

43 
   

48 
   

69 
   

70 
   

76 
   

88 
   

90 
   

Baja 1 6 11 
 

4 14 24 
 

18 22 45 
 

29 25 66 
 

49 28 67 
 

52 33 71 
 

53 40 73 
 

57 46 81 
 

58 47 86 
 

59 51 91 
 

60 62 
  

68 79 
  

74 82 
  

77 94 
  

80 
   

84 
   

85 
   

89 
   

92 
   

Negativos 
   

44    
93 

 

Dado que los 95 clones presentan niveles de expresión muy dispares, resulta inviable correlacionar el valor de 

absorbancia del ELISA anterior, con la afinidad de estos por los respectivos dominios. Para tener una idea de la 

afinidad relativa de los clones aislados, se puso a punto un ELISA consistente en inmovilizar cantidades iguales de 

avidina en todos los pocillos de la placa, saturar cada pocillo con un exceso de VHH biotinilado y adicionar *CA 

conjugada a HRP (*CA-HRP) para evaluar la cantidad de CABLV unida a cada VHH. La cantidad de avidina utilizada 

para sensibilizar las placas y las diluciones de eluatos de VHH fueron optimizadas para independizarnos de los 

niveles de expresión, de modo que la señal obtenida sea proporcional a la afinidad/avidez de los clones. 



 
Se realizaron dos experimentos independientes mostrando resultados similares y se obtuvieron valores promedio 

de absorbancia a 450nm desde 1.46 hasta 0.04, permitiendo categorizar los clones en 3 rangos de afinidad relativa, 

definidos de forma arbitraria: Alta (A450 ≥ 0.8), Media (0.8 > A450 > 0.2) y Baja (A450 ≤ 0.2) tal como se detalla en la 

Tabla 7. Los límites de absorbancia para definir cada categoría fueron escogidos en forma arbitraria y la cantidad 

de VHHs distribuidos en cada categoría no constituye un dato significativo 

Más allá de que 2/3 de los 95 clones aislados pertenecen a la ronda 2 de panning (solo 1/3 pertenecen a la ronda 3 

debido a la notoria disminución del tamaño de la biblioteca), resulta sorprendente que los clones de las categorías 

con afinidades alta y media hayan sido mayoritariamente seleccionados con la ronda 2 de panning. Teniendo 

presente que el tamaño de la muestra es muy bajo en comparación con el de la biblioteca y por ende es incorrecto 

extraer conclusiones definitivas, tomamos la cantidad de VHH en cada categoría e hicimos correcciones para 

independizarnos del mayor número de clones provenientes de las diferentes rondas de panning. Así, encontramos 

que las categorías con afinidad alta y media presentan alrededor de un 60% de clones provenientes de la ronda 2 

de panning. Por su parte el 60% de los clones pertenecientes a la categoría con afinidad baja tiene su origen en la 

tercera ronda de panning. 

En caso de existir un sesgo de este tipo, una explicación posible sería que durante las rondas de panning 3 y 4 

llevadas en condiciones más agresivas, la proteína CABLV inmovilizada haya sufrido algún tipo de desnaturalización 

(similar a la propuesta con el NTD para explicar el mayor número de clones reactivos contra el CTD) y en 

consecuencia se hayan seleccionado clones de menor afinidad por la proteína nativa en las rondas finales. Otra 

hipótesis basada en la fuerte presencia de clones de baja afinidad en la categoría mixta proveniente de la ronda de 

panning 3, es que las rondas 3 y 4 hayan favorecido la selección de clones de menor afinidad, pero con capacidad 

para interactuar con ambos dominios de CABLV. 

Ante estos resultados inesperados teniendo en cuenta que las sucesivas rondas de panning deberían seleccionar 

clones con mayor afinidad, algunos clones clasificados por su afinidad dentro de las categorías Alta y Baja fueron 

testeados en forma cualitativa por SPR para confirmar los resultados obtenidos por ELISA (Figura 33). Para esto, 

diluciones idénticas de la purificación de VHHs a baja escala fueron inyectadas durante dos minutos sobre un chip 

CM5 con *CABLV inmovilizada. Los clones de alta afinidad (2, 16, 32 y 42) mostraron una señal de asociación 

característica en contraposición con los clones de baja afinidad (14 y 40), validando los resultados obtenidos por 

ELISA y permitiéndonos incorporar el criterio de selección de clones en función de su afinidad relativa. Las 

concentraciones no fueron ajustadas en este experimento. De todos modos, se incluyeron clones positivos que 

mostraron niveles bajos de expresión (VHH2 y VHH16) junto con clones positivos que mostraron niveles de 

expresión superiores (VHH32 y VHH42), no observándose diferencias notorias en el perfil de las curvas de asociación 

y disociación. 



 

Figura 33: Análisis cualitativo por SPR de clones de VHH de alta y baja afinidad de acuerdo con la clasificación por ELISA. Seis 
VHHs purificados a baja escala y clasificados por ELISA como de alta afinidad (tonalidades de rojo) y de baja afinidad 
(tonalidades de anaranjado) fueron analizados por SPR mediante inyecciones de dos minutos sobre CABLV inmovilizada en la 
superficie de un chip. La respuesta se obtiene por sustracción de la señal de una superficie control sin CABLV.  

 

 

Una vez que los 95 clones fueron categorizados en función de la afinidad y de la región antigénica, se seleccionaron 

algunos de ellos para purificar plásmidos y secuenciar los genes VHH, con el objetivo de analizar la variabilidad de 

secuencia y descartar clones redundantes. Además, se priorizaron aquellos clones que no presentan 

heterogeneidad de tamaños por electroforesis (Figura 31). Los clones seleccionados se crecieron sobre placas de 

LB agar suplementado con antibióticos, sembrando diluciones que permitieron obtener colonias aisladas (< 30 por 

placa). A partir de tres colonias diferentes por cada VHH (designadas con la letra a, b o c) se purificó el ADN 

plasmídico con el propósito de asegurar que el material secuenciado corresponda a una única copia. Además, se 

repitió el experimento de mapeo antigénico por ELISA y se seleccionaron aquellos clones que presentaron baja 

reactividad cruzada entre dominios para purificar el ADN y secuenciar. En este caso se encontró un número menor 

de clones con reactividad cruzada entre dominios sugiriendo que esto podría ser consecuencia de la presencia de 

más de un VHH en la selección inicial. 

Si bien la eficiencia de producción de plásmidos a partir de la cepa BL21 (DE3) es baja en comparación con cepas de 

E. coli modificadas para este fin, y el plásmido pET28a del cual deriva el plásmido pINQ-BtH6 se produce en un bajo 

número de copias, fue posible purificar y secuenciar de manera correcta algunos de los clones escogidos. El 

secuenciado se llevó a cabo utilizando los primers universales T7 forward y T7 Terminal reverso, y solo se 

consideraron aquellos clones para los que se obtuvo la secuencia completa del gen VHH en ambos sentidos. 

Se obtuvieron secuencias completas para seis VHHs específicos contra ambos dominios incluidos en las categorías 

de afinidad relativa alta y media. En el caso de los clones con capacidad de reconocer ambos dominios, solo se 

obtuvieron secuencias de dos clones categorizados con afinidades media y baja (Tabla 8). 

De los 8 clones para los que se obtuvo la secuencia completa en ambos sentidos, dos fueron originalmente 

amplificados con el primer VH1 (19a y 51a), tres con el primer VH3 (8c, 42c y 41b) y tres con el primer VH4 (17b, 

23b y 31b), denotando una distribución acorde al diseño experimental. El alineamiento de las secuencias 



 
aminoacídicas fue realizado utilizando CLUSTAL/OMEGA y su presentación en forma gráfica posteriormente 

modificada de acuerdo con el sistema de numeración global IMGT. Esto permitió evidenciar la presencia de ciertos 

elementos característicos de la estructura primaria de los VHHs (Figura 34) y así comparar las secuencias de los 

clones seleccionados.  

Tabla 8. Clones para los que se obtuvo la secuencia completa de genes VHH. 

CLONES SECUENCIADOS 
MAPEO ANTIGÉNICO/AFINIDAD 

CTD NTD MIXTO 
VHH8c Alta   

VHH42c Alta   
VHH31b Media   
VHH19a  Alta  
VHH17b  Media  
VHH23b  Media  
VHH41a   Media 
VHH51a  Baja  

En primer lugar, vale destacar la presencia de las secuencias intactas del péptido líder OmpA, el péptido de 

biotinilación (BAP) y el tag de purificación (H6) en la totalidad de los clones. Ciertos residuos conservados en los 

que se basa el sistema de numeración global IMGT como C23, L89 y C104 están presentes en las 8 secuencias aisladas, 

mientras que W118 solo está ausente en el clon 19b y W41 está presente en la mayoría (con excepción de 8c, 31b y 

42c). 

En cuanto a las regiones framework, FR4 es la más conservada, lo cual no resulta sorprendente dado que buena 

parte de esta es codificada por el único reverse primer JH utilizado durante la amplificación de genes VHH para la 

preparación de la biblioteca. En el mismo sentido, la región FR1 posee cierta variabilidad al inicio de su secuencia 

heredada de los tres forward primer VH1, VH3 y VH4 utilizados. Las regiones FR2 y FR3 poseen cierto grado de 

variabilidad propio de la secuencia de los VHH seleccionados y se destaca la presencia de sustituciones 

características de las regiones variables de anticuerpos de cadena pesada en la región FR3 de algunos clones: 

residuos F42 o Y42 y R50 en todos los clones excepto el 19b, E49 en los clones 41a y 42c y residuos G52 y L52 en los 

clones 19b y 51a. 

Se realizó también un alineamiento de secuencias según el IMGT [402, 403]  permitiendo analizar los posibles 

orígenes de cada clon. La región N-terminal de los dominios variables de llama pueden ser originados a partir de 

ocho genes diferentes que integran el subgrupo IGHV3 (conformado por IGHV3S1-IGHV3S8 donde S7 y S8 

corresponden a pseudogenes) y que dan origen a FR1,CDR1, FR2, CDR2, FR3 y parte inicial del CDR3). Por su parte 

el extremo final del CDR3 y FR4 es codificado por uno de seis genes diferentes del subgrupo IGHJ (IGHJ1 a IGHJ6 

donde IGHJ1 es un pseudogen). 

De acuerdo al alineamiento IMGT, el gen IGHV3S3 se presenta como el candidato más probable de codificar la 

región N-terminal de la mayoría de los clones, con porcentajes de identidad de 71.1% (VHH31b), 71.9% (VHH17b), 

73% (VHH23b), 73.2% (VHH42c) y 76.3% (VHH8c), mientras que otros clones mostraron mayor identidad con los 

genes IGHV3S1 (68.8% en el VHH51a), IGHV3S2 (76.5% en el VHH41a) e IGHV3S6 (79.4% en el del VHH19a).  

Por su parte el extremo C-terminal parece originado exclusivamente por el gen IGHJ4 con porcentajes de identidad 

entre 83.3-100%, sin embargo esto es el resultado del uso de un único primer JH reverso que presenta homología 

de secuencia con este gen. No podemos descartar que durante la amplificación de los genes VHH, este primer haya 

sido capaz de amplificar secuencias derivadas de otros genes del grupo IGHJ teniendo en cuenta que comparte un 

alto grado de similitud con los demás genes de este grupo; en tal caso el residuo Gln123 habría sido impuesto por el 

primer JH durante la amplificación y en su lugar habría un residuo Leucina. 



 
Los CDR1 y CDR2 poseen longitudes normales (entre 7-8 residuos) mientras que los CDR3 poseen de 10-14 residuos, 

siendo los clones 8c, 42c y 31b los que poseen los CDR3 más largos. Los CDR3 de todos los clones secuenciados son 

más cortos que la media de los hcAbs (estimada en 15 residuos [431]) y no poseen cisteínas no canónicas. La 

presencia de estas es una característica mucho menos frecuente en VHHs de llama respecto a otros camélidos 

donde es habitual la presencia de CDR3 largos estabilizados por puentes disulfuro inter-loops [313, 317, 320]. 

Cuando se analizó la identidad de secuencia de los VHH considerando la secuencia total o únicamente los CDRs, se 

obtuvieron resultados similares, lo cual es esperable teniendo en cuenta que estas regiones son las principales 

determinantes de variabilidad. 

Encontramos mayor homología entre aquellos clones que reconocen exclusivamente un dominio respecto del 

resto, tal como se muestra en las representaciones filogenéticas de la Figura 34.B. Por ejemplo, los clones que 

reconocen exclusivamente el CTD se agrupan juntos, denotando mayor homología entre los clones VHH42c y 

VHH31b respecto del VHH8c. Por su parte entre los clones que reconocen exclusivamente el dominio NTD, vemos 

que el VHH17b y VHH23b se diferencian únicamente por dos residuos en la región FR3, por lo que son considerados 

redundantes. El VHH19a se agrupa junto a estos, pero presentando una identidad de secuencia más baja (podría 

tratarse de un VH en lugar de un VHH, teniendo en cuenta que algunas de las sustituciones en la FR2 típicas de VHH 

no se encuentran en esta construcción) y el 51a se presenta más apartado de estos. En cuanto al clon que reconoce 

ambos dominios, se ubica separado del resto, aunque más relacionado con el grupo que reconoce el CTD. Incluso 

con algunos clones se evidencia una aparente correlación entre las afinidades relativas estimadas por ELISA y la 

identidad de secuencia, no obstante, la forma en que fueron obtenidos los datos de afinidad relativa y el bajo 

número de secuencias analizadas, no permiten confirmar de manera inequívoca esta relación.  

La relación entre el árbol filogenético creado y los datos de afinidad relativa y de mapeo antigénico, podría 

representar un primer paso hacia la identificación de nanoanticuerpos anti CABLV funcionalmente interesantes, 

mediante aplicación de técnicas de secuenciado masivo como método alternativo [432]. 

 

 
 
 
 



 
Figura 34: Análisis de secuencias 
aminoacídicas de los clones aislados.  
A) Alineamiento modificado de 
acuerdo al sistema de numeración 
IMGT con los residuos utilizados 
como referencia (C23, W41, L89, 
C104 y W118) representados en rojo. 
En la parte superior se detalla con 
bloques de colores los dominios de 
las construcciones más relevantes 
(secuencia líder OmpA, péptido de 
biotinilación BAP, His tag, y las 
regiones framework y CDRs de los 
VHH) B) Representación redundante 
en forma de cladograma y árbol 
filogenético con disposición radial, 
realizado a partir de las secuencias 
completas de VHHs. Se destaca la 
separación en clusters de los 
nanoanticuerpos que reconocen 
dominios diferentes. Para la 
representación de los árboles se 
utilizó el sitio web 
https://www.phylogeny.fr/  [433]. 
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En función de los criterios expuestos en la sección anterior, se seleccionaron los clones 8c y 19a para caracterizar 

su interacción con CABLV. Esta decisión se tomó teniendo en cuenta que: ambos se expresan bien y se purifican 

dando una banda única por SDS PAGE, poseen secuencias bien diferenciadas manteniendo todas las características 

propias de nanoanticuerpos y reconocen dominios diferentes de CABLV en forma específica, sin presentar 

reactividad cruzada y con afinidades relativas aparentemente más altas que el resto. El hecho de enfocarnos en 

estos clones no impide que en un futuro sea posible seleccionar clones diferentes a partir de la biblioteca anti CABLV. 

En tal sentido cabe aclarar que, a partir de las colonias únicas obtenidas, se volvieron a expresar los VHH biotinilados 

a baja escala y se repitió el ELISA contra los dominios NTDH6 y *CTD, constatándose la ausencia de reactividad 

cruzada entre dominios.  

En esta sección buscamos optimizar la expresión y purificación de ambos clones con el objetivo de llevar a cabo una 

caracterización inicial de los mismos. Para ello, se transformaron bacterias BL21 (DE3) con las miniprep de los VHH8c 

y VHH19a clonados en el vector pINQ-BtH6, y se llevó a cabo la expresión, biotinilación in vivo a mediana escala y 

purificación de estos. El objetivo de esta sección fue poner a punto la purificación de los nanoanticuerpos y sus 

antígenos de BLV en forma soluble, pura y en condiciones similares para evaluar la interacción, reduciendo posibles 

artefactos por causa de diferencias en la composición de los buffer. Como se discutirá a continuación, los intentos 

por producir los nanoanticuerpos en el mismo buffer utilizado previamente para purificar CABLV fueron infructuosos 

y por tal motivo fue necesario poner a punto su purificación en PBS. 

 

Si bien la expresión de ambos VHH a partir del fagémido había sido confirmada previamente durante la selección 

de clones e incluso los mismos fueron biotinilados in vivo y extraídos con éxito mediante lisis y purificación a baja 

escala, fue necesario optimizar la expresión y purificación de VHHs a partir de periplasma de E. coli para proceder 

a su caracterización. La expresión de nanoanticuerpos en periplasma de E. coli (menos reductor que el citoplasma), 

asegura la correcta formación de puentes disulfuro, esenciales para garantizar su correcto plegamiento, estabilidad 

y funcionalidad. Si bien existen reportes de expresión exitosa de nanoanticuerpos en el citoplasma de ciertas cepas 

bacterianas  modificadas como E. coli SHuffle T7 Express (capaz de expresar la enzima disulfuro isomerasa DsbC en 

el citoplasma en forma constitutiva) [434], en este trabajo optamos por dirigir la expresión al espacio periplásmico 

de las bacterias y purificarlos a partir del mismo mediante shock osmótico, aun sabiendo que los rendimientos 

suelen ser inferiores a los obtenidos con proteínas expresadas y purificadas a partir de la fracción citoplasmática.  

En esta primera instancia se llevó a cabo una expresión a mediana escala del VHH8c biotinilado (250mL de cultivo). 

Las fracciones de los extractos resuspendidos en buffer de sacarosa y de shock osmótico fueron sometidas a 

purificación por IMAC no detectándose proteínas en la primera y un pico de A280 eluido con imidazol en la segunda. 

Cuando dichas fracciones fueron analizados por SEC analítica inyectando 20 µL de cada fracción en una columna 

Zorbax GF-250 equilibrada en PBS a 2mL/min como forma de evaluar los resultados en forma rápida (Figura 35.A), 

solo se obtuvo un pico con un volumen de exclusión esperado (11.6 mL) en la fracción de shock osmótico purificada 

por IMAC. Dicho resultado fue posteriormente confirmado por SDS-PAGE teñido con Coomassie (Figura 35.B) y la 

identidad del VHH8c confirmada por espectrometría de masas (MS), demostrando la presencia del VHH8c en el 

espacio periplásmico y la aplicabilidad de este protocolo de purificación a mediana escala para obtener 

nanoanticuerpos puros. 



 
También se analizaron por SDS-PAGE las fracciones de cultivo bacteriano a diferentes etapas de inducción (pre-

inducción y luego de 4 horas de inducción) no detectándose diferencias notorias en las proteínas con tamaño 

cercano a 15KDa, lo cual sugiere de antemano que los niveles de expresión no son suficientemente altos para ser 

detectados por esta técnica. 

Teniendo en cuenta estos resultados se expresó el VHH8c a partir de 1 litro de cultivo, y se purificó por IMAC seguida 

de SEC preparativa en buffer 20mM HEPES pH 7.4, 50mM NaCl obteniéndose una proteína que eluye de la IMAC 

gradiente de imidazol y de la SEC con un pico simétrico en un volumen de exclusión acorde al tamaño de los VHHs 

(Figura 35.C-D).  

La purificación inicial de nanoanticuerpos en buffer 20mM HEPES pH 7.5, 50mM NaCl  (utilizado previamente en 

nuestro laboratorio para purificar y caracterizar CABLV [88, 89]) se llevó a cabo pensando en los estudios posteriores 

de interacción en solución. 

A bajas concentraciones, se vio que la solución de VHH8c en buffer 20mM HEPES pH 7.4, 50mM NaCl a 4°C es 

perfectamente soluble y su estado de oligomerización aparentemente monomérico, no obstante, la solución 

mostró claros signos de turbidez cuando fue concentrado 30 veces por ultrafiltración. Diferentes tratamientos 

como aumento de la concentración de NaCl, diálisis en diferentes buffers/pH o incubación a diferentes 

temperaturas no lograron revertir este estado, evidenciando un proceso de agregación irreversible en estas 

condiciones. La muestra agregada fue sometida a centrifugación a 16.000 g durante 20 minutos seguido de 

filtración por 0.22µm y el material soluble remanente fue cuantificado y analizado por DLS. El material recuperado 

representó un porcentaje muy bajo de la cantidad obtenida por SEC inicialmente (<10%) y los resultados de DLS 

mostraron una distribución de tamaños polidispersa, caracterizada por 2 poblaciones con diámetros de 

aproximadamente 2.4 nm y 8.1 nm (Figura 35.E). Si bien la población con diámetro de 2.4nm podría corresponder 

al VHH monomérico, la misma es extremadamente polidispersa y representa un porcentaje muy bajo de la muestra 

total. Los eventos de agregación irreversible dependientes de la concentración son una característica propia de 

nanoanticuerpos fundamentalmente con características como los nuestros: carentes de puentes disulfuro no 

canónicos que estabilicen los loops y con ausencia de CDR3 largos que protegen la cara del dominio equivalente a 

la interfaz VH-VL de anticuerpos clásicos [435].  

Por tal motivo se hicieron nuevas producciones de VHH a mediana escala siguiendo la misma estrategia, pero 

sustituyendo el buffer de la SEC preparativa por PBS, el cual fue elegido teniendo en cuenta la experiencia previa 

del grupo de investigación de la Cátedra de Inmunología del Instituto de Higiene (Facultad de Química,  Universidad 

de la República) y considerando que su uso está ampliamente distribuido de acuerdo con la literatura. Además los 

iones fosfato son promotores del autoensamblado de CABLV en forma dependiente de la temperatura [88, 89], tal 

como se muestra en la Figura 6.F lo que nos permitió más adelante evaluar la capacidad de inhibir el ensamblado 

de CABLV sin necesidad de sustituir el buffer. 

En estas condiciones fue posible concentrar la muestra 32 veces por ultrafiltración (a concentraciones por encima 

de 5mg/mL) y demostrar por SEC analítica en PBS, que no se evidencian cambios en el volumen de exclusión (Figura 

35.F). Por otra parte no se detectó aumento de la turbidez y por DLS se observó que la muestra es monodispersa y 

con una distribución de tamaños acorde a su peso molecular (no mostrado para evitar redundancias ya que los 

mismos se presentan en la Figura 40.A con la muestra producida a mayor escala). 

A la luz de estos resultados se llevaron a cabo nuevas producciones de los VHH8c y VHH19a aplicando esta 

estrategia y se obtuvieron ambos VHH en forma soluble a concentraciones superiores a 15mg/mL (>1mM) con 

rendimientos entre 3-5 mg L-1. 



 

Figura 35: Purificación de VHHs expresados a mediana escala. A) SEC analítica utilizando una columna Zorbax GF-250 a flujo 
1mL/min donde se compara el perfil de exclusión molecular del buffer de elución de IMAC y las fracciones de sacarosa y shock 
osmótico purificadas por IMAC. En esta última se detecta un pico correspondiente al VHH8c. B) SDS-PAGE con las fracciones 
obtenidas durante la expresión y purificación del VHH8c. Las fracciones no inducidas e inducidas solubles se cargan en los 
primeros carriles evidenciando expresión débil en forma soluble. Los carriles 1 y 4 contienen los sobrenadantes de sacarosa y 
shock osmótico previo a la purificación por IMAC. Por su parte los carriles 2 y 3 presentan dos fracciones colectadas a partir de 
la IMAC realizada con el sobrenadante de sacarosa mientras que en el carril 5 se analizó la fracción obtenida de la purificación 
por IMAC a partir del sobrenadante de shock osmótico, denotando la presencia de una proteína de peso molecular acorde con 
un nanoanticuerpo. C) Purificación por IMAC del VHH8c expresado a mediana escala, mediante un gradiente de imidazol desde 
20mM hasta 500mM en 20 mL. D) SEC preparativa en 20mM HEPES pH 7.4, 50mM NaCl utilizando una columna Superdex 75 
16-60. El VHH8c purificado por IMAC es inyectado y obtenido como un pico simétrico a un volumen de exclusión de 78mL. E) 
Análisis por DLS de la fracción soluble del VHH8c purificado por SEC y concentrado 15 veces por ultrafiltración evidenciando 
agregación irreversible. Se observan dos poblaciones de diámetro 2.4 y 8.1nm (la función de autocorrelación obtenida se 
presenta en el inset). F) SEC analítica utilizando una columna Zorbax GF-250 a flujo 1mL/min. El perfil de exclusión molecular 
del sobrenadante de shock purificado por IMAC tal como se muestra en el panel C es inyectado directamente en la columna 
(rojo) y se compara con el resultante de purificar por dicho eluato por SEC en buffer PBS y concentrarlo por ultrafiltración 
(tonos de azul). El perfil de exclusión molecular no cambia cuando la concentración de proteína es incrementada hasta 32 veces 
por ultrafiltración. 
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Con el propósito de confirmar los resultados del mapeo epitópico obtenidos previamente por ELISA (con las 

proteínas producidas a baja escala), se evaluó la capacidad de reconocimiento de CABLV y sus dominios por Western 

blot una vez que los nanoanticuerpos fueron expresados a mediana escala en periplasma de E. coli y purificados en 

PBS. Como se muestra en la Figura 36.A, ambos VHH purificados en PBS reconocen CABLV por Western blot. Por su 

parte los clones VHH8c y VHH19a se unen a los dominios CTD y NTD respectivamente y no existe reacción cruzada 

con el otro dominio. Estos resultados demuestran que ambos clones mantienen sus propiedades de interacción con 

CABLV cuando son producidos a mayor escala reconociendo en forma específica epítopos lineales de ambos 

dominios. 

Del mismo modo se analizó por SPR la capacidad de reconocimiento de epítopos conformacionales de CABLV 

expresada en forma nativa (CAn) y de ambos dominios. Para ello se inmovilizaron las proteínas de BLV en superficies 

diferentes de un chip CM5 de BIACORE (GE Healthcare) y se inyectaron los VHH8c y VHH19a purificados a mediana 

escala en PBS (Figura 36.B). Los resultados de SPR demuestran que la proteína de la cápside de BLV en su forma 

nativa (CAn) es igualmente reconocida por ambos VHHs y concuerdan con los datos obtenidos por Western blot, 

sugiriendo que ambos clones son capaces de reconocer los respectivos dominios de CABLV en solución, de forma 

específica y diferencial. La señal quimio luminiscente obtenida por Western blot parece más intensa en el caso del 

VHH19a y los sensorgramas obtenidos por SPR muestran una disociación del VHH19a algo más lenta que el VHH8c. 

Estos resultados podrían sugerir una mayor afinidad del VHH19a por CABLV o al menos una interacción caracterizada 

por una constante cinética de disociación (koff) más lenta; sin embargo, estos estudios tuvieron como único 

cometido realizar un primer acercamiento cualitativo, para caracterizar la interacción de los VHHs y CABLV 

expresados en periplasma de E. coli y purificados a mayor escala. 

Por último, se analizó la formación de complejos con el VHH8c y la proteína CAn por SEC analítica intentando definir 

una estrategia para purificar complejos estables que permitan llevar a cabo estudios estructurales. Para ello se 

comparó el perfil de elución de CAn inyectada en forma aislada, con el perfil de elución de mezclas CAn:VHH8c con 

relaciones molares 1:1 y 1:2, luego de ser incubadas durante 30 minutos. Tal como se muestra en la Figura 36.C, 

cuando se co-inyectan ambas proteínas se observa una caída en la cantidad de CAn libre, directamente proporcional 

a la cantidad de VHH presente y se evidencia un hombro de mayor tamaño que podría corresponder a complejos 

CA-VHH8c. Dichos complejos representan un porcentaje minoritario de la mezcla y el área bajo la curva no cambia 

cuando se aumenta la concentración de VHH, sugiriendo que poseen una corta vida media en las condiciones 

evaluadas. 

Se intentó sin éxito utilizar la técnica de SPR para cuantificar la interacción de los VHHs 8c y 19a con los dominios 

de CA (no mostrado). Para ello se inmovilizaron ambos dominios de CABLV en diferentes superficies y se inyectaron 

los VHH purificados a diferentes concentraciones. Tal como esperábamos, se detectó interacción específica con una 

señal proporcional a la concentración de VHH inyectada; sin embargo los datos obtenidos no pudieron ser ajustados 

a un modelo cinético de Langmuir [436] el cual describe una interacción 1:1 donde una molécula de VHH (analito) 

interactúa con una única molécula de dominio de CABLV inmovilizado (ligando), dando lugar a la formación uniones 

equivalentes entre sí e independientes para todos los sitios generando complejos con una cinética de pseudo-

primer orden. Teniendo en cuenta que las proteínas de las cápsides retrovirales forman ensambles 

supramoleculares, existe la posibilidad de que los VHHs sean capaces de unir más de un epítopo dentro de los 

propios dominios de CABLV (por ejemplo, reconociendo la interfaz de dos dominios NTD o CTD que se dispongan 

cercanos en la lattice hexagonal de la cápside). Si bien esta hipótesis explicaría un modelo de interacción no 1:1, 

parece poco probable que se hayan seleccionado clones con capacidad de reconocer dominios adyacentes, 



 
teniendo en cuenta el método de selección por panning, donde CABLV fue inmovilizada en placas de ELISA a bajas 

concentraciones. Ante este hecho, parece más probable que la incompatibilidad del ajuste de los datos obtenidos 

por SPR con un modelo de interacción 1:1, sea la consecuencia de artefactos experimentales (bastante habituales 

en esta técnica) como heterogeneidad de alguno de los componentes (diferentes estados conformacionales o 

variabilidad del sitio de unión de la molécula inmovilizada teniendo en cuenta que la orientación de las mismas es 

aleatoria y no dirigida), efecto de avidez causado por re-asociaciones un VHH con más de una molécula de CABLV 

(“analyte re-binding”), presencia de contaminantes, interacción a través de cambios conformacionales, limitación 

por transporte de masa a raíz de la difusión diferencial del analito en la red de carboximetil dextrano en la superficie 

del chip, e interacción no específica con la superficie del mismo. En particular esta última suele ser una causa de no 

ajuste al modelo de Langmuir bastante común en SPR y difícil de atacar ya que sus orígenes son inherentes a cada 

molécula y las soluciones muy diversas. 

Si bien ambos dominios se purificaron en forma soluble a altas concentraciones y fueron obtenidos con un grado 

de pureza aceptable para llevar a cabo su caracterización primaria, los rendimientos finales alcanzados hacen que 

se requiera grandes volúmenes de cultivo a la hora de llevar a cabo una caracterización biofísica más exhaustiva, 

así como estudios estructurales o de interacción molecular con CABLV. 

Figura 36: Análisis cualitativo de interacción 
entre VHHs y CABLV. A) Mapeo epitópico 
lineal mediante Western blot para analizar la 
interacción entre los VHH8c y VHH19a con 
CAn y sus respectivos dominios. Los VHH 
fueron expresados mediante biotinilación in 
vivo y revelados con Estreptavidina-HRP, 
mientras que el control positivo (C+) 
consistente en un anticuerpo monoclonal 
contra CABLV fue revelado con un anticuerpo 
contra Inmunoglobulinas murinas conjugado 
a HRP. B) Mapeo epitópico conformacional 
llevado a cabo mediante SPR. Los antígenos 
CAn, NTDH6 y *CTD fueron inmovilizados en 
diferentes superficies de un chip y los VHH8c 
y VHH19a inyectados durante 5 minutos con 
un período de disociación de 20 minutos. C) 
SEC analítica para analizar en forma 
cualitativa la formación de complejos 
VHH8c/CA. El perfil de elución de CA 
inyectada a una concentración de 35 µM se 
compara con el de coinyecciones de mezclas 
de CA y VHH8c a relaciones molares 1:1 y 1:2. 
La presunta formación de complejos se 
evidencia por la presencia de hombros de 
tamaño superior al de CA cuando esta se 
coinyecta con VHHs. 

 

 

El abordaje experimental llevado a cabo en la sección anterior permitió poner a punto la expresión de los VHHs en 

periplasma de E. coli y su purificación en PBS alcanzando rendimientos aceptables. Sin embargo, estos no fueron 

suficientes para llevar a cabo otras técnicas que requieren cantidades mayores de proteína como ensayos de 

cristalización o de inhibición del autoensamblado de CABLV in vitro. Por otra parte, la imposibilidad de cuantificar la 

interacción por SPR nos puso en un escenario en que la cuantificación de la interacción entre los VHH y los dominios 
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de CABLV debió llevarse a cabo utilizando otras técnicas biofísicas como microcalorimetría de titulación isotérmica 

(ITC). Los requerimientos de muestra de esta técnica son elevados si consideramos que la afinidad es baja (tal como 

lo sugieren los resultados de formación de complejos estables por SEC ). Por tal motivo fue necesario poner a punto 

un protocolo de expresión y purificación de nanoanticuerpos a mayor escala. 

 

Si bien el término “gran escala” puede resultar rimbombante e incluso inapropiado, el mismo debe ser concebido 

en una escala de laboratorio y proviene de la denominación utilizada por Baral y Arbabi-Ghahroudi [401] cuyo 

protocolo de expresión y purificación de VHHs en sistemas bacterianos fue adoptado por nosotros para obtener 

cantidades razonables de nanoanticuerpos, tal como se describe en las secciones 7.2.2.4 y 7.3.3. 

Ambos clones fueron expresados en medio mínimo M9 y las diferentes fracciones de la extracción periplásmica 

analizadas por SDS-PAGE, detectándose la presencia de VHHs en las fracciones correspondientes a los 

sobrenadantes de cultivo inducidos y de “shock” osmótico (Figura 37), tal como lo confirmaron resultados de 

identificación por MS. En ambos casos los respectivos VHHs se obtuvieron en la fracción correspondiente al 

sobrenadante de shock osmótico, en presencia de proteínas bacterianas de diferentes tamaños. Dichas fracciones 

fueron sometidas a purificación por IMAC seguida de SEC preparativa en PBS. 

Figura 37: Expresión a gran escala y extracción periplásmica de VHHs. Análisis por SDS-PAGE de las fracciones de la extracción 
periplásmica de los VHH8c (A) y VHH19a (B). Las fracciones corresponden a los sobrenadantes de cultivo inducidos (carril 1), 
sobrenadantes de lavado (carril 2), sobrenadantes de sacarosa (carril 3) y sobrenadantes de shock osmótico (carril 4). La banda 
de 14 kDa correspondiente a los nanoanticuerpos (marcada con una flecha junto al marcador de peso molecular, M) se 
evidencia en los sobrenadantes de cultivo y de shock osmótico. 

En primer lugar, los VHH8c y VHH19a se purificaron con péptido de biotinilación (BAP) y His-tag, mediante IMAC y 

aplicación de un gradiente de imidazol de 15mL (Figura 38.A-B). A su vez el eluato de cada IMAC se purificó por SEC 

preparativa en PBS, obteniéndose picos de A280 simétricos y con volúmenes de exclusión de 78.0 mL y 81.1 mL, 

correspondientes a los respectivos VHH8c(BAPH6) y  VHH19a(BAPH6), tal como se muestra en la Figura 38.C. 
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Figura 38. Purificación a gran escala de los VHH8c y BHH19a conteniendo sitio de biotinilación y His-tag. A) Elución con 
gradiente de imidazol a partir de IMAC del VHH8c y B) VHH19a, conteniendo en ambos casos las secuencias BAP y H6 en el 
extremo c-terminal. C) Purificación de las proteínas eluidas en A y B por SEC preparativa (Superdex 75 16-60). Las proteínas 
VHH8c(BAPH6) y VHH19a(BAPH6) eluyen a volúmenes de exclusión de 78.0mL y 81.1mL. Tres lotes idénticos de VHH8c(BAPH6) 
fueron almacenados en PBS durante 3.5 meses a diferentes temperaturas (4, -20 y -80 °C) y analizados por SDS-PAGE (D) y SEC 
analítica (E), mostrando una degradación de la muestra a 4°C. F) Análisis por  MALDI TOF de las bandas obtenidas por SDS-
PAGE a partir de las muestras almacenadas 4°C (rojo) y -20°C (azul), evidenciando la remoción proteolítica del extremo C-
terminal en la muestra mantenida a 4°C. El extremo N-terminal se mantiene intacto en ambos casos. Se presenta la secuencia 
del VHH con los péptidos identificados por MALDI TOF en negrita y subrayado para cada caso. 

El VHH8c(BAPH6) purificado en PBS se llevó a una concentración final de 5 mg/mL y se fraccionó en tres alícuotas 

idénticas que fueron almacenadas a tres temperaturas diferentes (4, -20 y -80 °C) durante 3 meses para evaluar su 

estabilidad a mediano plazo. Luego de este período se analizó el tamaño molecular de las tres muestras por SDS-

PAGE en buffer tris-tricina (Figura 38.D) y por SEC analítica (Figura 38.E). Con ambas técnicas se evidenció una 

disminución de tamaño en el caso de la muestra mantenida a 4°C demostrando que la muestra era degradada 

cuando se mantenía a 4°C. Un análisis comparativo por MALDI TOF a partir de las bandas obtenidas por SDS-PAGE 

con las muestras mantenidas a 4°C y -20°C permitió identificar diversos péptidos correspondientes al extremo N-

terminal del nanoanticuerpo demostrando que en ambos casos dicho extremo se mantiene inalterado. Por su parte 

el péptido correspondiente al extremo C-terminal (His-tag) solo se detecta en la muestra mantenida a -20°C (Figura 

38.F), sugiriendo que este extremo es degradado a 4°C. Si bien la mayoría de los experimentos analíticos se 

realizaron con las muestras frescas, técnicas como la cristalogénesis de proteínas realizadas a temperatura 

ambiente durante un período extenso de tiempo, son particularmente sensibles a la heterogeneidad de las 

muestras. 

En esta etapa del trabajo, la biotinilación in vivo (útil durante la etapa de selección de VHHs) no se llevó a cabo y 

fue innecesaria para los experimentos subsiguientes. Teniendo en cuenta los resultados de estabilidad a diferentes 

temperaturas y atendiendo a la necesidad de eliminar partes móviles y poco estructuradas (para la etapa de 

cristalización), se procedió a eliminar el sitio de biotinilación y el His-tag, teniendo en cuenta que este fragmento 

(de unos 30 residuos) representa alrededor del 20% de la secuencia aminoacídica de los VHHs. 
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En este sentido, se llevaron a cabo construcciones alternativas de ambos VHHs (sin BAP y con un His-tag removible 

por trombina en el extremo N-terminal, tal como se describe en la sección 7.1.2.3). Las nuevas construcciones 

fueron confirmadas por secuenciación nucleotídica, expresadas a gran escala y purificadas por IMAC aplicando 

ciertas variaciones en la estrategia de elución y finalmente por SEC preparativa en PBS. 

En este caso, los H6VHHs unidos a la IMAC no fueron eluidos con imidazol; en su lugar fueron digeridos con trombina 

en la propia columna y eluidos con 1mL de buffer de unión a IMAC (tal como se hizo con *CA y *CTD) después de 

un periodo de 24 horas. Para evaluar si la remoción del His-tag fue efectiva, dicho eluato fue inyectado en una 

segunda columna de IMAC (conectada en serie a una columna de Benzamidina) con el objetivo de remover el 

remanente de proteína sin proteolizar y la trombina. En la Figura 39.A y B se muestra la inyección de los *VHHs 

(digeridos en columna con trombina) en una segunda IMAC/Benzamidina. El pico inicial de A280 detectado en ambos 

cromatogramas casi inmediatamente después de su inyección, corresponde al material no unido conteniendo los 

*VHHs clivados, mientras que la aplicación de un posterior gradiente de imidazol no evidenció presencia de 

proteínas, demostrando que la estrategia de remoción del His-tag fue exitosa en ambos casos. Por su parte la 

aplicación de un gradiente de imidazol en la primera IMAC (no mostrado) evidenció muy poco material eluido, 

manifestando además que el corte en columna fue sumamente eficiente. La fracción no unida en esta segunda 

IMAC fue colectada (para ambos VHHs) y posteriormente purificada por SEC, tal como se presenta en la Figura 39.C. 

En este caso se muestra el perfil de exclusión molecular a partir de una columna Superdex 75 16-60 para ambos 

*VHH mostrando máximos de A280 a los 85.2 mL en el caso de *VHH8c y 89.5 mL para el *VHH19a. Los volúmenes 

de exclusión obtenidos en este caso son menores que los obtenidos para los nanoanticuerpos purificados con sitio 

de biotinilación y His-tag (78.0 mL y 81.1 mL), en concordancia con una reducción del tamaño molecular. 

La Figura 39.D presenta un análisis por SDS-PAGE teñido con Coomassie y sometido a western blot revelado con 

estreptavidina-HRP, con el VHH8c(BAPH6) biotinilado “in vivo” y el *VHH8c purificado de acuerdo a la Figura 39.C. 

El análisis muestra claramente las diferencias de tamaño como producto de la remoción proteolítica del fragmento 

BAPH6 y la detección diferencial con estreptavidina del VHH biotinilado. Además, este experimento permitió 

demostrar que con la construcción carente de BAP y His-tag es posible obtener una banda única mientras que en 

el caso de la construcción biotinilada in vivo, se obtienen al menos dos bandas de diferente tamaño y ambas son 

biotiniladas, sugiriendo que el péptido BAP conserva la Lys biotinilada. 

La optimización de la producción de nanoanticuerpos a gran escala fue un elemento central de esta tesis, ya que 

de ella depende el éxito de la caracterización de los clones y su interacción con CABLV. La estrategia de expresión y 

purificación de nanoanticuerpos a gran escala permitió obtener los clones *VHH8c y *VHH19a, con un alto grado 

de pureza (>98% por densitometría) y homogeneidad tal como lo muestran los resultados de SDS-PAGE (Figura 

39.E) y con rendimientos entre 15-30 mg L-1 en una escala de laboratorio. Este aumento de 3-6 veces en el 

rendimiento de producción, permitió producir cantidades suficientes para llevar a cabo experimentos de 

caracterización biofísica y estructural, así como los estudios de interacción con CABLV in vitro. 



 

Figura 39: Purificación de VHHs sin BAP ni His-tag a gran escala: Los sobrenadantes de shock osmótico de los VHH8c y VHH19a 
fueron purificados por IMAC y cortados en columna. Después de remover proteolíticamente el His-tag, y las muestras 
obtenidas fueron inyectadas en una segunda IMAC tal como se muestra en A) para el *VHH8c y B) para el *VHH19a . En ambos 
casos se presentan los resultados de la segunda IMAC donde los VHHs eluidos a partir de la primera IMAC, no interactúan con 
la columna y son colectadas en la fracción no unida (pico de A280 inicial), mientras que durante la elución con gradiente de 
imidazol no se recupera material proteico indicando que la proteólisis fue efectiva. C) Purificación por SEC de los clones *VHH8c 
y *VHH19a clivados en columna y purificados a gran escala a partir de A y B, respectivamente. En ambos casos se utilizó una 
columna Superdex 75 16-60 y las proteínas eluyen con volúmenes de exclusión 85.2 mL y 89.5 mL. D) Análisis por SDS-PAGE 
teñido con Coomassie y western blot revelado con estreptavidina-HRP del VHH8c(BAPH6) biotinilado in vivo y *VHH8c 
purificado por SEC de acuerdo a C. Solo se detecta interacción con estreptavidina en el caso del VHH biotinilado in vivo. E) 
Análisis por SDS-PAGE teñido con Coomassie de los *VHH8c y *VHH19a purificados a gran escala a partir de 1 L de cultivo 
bacteriano. En ambos casos se detecta buena cantidad de proteína con una correcta relación de tamaños y una pureza superior 
al 98%. 

 

 

Antes de estudiar la interacción de los VHHs purificados con el/los antígeno/s, se procedió a caracterizar su 

comportamiento en solución. Si bien durante la optimización de las condiciones de purificación se llevaron a cabo 

con éxito algunas pruebas de solubilidad en PBS, una vez que los clones *VHH8c y *VHH19a fueron purificados, 

concentrados y cuantificados, se realizó un análisis por dispersión dinámica de luz (DLS) obteniéndose para ambos 

clones, medidas de tamaño de partícula en solución a concentraciones de 80 y 40mg/mL, respectivamente. En el 

caso del *VHH8c se determinó la distribución de tamaños por intensidad mostrando una única población cuyo 

diámetro hidrodinámico fue de 5.62 ± 0.69 nm (Figura 40.A). Por su parte el clon *VHH19a presentó una 

distribución de tamaños por intensidad bimodal con una población mayoritaria de diámetro hidrodinámico de 6.06 

± 1.02 nm y una segunda población con diámetro hidrodinámico mayor a 1µm (Figura 40.B). Cabe aclarar que la 

técnica de DLS es extremadamente sensible a partículas de gran tamaño y que en ambos casos podemos considerar 

que el ≈100% de la solución está representado por la población mayoritaria. En ambos casos la población 

mayoritaria (con diámetro hidrodinámico entre 5.5 - 6.0 nm) presentó una distribución monodispersa. 

El otro estudio biofísico en solución llevado a cabo con los clones purificados fue el análisis de termostabilidad por 

DSC. Dado que el autoensamblado de CABLV en solución se realiza a 38°C, fue necesario confirmar que las proteínas 

purificadas se encuentran correctamente plegadas a esa temperatura. Para ello se realizó el análisis en un rango de 

temperatura entre 25 y 90°C con el objetivo de determinar la temperatura de transición o “melting” (TM) de cada 

nanoanticuerpo. El clon *VHH8c posee una TM=68.8°C (Figura 40.C) mientras que el VHH19a es menos termoestable 

con una TM=56.8°C (Figura 40.D). En ambos casos se comprobó la reversibilidad de la desnaturalización térmica 
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mediante repetición de ciclos de desnaturalización y re-plegamiento observándose valores de TM similares. Los 

datos fueron ajustados a un modelo de desnaturalización de dos estados (nativo y desnaturalizado) obteniéndose 

una mala descripción del sistema, lo cual nos lleva a pensar que el proceso ocurre a través de uno o más 

intermediarios. 

Si bien los experimentos de DSC no permitieron obtener información termodinámica de la desnaturalización 

térmica de los VHH analizados, los mismos permitieron determinar su TM y demostrar que la desnaturalización 

ocurre de manera reversible. Esta reversibilidad es probablemente favorecida por el puente disulfuro canónico que 

otorga estabilidad a los nanoanticuerpos uniendo sus dos hojas β. Los valores de TM obtenidos se encuentran dentro 

del rango esperable teniendo en cuenta la bibliografía, donde se reportan valores de TM alrededor de 60°C para 

VHH carentes de puentes disulfuro no canónicos que favorezcan su termostabilidad [435, 437-439]. Además, en 

ninguno de los casos se observan signos de desnaturalización térmica a 38°C (temperatura a la cual se obtuvieron 

los resultados de inhibición del ensamblado de CABLV, descritos en el apartado 8.6.2). 

Figura 40: Análisis biofísico de VHHs en solución. A-B) Análisis de tamaño de partícula por DLS para los clones *VHH8c y 
*VHH19a respectivamente. Las gráficas muestran la distribución del diámetro de las proteínas por intensidad, obtenida a partir 
de la deconvolución de las respectivas funciones de autocorrelación (presentadas como insets en cada gráfico). El valor de 
diámetro hidrodinámico de la población mayoritaria se presenta en cada gráfico con su valor de desviación estándar. C-D) 
Estudios de termostabilidad por DSC de los clones *VHH8c y *VHH19a respectivamente. A la izquierda se presentan los 
termogramas sin procesar de buffer (línea punteada gris) y de las proteínas respectivas (línea continua de color negro), 
mientras que a la derecha se presentan los termogramas de desnaturalización de las respectivas proteínas, luego de sustraer 
la línea de base (termograma de buffer), normalizar por la concentración de proteína y definir como línea de base las 
pendientes antes y después de la transición. En ambos casos se presenta el valor de TM de la desnaturalización térmica. 
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En esta última sección de Resultados intentamos abordar la interacción de los respectivos nanoanticuerpos con 

CABLV (o sus dominios) mediante el análisis termodinámico de la interacción, el efecto de estos sobre el 

autoensamblado de CABLV y el análisis estructural de los respectivos complejos. En tal sentido la optimización de la 

metodología de purificación de los VHHs y de las proteínas de BLV (descrito en las secciones anteriores) fue 

fundamental para llevar a cabo esta etapa donde se requieren altas cantidades de proteína a alta concentración y 

con altos índices de pureza y homogeneidad. 

 

Frente a los intentos fallidos de cuantificación de la unión de los nanoanticuerpos y CABLV, utilizando la técnica de 

resonancia plasmónica de superficie (SPR), decidimos utilizar la técnica de calorimetría de titulación isotérmica (ITC) 

con el propósito de obtener información termodinámica de la interacción.  

Los resultados del análisis preliminar de la interacción de los VHHs con CABLV o sus dominios, sugieren que la afinidad 

de los clones seleccionados no es demasiado alta y por ende se requieren cantidades relativamente altas de ambos 

interactores para obtener información utilizando esta técnica. En este sentido los rendimientos obtenidos mediante 

la expresión a gran escala y la capacidad de obtenerlos en forma soluble a concentraciones relativamente altas 

permitieron poner a punto las condiciones experimentales para llevar a cabo estos experimentos. 

Inicialmente se intentó evaluar la interacción del *VHH8c con *CAn, sin embargo, luego de cada inyección se obtuvo 

un cambio en la línea de base dificultando la integración de las inyecciones. En condiciones controladas, este tipo 

de señal puede ser utilizado para extraer información cinética en sistemas enzimáticos [440], sin embargo en 

nuestro caso donde la concentración de proteína utilizada es alta, probablemente existan subunidades de CAn 

formando autoensambles que por efecto de dilución generan este tipo de señal, cuya interpretación resulta 

compleja.  

En el caso de CABLV, la ocurrencia de contactos moleculares a causa del autoensamblado de la misma podría ser 

responsable de este artefacto. Por tal motivo, este abordaje no fue adecuado para diseñar experimentos de ITC 

que aportaran información termodinámica de la unión de los nanoanticuerpos, ni extraer datos a partir de los 

mismos. Como alternativa, teniendo en cuenta que los dominios CTD y NTD de BLV mantienen su estructura 

tridimensional en solución, se realizaron diversos experimentos con VHHs y los respectivos dominios de CABLV.  

En primer lugar, se tituló *CTD con el *VHH8c. Para ello se realizaron diversos experimentos con el fin de optimizar 

las concentraciones de proteína y finalmente se realizaron dos titulaciones independientes utilizando diferentes 

concentraciones (*CTD 1,034 mM y 1,938 mM vs *VHH8c 122 µM y 169 µM, respectivamente). Los datos obtenidos 

fueron integrados utilizando el software de integración automática NITPIC (tal como se describe en la sección 

metodológica) y se realizó un análisis global mediante ajuste a un modelo de hetero-asociación A+B↔ AB 

utilizando el software SEDPHAT (Figura 41). La constante de disociación obtenida fue Kd = 8,889 µM (ΔG = -6,891 

kcal/mol) y el perfil termodinámico evidenció una interacción gobernada por el componente entrópico (TΔS = 

25,380 kcal/mol), con un componente entálpico desfavorable (ΔH = 18,489 kcal/mol). En cuanto al ajuste al modelo 

podemos decir que es bueno, obteniéndose valores de Kd y ΔH con intervalos de confianza de 68.3 % (1 desviación 

estándar para una distribución de error Gaussiana) entre 7.461-10.52 µM y 16.859 - 20.389 kcal/mol, 

respectivamente. 

La interacción *VHH8c /*CTD con estequiometría 1:1 y caracterizada por un valor de Kd cercano a 10 µM, representa 

una afinidad relativamente baja, teniendo en cuenta las afinidades máximas de 690pM reportadas para 

nanoanticuerpos contra el CTD de CAHIV [441]. Sin embargo, cuando comparamos la afinidad del *VHH8c y las de 



 
diversos interactores de CAHIV capaces de inhibir el ciclo replicativo mediante interacción con el dominio CTD (Tabla 

1), encontramos que se encuentran aproximadamente en el mismo rango (micromolar bajo). 

Desde el punto de vista termodinámico, la interacción es endotérmica y gobernada estrictamente por el 

componente entrópico (en contraposición con la mayoría de los datos termodinámicos publicados con interactores 

de CAVIH [134, 231, 236, 239, 241, 242, 248], donde las reacciones son exotérmicas y gobernadas por el componente 

entálpico). Cuando evaluamos la bibliografía dirigida al análisis termodinámico de interacciones entre 

nanoanticuerpos y proteínas, también encontramos que el escenario habitual se compone de interacciones 

exotérmicas gobernadas por el componente entálpico. En tal sentido, el VHH8c representa un caso bastante inusual 

desde este punto de vista, precedido únicamente (hasta donde alcanza nuestro conocimiento) por el ejemplo de 

Nano-32, uno de seis nanoanticuerpos caracterizados, con capacidad de unir a un epítopo particular del dominio P 

de la cápside de Norovirus, el cual presenta una afinidad de 60 nM con una reacción gobernada exclusivamente por 

el componente entrópico [442]. Puede parecer contradictorio que la formación de complejos ordenados entre 

proteínas se vea favorecida por un aumento de la entropía, no obstante, esto puede explicarse por la presencia de 

regiones hidrofóbicas expuestas al solvente y rodeadas de capas de moléculas de agua dispuestas en orden, 

evitando así el contacto con la misma. Cuando la interacción entre proteínas ocurre a través de interacciones 

hidrofóbicas ocluyendo dichas superficies, las moléculas de solvente se liberan aumentando la entropía del sistema 

(entropía de solvatación). Otra explicación puede encontrarse en la estabilización de complejos proteicos gracias a 

la flexibilización de diversos grupos internos (entropía conformacional) que se mantienen rígidos cuando las 

moléculas no interactúan [443]. Los experimentos de ITC se realizaron a 25°C, no obstante sería interesante repetir 

los experimentos a diferentes temperaturas y al graficar ΔH en función de la temperatura para determinar el cambio 

en la capacidad calórica del sistema (ΔCp) el cual se asocia con el calor ΔS de solvatación [444].  

Teniendo en cuenta estos resultados, es altamente probable que la interacción del *VHH8c con CABLV ocurra a través 

de contactos entre residuos hidrofóbicos de los CDRs y algún parche hidrofóbico del dominio CTD de la proteína 

viral. El hecho de que se hayan seleccionado VHHs con interacciones hidrofóbicas resulta curioso e incluso 

sorprendente teniendo en cuenta que las condiciones de panning implicaron el uso de detergente. 

Figura 41: Análisis termodinámico de la interacción del VHH8c y el dominio *CTD. A la izquierda se presentan los termogramas 
luego de sustraer la línea de base (utilizando NITPIC) para dos titulaciones de *CTD (1034 µM) sobre *VHH8c (122 µM) en rojo 
y *CTD (1938 µM) sobre *VHH8c (169 µM) en azul. A la derecha (manteniendo el mismo código de colores) se presenta el 
resultado de la integración de las respectivas inyecciones y el análisis global de los datos (utilizando SEDPHAT) mediante ajuste 
a un modelo de heteroasociación A + B ↔ AB, con los respectivos valores residuales en la parte inferior y la firma 
termodinámica como inset. Los parámetros termodinámicos obtenidos se presentan en la  
Tabla 9. 



 
Por su parte se llevaron a cabo diversos intentos por evaluar la interacción del *VHH19a con el NTDH6 utilizando 

esta técnica. En primer lugar, se llevó a cabo un experimento titulando el dominio NTDH6 (102 µM) con el *VHH19a 

(1.69 mM) tal como se muestra en Figura 42.A. Estas concentraciones se eligieron asumiendo una afinidad similar 

a la del VHH8c, y en caso de que esa hipótesis fuera correcta se estaría utilizando un valor c=10; sin embargo este 

experimento no permitió evidenciar interacción entre ambas moléculas. En función de este resultado, se decidió 

aumentar las concentraciones, invirtiendo además el orden de los componentes de la titulación (en función de la 

disponibilidad de proteína). En este caso se tituló el *VHH19a (247uM) con el dominio NTDH6 (2,18mM) tal como 

se muestra en la Figura 42.B. Luego de integrar las inyecciones y ajustar los resultados a un modelo de 

heteroasociación A + B ↔ AB, se obtuvo una constante de disociación Kd = 35,26 µM (ΔG = -6,075 kcal/mol) y el 

perfil termodinámico evidenció una interacción gobernada por el componente entrópico (-TΔS = 8,010 kcal/mol) 

con un componente entálpico desfavorable (ΔH = 1,935kcal/mol) al igual que con el *VHH8c. Cabe aclarar que el 

error en la obtención de estos parámetros es alto, dado que el valor c utilizado es relativamente bajo 

(aproximadamente 7 asumiendo que el valor de Kd = 35 µM es correcto), dando como resultado una isoterma poco 

pronunciada. Por otro lado, la relación molar alcanzada no es suficiente para determinar con precisión el calor 

absorbido por efecto de dilución del *VHH19a y/o el NTDH6 (el cual resulta bastante más elevado que para el 

*VHH8c). Con el objetivo de mejorar estos resultados, se repitió el experimento aumentando 3 veces las 

concentraciones tal como se presenta en la Figura 42.C. En este caso se tituló el *VHH19a (762 µM) con el NTDH6 

(6,14 mM) y para nuestra sorpresa no se detectó una señal sigmoidal clara que permita caracterizar la interacción. 

Los resultados de ITC obtenidos con este nanoanticuerpo no son concluyentes y se requiere explorar otras 

posibilidades para cuantificar la interacción. 

A su vez se analizó por DLS el tamaño del NTDH6 en solución a muy altas concentraciones entre 6-21mM (Figura 

42.D) observándose un aumento del diámetro hidrodinámico desde 7.01 (± 0.88) nm hasta 12.79 (± 1.52) nm 

proporcional a la concentración. Si bien estos resultados no son concluyentes, el aumento de diámetro 

hidrodinámico del NTDH6 en función de la concentración sugiere que puede existir algún tipo de autoasociación 

que compita con los nanoanticuerpos. Un escenario posible, teniendo en cuenta la capacidad de CABLV para formar 

hexámeros mediante contactos entre los NTD, es que el NTDH6 forme estructuras multiméricas de tamaño discreto 

cuando aumenta su concentración. Estas interacciones entre monómeros de NTDH6 podrían afectar la interacción 

con los nanoanticuerpos, ya sea compitiendo por sus sitios de unión o generando intercambios de calor por efecto 

de dilución que interfieren con el calor de la reacción. De todos modos, determinar de forma concluyente si este 

tipo de interacciones entre NTD tiene lugar en solución representa una excelente oportunidad para identificar 

intermediarios y entender el mecanismo de ensamblado de la lattice hexagonal de BLV. Si bien no se avanzó en 

este aspecto, podría ser útil invertir el esquema del experimento titulando el NTDH6 con el VHH19a a altas 

concentraciones o diseñar experimentos de competición por SPR [445] aprovechando las construcciones de VHH 

biotiniladas y sin biotinilar. En este caso se debería inmovilizar el VHH19a biotinilado y realizar sucesivas inyecciones 

de *CA (o el NTDH6) a idénticas concentraciones en presencia de cantidades crecientes de *VHH19a (no biotinilado). 

Este tipo de experimentos podría ser útil para estudiar por SPR la interacción de CA con los nanoanticuerpos, 

atacando algunos de los potenciales problemas que impiden la obtención de un buen ajuste al modelo cinético de 

Langmuir 1:1 (discutidos previamente) y utilizando cantidades y concentraciones de proteína más accesibles donde 

la oligomerización de NTD no tenga lugar. 



 

Figura 42: Análisis por ITC de la interacción del *VHH19a con el dominio NTDH6 y análisis de tamaño de NTDH6 en solución 
por DLS. A) Termograma (panel superior) de la titulación de NTDH6 (102 µM) con *VHH19a (1,69 mM) y resultado de la 
integración de las inyecciones (panel inferior). La inyección 20 fue eliminada debido a la presencia de una inflexión en la línea 
de base que impide su correcta determinación y afecta sensiblemente la integración. B) Termograma (panel superior) de la 
titulación del *VHH19a (247 µM) con el dominio NTDH6 (2,18 mM); integración de las inyecciones y ajuste a un modelo de 
heteroasociación A + B ↔ AB (panel central), con los respectivos valores residuales (panel inferior) y la firma termodinámica 
como inset. Los datos termodinámicos obtenidos (resumidos en la Tabla 9) deben ser considerados con precaución de acuerdo 
a lo discutido en el texto. C) Termograma (panel superior) de la titulación de *VHH19a (762 µM) con el dominio NTDH6 (6,14 
mM) y resultado de la integración de las inyecciones (panel inferior). En este caso no se detecta interacción. D) Análisis de la 
distribución de tamaño de NTDH6 a altas concentraciones por DLS. Se observa un incremento en el diámetro hidrodinámico 
promedio (presentado en cada gráfico junto con su desviación estándar) proporcional a la concentración.  

 

Vale la pena recordar además, que la afinidad reportada para el VHH8c, se encuentran cerca del límite de detección 

de la técnica, donde se requieren altas concentraciones de proteína (sobre todo del titulante) y donde el efecto de 

agregación de cualquiera de los componentes puede llegar a afectar los resultados. 

Tabla 9. Parámetros termodinámicos obtenidos por ITC para la interacción de los nanoanticuerpos *VHH8c y *VHH19a con 
los dominios *CTD y NTDH6 de CABLV respectivamente. Los valores obtenidos para el par *VHH8c/*CTD fueron obtenidos de 
acuerdo con el análisis global presentado en la Figura 41. Por su parte los valores obtenidos para el par *VHH19a/NTDH6 fueron 
obtenidos según la Figura 42.B, no obstante, deben ser tomados solo como referencia, debido a la presencia de errores 
asociados al diseño experimental tal como se describe en el texto. 

 *VHH8c / *CTD *VHH19a / NTDH6 

KD (µM) 8,9 35,2 
ΔG (kcal/mol) -6,9 -6,1 
ΔH (kcal/mol) 18,5 1,935 
ΔS (cal/Mol K) 85,1 8,0 
TΔS (kcal/mol) 25,3 26,9 

 μ

Una vez llevados a cabo todos los experimentos para cuantificar la interacción de los nanoanticuerpos con CABLV, y 

teniendo en cuenta que muchos de los compuestos capaces de inhibir el ciclo replicativo de HIV mediante su 

interacción con CA poseen afinidades en el orden micromolar bajo, nos enfocamos en evaluar el efecto de nuestros 

nanoanticuerpos sobre el autoensamblado in vitro de CABLV.  

Inicialmente se incubó CAn 1mM a 38°C y se midió el avance de la polimerización de CABLV en el tiempo por 

turbidimetría. Estas condiciones se escogieron teniendo en cuenta la alta concentración local de CABLV en la 

partícula viral (estimada en 1mM para HIV aunque con gran variabilidad [155, 243]) y la temperatura normal de los 

bovinos. Los resultados mostraron un aumento rápido de la turbidez luego de una fase lag de aproximadamente 
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15 minutos, alcanzando un valor constante de A340 antes de la media hora, demostrando que cuando CABLV a una 

concentración 1mM es mantenida en PBS a 4°C se comporta de forma soluble y monomérica, mientras que el 

aumento de la temperatura a 38°C es capaz de disparar el auto-ensamblado. Estos resultados se encuentran en 

perfecto acuerdo con los obtenidos previamente por nuestro grupo, identificando la presencia de iones fosfato, el 

“crowding” molecular y la temperatura, como algunas de las condiciones que favorecen el autoensamblado de 

CABLV in vitro [88, 89].  

Cuando CABLV se sometió a las mismas condiciones en presencia de los nanoanticuerpos *VHH8c y *VHH19a a 

relaciones molares subestequiométricas crecientes (50 a 200 µM), se observó un aumento en la duración de dicha 

fase lag, la velocidad relativa de autoensamblado (medida como la pendiente de la fase recta de la curva que sucede 

a la fase lag) fue cada vez menor y el nivel de autoensamblado (medido como la turbidez constante alcanzada al 

final del proceso) fue cada vez más baja (Figura 43). En todos los casos, las curvas mostraron un correcto ajuste con 

la ecuación empírica de Hill: 

𝐷𝑂 = 𝐷𝑂𝑓. [
(𝑡 𝑡50⁄ )

𝑛

1 + ((
𝑡

𝑡50
)
𝑛
)
] 

donde DO es la A340 medida a través del tiempo t. DOf es la A340 extrapolada a tiempo infinito, t50 es el tiempo 

necesario para alcanzar una DO igual a la mitad de DOf, y n es el parámetro de cooperatividad.  

En el caso del *VHH8c a una concentración de 200 µM (relación molar subestequiométrica de 5:1), no se observó 

autoensamblado de la cápside incluso después de 5 horas de incubación a 38°C (la Figura 43 solo refleja un período 

de 2 horas) evidenciando una inhibición total, mientras que frente a concentraciones cada vez más bajas de este 

nanoanticuerpo se constató la capacidad de polimerizar con velocidades cada vez mayores alcanzando DO finales 

cada vez más altas (Figura 43.A). A modo de referencia, el nivel de autoensamblado de CABLV en presencia del 

*VHH8c (a una relación molar subestequiométrica 20 veces inferior) sufrió una reducción al 81% mientras que la 

velocidad relativa de polimerización se vio disminuida al 51%. 

Por su parte el *VHH19a (Figura 43.B) mostró un comportamiento similar donde la presencia del nanoanticuerpo 

a relaciones molares subestequiométricas cada vez mayores, provocó una disminución del nivel y de la velocidad 

relativa del autoensamblado de CABLV, observándose inhibición absoluta (después de 5 horas de incubación a 38°C) 

a concentraciones de 200 µM e incluso 133 µM (relaciones molar subestequiométrica de 5:1 y 7.5:1). A modo de 

referencia, el nivel de autoensamblado de CABLV en presencia del *VHH19a (a una relación molar 

subestequiométrica 20 veces inferior) sufrió una reducción al 65% mientras que la velocidad relativa de 

polimerización se vio disminuida a un 32.2%. 

Estos resultados muestran que ambos nanoanticuerpos son capaces de inhibir el autoensamblado de CABLV in vitro 

y sugieren que el poder inhibitorio del VHH19a podría ser incluso superior al del VHH8c. 



 

Figura 43: Inhibición in vitro del autoensamblado de CABLV: A-B) Autoensamblado de CAn 1mM en presencia de 
concentraciones subestequiométricas crecientes de *VHH8c y *VHH19a respectivamente (panel superior) y efecto de la 
concentración de dichos nanoanticuerpos sobre la velocidad relativa del autoensamblado de CAn (panel inferior). Las curvas 
de autoensamblado fueron ajustadas a la ecuación de Hill (líneas discontinuas) observándose una disminución del nivel de 
polimerización proporcional a la concentración de nanoanticuerpo (expresada como porcentaje junto a cada curva). Por su 
parte las velocidades relativas fueron calculadas como el cociente de las pendientes de la parte recta (justo después de la fase 
lag) de las curvas de autoensamblado (paneles superiores) en ausencia y presencia de nanoanticuerpo y expresadas como 
porcentaje. 

 

 

El abordaje para dilucidar detalles estructurales de la interacción de los nanoanticuerpos seleccionados y CABLV, se 

llevó a cabo intentando cristalizar los respectivos complejos VHHs/dominios de CABLV para luego resolver su 

estructura por difracción de rayos X. En todos los casos se utilizaron las versiones de proteínas de BLV y 

nanoanticuerpos sin regiones móviles o poco estructuradas. Así, se utilizaron el *CTD (sin His-tag) y los VHHs luego 

de remover el sitio de biotinilación y el His-tag. Para obtener cristales de complejos, se analizaron 384 condiciones 

de cristalización diferentes en forma robótica, utilizando relaciones equimolares de VHH/dominio de CABLV. De esta 

manera se lograron identificar algunas condiciones en función de la aparición de pequeños cristales, que fueron 

optimizadas mediante introducción de modificaciones en forma gradual y sistemática, con el objetivo de obtener 

cristales únicos y de calidad. 

Para el complejo *VHH19a/NTDH6 se utilizaron concentraciones equimolares de 2.9 mM y se obtuvieron en forma 

robótica pequeños cristales con forma de aguja en la condición 10% (w/v) Polietilenglicol 6000, 0,1 M HEPES pH 

7,0. A partir de esta condición se hizo una optimización en forma manual, utilizando una concentración equimolar 

de complejo *VHH19a/NTDH6 de 2.9 mM, variando las condiciones de cristalización en forma gradual y sistemática 

en el rango 6-16 % (w/v) Polietilenglicol 6000, 0.1 M HEPES pH=6,5-8,0 con relaciones equivolumétricas de 
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reservorio y proteína. Los resultados más promisorios se obtuvieron con 6 % (w/v) Polietilenglicol 6000, 0.1 M 

Hepes pH=7.5, dando lugar a cristales de forma alargada tipo agujas que fueron crio preservados y enviados al 

sincrotrón de Soleil para ensayos de difracción de rayos X. Los resultados de búsqueda y optimización de las 

condiciones de cristalización para estos complejos se presentan en la Figura 44.A. 

Por su parte en el caso del complejo equimolar *VHH8c/*CTD a 2,87 mM se encontraron pequeños cristales en 4 

condiciones obtenidas a partir de placas robóticas: a) 0,1 M Bicina pH 9.0, 1,6 M AmSO4; b) 0,1 M Tris pH 8,0, 1,6 

M AmSO4; c) 0,1 M Hepes pH 7.5, 1,5 M Li2SO4 y d) 0,1 M Tris pH8.5, 30 % (w/v) Polietilenglicol 400. Las mismas se 

optimizaron evaluando diferentes concentraciones de proteínas (complejo equimolar 1.5-3.14 mM), diferentes 

relaciones de reservorio:proteína y variando en forma gradual y sistemática las condiciones de cristalización. Así, 

se evaluó la formación de cristales en el siguiente rango de condiciones: a) 1.2-2.2 M Sulfato de Amonio, 0.1 M Tris 

pH=7.0-9.0; b) 1.2-2.2 M Sulfato de Amonio, 0.1 M Bicina pH=9.0; c) 24-39 % (w/v) Polietilenglicol 400, 0.1 M Tris 

pH 8.5 y d) 0.6-2.1 M LiSO4, 0.1M Hepes pH 7.5. La condición 1.1 M LiSO4, 0.1M Hepes pH 7.5 presentó pequeños 

cristales y por tal motivo se intentó hacer “seeding” (pequeños cristales obtenidos en una condición sembrados en 

condiciones similares) y se evaluó la adición de aditivos como glicerol en forma manual o usando un kit comercial 

en forma robótica, tal como se describe en la sección 7.7.1. En ningún caso fue posible obtener cristales aptos para 

difracción de rayos X (Figura 44.B). 

Ante la imposibilidad de cristalizar el complejo VHH8c*/*CTD, intentamos obtener cristales del *VHH8c en forma 

aislada. Luego de una búsqueda de 384 condiciones en forma robótica utilizando una concentración de *VHH8c 3,8 

mM, se obtuvieron cristales en las siguientes condiciones: a) 0,1M buffer citrato pH 5.0, 2,4 M AmSO4; b) 0,2 M 

acetato de zinc, 20 % (w/v) Polietilenglicol 3350; c) 0.2 M citrato de litio, 20 % (w/v) Polietilenglicol 3350 y d)  2,0 

M AmSO4, 5% (v/v) 2-propanol. En función de estos resultados se evaluó la formación de cristales en forma manual 

en el siguiente rango de condiciones:  a) 0,1 M buffer citrato pH 5, 2-3 M AmSO4; b) 0,2 M acetato de zinc, 16-26 % 

(w/v) Polietilenglicol 3350; c) 0.2 M citrato de litio, 16-26 % (w/v) Polietilenglicol 33 y d) 1.6-2.6 M AmSO4, 5% (v/v) 

2-propanol, siendo esta condición la más promisoria. En tal sentido se continuó con la optimización variando la 

concentración de 2-propanol en el rango 1-9 %, agregando aditivos como 1-11% glicerol en forma manual o usando 

un kit comercial en forma robótica, realizando “seedings” y cambiando las relaciones volumétricas de 

proteína:reservorio. Los cristales de mejor calidad fueron obtenidos con *VHH8c 3.8mM en 2.4M AmSO4, 7% 2-

propanol, 4% Pentaeritritol etoxilato (3/4 EO/OH). Los resultados de búsqueda y optimización de las condiciones 

de cristalización del *VHH8c en forma aislada se presentan en la Figura 44.C. 



 

Figura 44: Búsqueda de condiciones de cristalización de los VHH seleccionados en complejo con los dominios de CABLV. A) 
Ejemplo de alguno de los cristales obtenidos con complejos equimolares *NTD/*VHH19a. Los cristales optimizados con hábito 
de crecimiento tipo aguja (derecha) difractaron a baja resolución, sin embargo, no se ha podido dilucidar aún la estructura del 
complejo. B) Ejemplos de cristales obtenidos con complejos equimolares *CTD/*VHH8c. Se intentó sin éxito optimizar cristales 
mediante búsqueda de condiciones similares a las identificadas durante la búsqueda inicial. Ante este escenario negativo se 
procedió a buscar cristales del nanoanticuerpo en forma aislada. C) Ejemplos de cristales obtenidos con *VHH8c en forma 
aislada. La búsqueda de aditivos a partir la condición inicial permitió optimizar las condiciones para obtener cristales con habito 
de crecimiento cúbico (derecha). Estos cristales difractaron a alta resolución permitiendo dilucidar la estructura tridimensional 
del VHH8c. Las condiciones que dieron lugar a los cristales presentados en esta figura se describen en el texto. 

 

 

En el caso del VHH19a, los cristales difractaron a baja resolución (4.2 Å) y el procesamiento de los datos de 

difracción indicó que el mismo pertenece a una forma cristalina tetragonal. A pesar de innumerables intentos por 

resolver la estructura por reemplazo molecular utilizando como sonda de búsqueda distintos VHHs obtenidos de la 

PDB, esto no fue posible. Las posibles causas de esta dificultad pueden ser: a) baja resolución de los datos; b) 

anisotropía en la difracción y c) presencia de simetría no cristalográfica traslacional. 

Por su parte el cristal obtenido con el VHH8c difractó a una resolución de 2.1 Å y el procesamiento de los datos 

reveló una forma cristalina orto-rómbica con un grupo de espacio C2221. 
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Tabla 10:  Estadísticas de colección de datos y refinamiento para la obtención de estructuras atómicas. En el caso del VHH19a 
no contamos con estadística de refinamiento dado que no se resolvió la estructura. En paréntesis se presentan los datos 
estadísticos de la capa de mayor resolución. 

 
 

VHH19a VHH 8c 

Es
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Longitud de onda (Å) 0.9801 0.9801 
Grupo de espacio P 4 2 2 C 2 2 21 

Celda unidad (a, b, c) (Å) 100.076 100.076 174.678 120.56 120.72 69.941 
Rango de resolución de los datos (Å) 43.417 - 4.203 (4.276 – 4.203) 54.09 - 2.109 (2.184 - 2.109) 

Reflexiones únicas medidas 6885 (331) 29555 (2948) 
Rmerge 0.352 (1.705) 0.1364 (0.6807) 
Rmeas 0.375 (1.818) 0.1516 (0.7564) 
Rpim 0.126 (0.616) 0.06448 (0.3223) 

Promedio I/σ(I) 5.9 (1.6) 8.71 (2.26) 
CC1/2 0.993 (0.772) 0.995 (0.752) 

Completitud (%) 99.1 (99.1) 99.15 (99.86) 
Multiplicidad 8.6 (8.4) 5.1 (5.3) 
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Rango de resolución 
 

54.09 - 2.109 (2.184 - 2.109) 
Reflexiones usadas 

 
29555 (2948) 

Reflexiones usadas por Rfree 
 

1556 (139) 
Rwork 

 
0.2085 (0.2406) 

Rfree 
 

0.2465 (0.2915) 
RMS (enlaces) 

 
0.003 

RMS(ángulos) 
 

0.67 
Gráfico de Ramachandran 

permitido/no permitido (%) 

 
99.58/0.42 

PDB ID  6OC8 

La unidad asimétrica del cristal presentó cuatro moléculas completas del VHH8c con una alta homología estructural 

presentando las mayores diferencias a nivel del loop que conecta las hojas beta C y C’ de FR2 (Figura 45.A). En 

cuanto a la estructura terciaria se observan los tres CDRs, con el CDR1 presentando estructura secundaria helicoidal, 

el CDR3 dispuesto sobre las cadenas beta C y C’ (superficie que en los anticuerpos clásicos forma parte de la interfaz 

VH/VL), el puente disulfuro canónico entre las Cys23 y Cys104 manteniendo estabilizadas las hojas beta B y G de las 

regiones FR1 y FR3 respectivamente (Figura 45.B) y un paratope planar (habitualmente asociado a anticuerpos 

generados contra superficies de proteínas) (Figura 45.C). La distribución de cargas en la superficie de la molécula 

muestra una distribución relativamente uniforme, y mayoritariamente neutralizadas entre sí, en concordancia con 

la alta solubilidad constatada (Figura 45.D). 

Los factores B de las estructuras obtenidas fueron bajos, demostrando que la misma no posee regiones móviles, y 

en tal sentido el CDR3 conformado por un gran loop de 14 residuos de largo está estabilizado por contactos 

hidrofóbicos con residuos de la región FR2 (Figura 45.E). La molécula no presenta regiones fuertemente cargadas 

como lo demuestra la Figura 45.D, con presencia de residuos hidrofóbicos expuestos fundamentalmente en el CDR1 

y en menor medida el CDR3 (Figura 45.E) apoyando la hipótesis de una interacción con el CTD a través de contactos 

hidrofóbicos. Esta observación coincide con la presencia de dos superficies planas a nivel del CTD, con residuos 

hidrofóbicos expuestos hacia la superficie (Figura 45.F). Dichas superficies corresponden a la interfase de contacto 

entre CTDs inter-hexaméricos con carácter hidrofóbico (característica conservada entre retrovirus ([53, 446]) y a la 

superficie de contacto intra-hexámero con el NTD del protómero adyacente, por lo que la interacción con estas 

superficies tiene implicancias directas con la formación de la lattice. 

El CDR1 se presenta como el principal componente de la superficie hidrofóbica del paratope y posee estructura 

helicoidal, haciendo de este un muy buen modelo para la generación de péptidos con actividad inhibitoria del 

ensamblado de la cápside de BLV, de manera similar que con los péptidos inhibidores de la autoasociación de CAHIV: 

CAC-1 [241] o CAI [243-245] y sus derivados. Estos poseen residuos hidrofóbicos expuestos hacia la superficie de 

contacto con CAHIV interactuando con las superficies homólogas a las propuestas en el párrafo anterior, y podría ser 



 
un buen modelo de inicio para la aplicación de técnicas de docking in silico para entender la interacción, diseñar 

nuevos interactores o mutantes capaces de formar complejos estabilizados por puentes disulfuro. 

Figura 45: Análisis estructural del VHH8c. A) Representación en “cartoon” de las 4 moléculas del VHH8c completas que 
integran la unidad asimétrica de los cristales obtenidos (izquierda) y superposición de las cadenas principales de las mismas 
denotando una alta homología estructural (derecha). La cabeza de flecha negra indica el loop con mayor diferencia entre 
moléculas. El cuadro indica las desviaciones relativas en (RMSD) de los carbonos alfa (Cα) de la cadena principal en celeste y 
del total de las moléculas en amarillo. B) Representación de la molécula C de VHH8c vista desde ángulos diferentes denotando 
su estructura secundaria con los CDRs y el puente disulfuro canónico señalado. C) Representación de la superficie del VHH8c 
con las mismas orientaciones y código de colores de B, denotando la topología planar del paratope. D) Mapa superficial de 
distribución de cargas del VHH8c. E) Representación de la superficie del VHH8c coloreada por hidrofobicidad. Los insets 
superiores indican los residuos hidrofóbicos de los CDR1 y CDR3 expuestos hacia la superficie del paratope. El inset inferior 
derecho indica los residuos hidrofóbicos del CDR3 y FR2 que se mantienen mutuamente excluidos del solvente. F) 
Representación de la superficie de CABLV coloreada por hidrofobicidad donde se observan dos superficies relativamente planas 
a ambos lados del CTD con presencia de residuos hidrofóbicos. Los PDB ID del VHH8c y CABLV corresponden a 6OC8 y 4PH0. 
Los mapas de densidad de cargas se crearon con la herramienta APBS 2.1 de Pymol, donde rojo es positivo y azul es 
negativo[447], mientras que los mapas de hidrofobicidad de superficie se realizaron usando el comando de Pymol Color h2, 
donde verde es polar y lanco es apolar https://web.expasy.org/protscale/pscale/Hphob.Eisenberg.html [448]. La numeración 
de residuos obedece al sistema de numeración IMGT y no a la posición en la secuencia nucleotídica del VHH. 
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La obtención de las diferentes versiones de los antígenos virales fue crucial a lo largo de esta tesis (desde la 

inmunización de llamas, hasta la caracterización de la interacción de nanoanticuerpos con su blanco y los intentos 

por obtener cristales de complejos para difracción de rayos X). Por tal motivo en cada una de las purificaciones 

realizadas, se ponderó el grado de pureza, homogeneidad y solubilidad de las proteínas, sobre la cantidad de 

material obtenido (incluso cuando esta es limitante). Buena parte de este trabajo se enfocó en la interacción entre 

los VHH seleccionados y CABLV en condiciones controladas, de modo que contar con todos los componentes en las 

mismas condiciones fue determinante. Los nanoanticuerpos seleccionados demostraron ser mucho más estables 

en PBS que en las condiciones de almacenamiento iniciales de CABLV, motivo por el cual se utilizó este buffer como 

condición final para todas las proteínas producidas. Si bien los iones fosfato divalentes son promotores del 

ensamblado de CABLV, el mismo es inhibido cuando la proteína se mantiene a 4°C, permitiéndonos obtener CABLV y 

sus dominios en forma monomérica soluble. 

A modo de conclusión podemos decir que se optimizó la producción en PBS, de todas las proteínas de BLV 

utilizadas en los experimentos de caracterización biofísica y estructural, lográndose niveles de solubilidad, pureza 

y homogeneidad acordes con los requerimientos de técnicas analíticas aplicadas, mostrando rendimientos 

superiores a los 60 mg-1 L-1 de cultivo bacteriano.  

Durante la maduración de Gag, las estructuras tridimensionales de los dominios NTD y CTD de CABLV se mantienen 

prácticamente inalteradas, siendo la formación del β-hairpin en el extremo N-terminal del NTD una de las 

diferencias estructurales más importantes entre ambos estados. Esto representa una característica común a nivel 

de retrovirus tal como se ve en la Figura 12 [74, 178, 209] y fue demostrado para el NTD de CABLV por nuestro grupo 

[53], mediante la elucidación de la estructura atómica del NTDH6 con β-hairpin simulando el estado maduro de 

CABLV (PDB:4PH2) y del dominio *NTD sin β-hairpin simulando el estado inmaduro (PDB: 4PH3), tal como se muestra 

en la Figura 26.B. 

Teniendo en cuenta este aspecto, la inmunización de la llama se realizó con la construcción *CABLV (carente de β-

hairpin) con el objetivo de no dirigir la respuesta inmune contra esta estructura, generando anticuerpos con 

capacidad de reconocer CABLV independientemente del estado de maduración de Gag. Por otra parte, la presencia 

de residuos extra (provenientes del sitio de corte por trombina) en el extremo N-terminal de *CA (Figura 26.A) 

representa un fragmento inexistente en CABLV que podría generar anticuerpos específicos, sin embargo la selección 

posterior de VHHs con capacidad de reconocer la proteína nativa nos permitió asegurar que el reconocimiento 

antigénico de los clones seleccionados, no está supeditado  a estos pocos residuos. 

Los datos estructurales obtenidos con HIV han demostrado que independientemente del estado de maduración de 

Gag, el CTD de CA mantiene su estructura tridimensional incambiada participando de hexámeros, ya sea 

estabilizados por el manojo de 6 hélices (6HB) de la región N-terminal del péptido SP1 (en la Gag inmadura) o 

mediante contactos hexaméricos entre NTDs (en la CA madura). Además, durante la maduración ambos dominios 

rotan sobre sí mismos de manera que los residuos orientados hacia el interior del hexágono quedan hacia afuera 

[170, 171], lo cual requiere que la región bisagra de CA sufra re-arreglos conformacionales. Atendiendo a los 

resultados de mapeo antigénico obtenidos con CABLV en este trabajo, donde todos los nanoanticuerpos con 

capacidad de unirse a CAn reconocen al menos uno de los dominios de CABLV, podemos decir que la interacción con 

el antígeno tampoco depende de la región central del linker flexible (ausente en las construcciones de NTD y CTD). 



 
Esto demuestra que cualquiera de los nanoanticuerpos seleccionados y caracterizados en este trabajo son capaces 

de reconocer CABLV en su estado maduro a través de uno de sus dominios NTD o CTD, y también cuando se 

encuentra formando parte del precursor Gag en la partícula inmadura. 

En definitiva, podemos concluir que la inmunización con la proteína CABLV carente de β-hairpin dio lugar una 

respuesta humoral mantenida en el tiempo, con títulos de anticuerpos en el orden de 1:9000, permitiéndonos 

generar una librería preinmune de VHHs ligados a fagos (con un tamaño de 1012 cfu/mL). 

Por su parte, los nanoanticuerpos específicos contra CABLV reconocen en su mayoría al menos uno de los dominios 

NTD y CTD, siendo a priori candidatos para interactuar con el precursor Gag en las etapas iniciales del ensamblado 

del virus y con la proteína CABLV madura en la partícula viral.  

En este trabajo, seleccionamos los VHHs mediante unión a CABLV aplicando lavados con detergente a baja 

concentración. La estabilidad estructural de la proteína blanco resulta crucial en la etapa de inmunización afectando 

el perfil de la respuesta inmune (algo muy tenido en cuenta durante el desarrollo de vacunas [449]), pero también 

durante la selección de los VHH específicos. Tal como se discute en la sección Resultados y Discusión, la estabilidad 

del antígeno durante las rondas de panning representa un cuello de botella importante a la hora de definir el perfil 

de reactividad de los VHH seleccionados. Por ejemplo, la selección de clones específicos contra regiones menos 

sensibles desde el punto de vista estructural se verá favorecida. En tal sentido, aquellas partes de la proteína blanco 

que presenten mayor inestabilidad estructural en las condiciones de panning, darán lugar a una población reducida 

de nanoanticuerpos dado que su reactividad con la proteína nativa se verá relegada. La aplicación de técnicas para 

estudiar la estabilidad conformacional del antígeno en las condiciones de panning [450] podría ser de  gran utilidad 

a la hora de seleccionar clones con determinadas características. 

Los VHH obtenidos a partir de librerías específicas contra CABLV se clonaron en un vector de expresión (pINQ-BtH6) 

con un péptido señal en el extremo N-terminal para direccionar su expresión al espacio periplásmico (menos 

reductor que el citosol), asegurando así la formación del puente disulfuro canónico que estabiliza su estructura 

terciaria (y por ende su funcionalidad). Además, dicho vector nos permitió purificar a baja escala 95 clones 

expresados en el espacio periplásmico y biotinilados in vivo, para aplicar diferentes criterios de selección. La gran 

pérdida de diversidad que esto representó nos permitió comenzar a analizar la librería anti CABLV y entender las 

características de algunos clones. En la medida que seamos capaces de traducir dicho análisis (afinidad, mapeo 

antigénico, identificación de residuos clave, similitudes a nivel de secuencia, etc.) a propiedades funcionales, 

podremos volver sobre la librería para direccionar nuestra búsqueda a nanoanticuerpos con determinadas 

características. 

Esto nos permite concluir que la librería completa de VHHs anti CABLV fue clonada en un vector de expresión para 

producir nanoanticuerpos biotinilados in vivo (en ausencia de fagos) y aplicar diferentes criterios de selección 

escogiendo dos VHH: el VHH8c capaces de reconocer en forma específica el dominio CTD y el VHH19a con 

especificidad por el NTD. 

La producción de estos VHHs a mayor escala nos permitió evaluar las características de la interacción con sus 

respectivos antígenos demostrando que no existe reacción cruzada, que son capaces de reconocer epítopos lineales 

expuestos a la superficie de CABLV y que la afinidad de la interacción es relativamente débil en comparación con las 

alcanzadas con nanoanticuerpos en general. Estos resultados y la necesidad de caracterizar los VHH y su interacción 

con CABLV mediante técnicas biofísicas y estructurales, nos obligó a poner a punto un protocolo de producción de 

VHHs con rendimientos, solubilidad, estabilidad y niveles de pureza y homogeneidad suficientemente altos para 

cubrir los requerimientos de dichas técnicas (en muchos casos dependientes de la afinidad por el antígeno). Incluso 

se eliminaron las partes móviles y/o poco estructuradas con el propósito de aumentar su estabilidad y 

homogeneidad estructural. 



 
En tal sentido, pusimos a punto un protocolo de expresión y purificación de VHH a partir de periplasma de E. coli, 

con rendimientos de 15-30 mg L-1 de cultivo, alcanzando niveles de pureza por encima de 98% y una excelente 

solubilidad y homogeneidad con VHH a concentraciones finales entre 3-5 mM. 

A pesar de los esfuerzos realizados y las consideraciones tenidas en cuenta para la selección de clones de alta 

afinidad, el VHH8c se une al dominio CTD con un valor de Kd cercano a 10 µM, lo cual representa una afinidad 

relativamente baja en comparación con los reportes de afinidad de nanoanticuerpos. En cuanto al perfil 

termodinámico de la interacción, la misma está gobernada por el componente entrópico, una característica poco 

común en nanoanticuerpos que se explica por una interacción probablemente a través de residuos hidrofóbicos.  

Por su parte la afinidad del VHH19a por el NTD no pudo ser cuantificada en forma precisa por ITC o SPR, no obstante, 

los resultados cualitativos llevados a cabo por SPR muestran un perfil no muy distinto del observado con el VHH8c 

presentando una disociación apenas más lenta que con el VHH8c. Igualmente dicha disociación ocurre de modo 

relativamente rápido, acorde con una constante cinética de disociación (koff) alta y por ende una afinidad baja. Por 

su parte los resultados obtenidos por western blot muestran también una señal mayor con el VHH19a apoyando la 

idea de una afinidad superior, no obstante, ninguno de estos resultados es concluyentes.  

A modo de conclusión podemos decir que el VHH8c interactúa con el dominio CTD probablemente a través de 

interacciones hidrofóbicas con una afinidad de 10 μM, mientras que la interacción del VHH19a con el NTD 

(probablemente algo mayor) no pudo ser caracterizada con precisión, requiriendo nuevas aproximaciones 

experimentales.  

La baja afinidad de los VHHs seleccionados, no solo dificultó su caracterización (requiriendo cantidades mayores de 

proteína y concentraciones elevadas) así como la formación de complejos estables capaces de ser cristalizados, sino 

que además representa una reducción el abanico de potenciales aplicaciones en diagnóstico, investigación básica 

o terapéutica. 

El diagnóstico de BLV se lleva a cabo mediante técnicas serológicas (ELISA y AGID) y en tal sentido nuestro grupo 

recientemente ha desarrollado una prueba ELISA para detectar anticuerpos contra CA y Env en muestras de sangre 

y leche de origen bovino [28]. En el caso de HIV el diagnóstico también se realiza por técnicas serológicas, sin 

embargo la aplicación de técnicas alternativas basadas en la detección de CAHIV tiene cabida en ciertas condiciones 

[221, 222]. Diferentes test con ultra-sensibilidad han sido propuestos teniendo en cuenta que la abundancia de esta 

proteína en sangre es baja [222]; algunos de ellos basados en nanoanticuerpos de llama [451, 452]. En BLV (como 

en HTLV) parece muy poco viable desarrollar este tipo de estrategias teniendo en cuenta fundamentalmente que 

la detección de proteínas y partículas virales en el hospedero es muy baja como consecuencia de los mecanismos 

de propagación basados en la integración del ADN proviral en linfocitos B con prolongados periodos de latencia [2, 

3]. 

En investigación básica, la obtención de VHHs capaces de unir CABLV a través de ambos dominios en forma 

diferencial representa una gran oportunidad, que se vería potenciada por la obtención de clones de mayor 

afinidad ya sea mediante selección de nuevos clones, realización de nuevas rondas de panning o introducción de 

mutaciones en forma aleatoria utilizando la técnica de PCR propensa a error (epPCR por “error prone pcr”) [453]. 

Con el objetivo de movernos en esta dirección, la librería preinmune fue sometida a un nuevo evento de selección 

por panning en presencia de CABLV soluble como competidor, con el objetivo de seleccionar clones con mayor 

afinidad (de acuerdo a [375]). Esta selección fue realizada con la colaboración de Martín Rossotti, obteniéndose 

tres clones capaces de reconocer los dominios NTD y CTD en forma diferencial y con afinidades aparentemente 

mayores, cuyas secuencias aminoacídicas presentan bastante homología con los clones secuenciados en este 

trabajo. La caracterización de estos VHHs, su interacción con CABLV y la comparación con los clones VHH8c y 

VHH19a no forman parte de este trabajo, integrando las perspectivas a futuro. 



 
La obtención de clones de mayor afinidad podría ser de gran ayuda por ejemplo en la comprensión del proceso de 

desensamblado e importación del ARN de BLV al núcleo de la célula infectada. Como ocurre con HIV, es altamente 

probable que cuando la cápside de BLV es internalizada en la célula hospedera se den interacciones con diversos 

componentes celulares (factores de restricción, cofactores del desensamblado, nucleoporinas, etc.) cuya identidad 

permanece ignorada y viene siendo estudiada en nuestro laboratorio mediante acercamientos proteómicos. La 

inmovilización orientada de VHHs biotinilados in vivo con alta afinidad por dominios de CABLV, podría ser de utilidad 

en la captura de ensambles de esta proteína unidos a interactores citoplasmáticos, para su posterior identificación. 

Incluso disponer de VHHs contra ambos dominios podría dar lugar a elegantes estrategias de elución por 

competición, sin necesidad de aplicar condiciones severas. 

La obtención de datos estructurales a partir de complejos entre CABLV y posibles interactores identificados, podría 

verse igualmente favorecida por el uso de VHHs de alta afinidad dado que su uso como chaperonas en 

cristalogénesis para difracción de rayos X ha sido bien documentado [454-456] e incluso extendido a otras técnicas 

estructurales como NMR [457] y criomicroscopía electrónica [458].  

Dado el carácter modular de los VHH, su uso podría extenderse incluso a la identificación de interactores de CABLV 

a nivel celular mediante técnicas de co-localización de fluoróforos [459-461] y microscopía de fluorescencia [462-

466] o bien para definir la localización espacio-temporal de CABLV a nivel celular [466-468]. La microscopía de 

fluorescencia super-resolutiva ha tenido un gran impacto en el estudio de HIV [469] y el marcado directo 

nanoanticuerpos evitando la disminución de la resolución generada con otro tipo de sondas de mayor tamaño [470] 

podría ser de utilidad para el estudio de BLV.  

Dado que, durante buena parte del período infectivo BLV permanece latente y la mayoría de las células infectadas 

no producen viriones, la detección de CABLV en poblaciones celulares específicas puede ser de gran utilidad a la hora 

de entender los estímulos y mecanismos que disparan la producción de partículas infectivas. Una estrategia 

utilizada en HIV se basa en el uso de nanoanticuerpos para detectar y eventualmente manipular poblaciones de 

células productoras de CAHIV [471]. La misma consiste en introducir mutaciones desestabilizantes en las regiones FR 

de los VHHs específicos fusionados a proteínas fluorescentes, de modo que la unión al antígeno estabilice dichos 

clones rescatándolos de la vía proteasómica y permitiendo seleccionar las células por citometría de flujo. 

Como se vio en la introducción, el ensamblado de la cápside de HIV inicia durante la maduración con la liberación 

del dominio CTD de Gag, el cual se encuentra formando hexámeros estabilizados por unión a IP6 y por el péptido 

SP1 helicoidal que forma un manojo de seis α-hélices (6HB) [170, 171]. No obstante, en BLV no se conoce 

exactamente el mecanismo de maduración y ensamblado de la cápside, y posee algunas diferencias que pueden 

sugerir la existencia de mecanismos diferentes. Algunas evidencias apuntan a que IP6 es capaz de unirse al dominio 

MA de la Gag de BLV [172], y en HTLV-1, los contactos NTD-NTD parecen tener mayor relación con ensamblado de 

Gag que en HIV [176]. En BLV el dominio MA de Gag sufre proteólisis diferencial en su extremo C-terminal dando 

lugar a un pequeño péptido p4 [220] y es el único retrovirus donde la dimerización del ARN viral depende del 

dominio MA. Por tales motivos disponer de VHHs bien caracterizados con capacidad de unirse a ambos dominios 

en forma específica, resulta de interés para entender los mecanismos de ensamblado y maduración de Gag de BLV. 

En esta tesis nos propusimos generar interactores de CABLV que pudieran alterar el hábito de autoensamblado de 

la cápside con el propósito de bloquear el ciclo replicativo en una o varias de las diversas etapas en que este proceso 

tiene implicancias. Ante la ausencia de inhibidores específicos del ensamblado de la cápside de BLV, los 

experimentos de inhibición se llevaron a cabo en forma exploratoria y no con fines estrictamente comparativos 

frente a otros inhibidores del ensamblado de la cápside de retrovirus.  

Los resultados muestran una disminución de la velocidad de polimerización y la cantidad de proteína 

autoensamblada a medida que se aumenta la concentración de VHHs, alcanzando una inhibición absoluta con 



 
relaciones molares de CA:VHH8c y CA:VHH19a de 5 y 7.5, respectivamente. A modo de referencia, Rincón et al.[472] 

determinaron la velocidad relativa de autoensamblado in vitro de CAHIV en presencia del péptido inhibidor CAI 

(capaz de unirse al CTD con una afinidad similar al VHH8c [244]) usando una relación molar CA:CAI 

subestequiométrica de 5. Los autores detectaron una reducción de aproximadamente el 70% (utilizando 

concentraciones bajas de CAHIV) mientras que en presencia de agentes de “crowding” dicho efecto fue incluso 

menor. Nuestros resultados se presentan extremadamente alentadores en este sentido, aunque bien podríamos 

pensar que el gran tamaño de los nanoanticuerpos (en relación con el dodecapéptido CAI) podría favorecer dicho 

efecto por inhibición estérica del autoensamblado. En ese sentido dichos autores compararon el efecto del CTD 

soluble como inhibidor (con peso molecular similar a los VHH y con capacidad de unirse a CAHIV en forma reversible), 

encontrando que se comporta como un peor inhibidor respecto a CAI con una reducción de la velocidad de 

autoensamblado de CAHIV de aproximadamente el 40% y un efecto incluso menor en condiciones de “crowding”. 

Estos resultados evidencian el gran potencial de nuestros VHHs como inhibidores del autoensamblado de CABLV, 

posicionándolos como herramientas valiosas para el estudio del autoensamblado de CABLV en la partícula madura y 

como potenciales inhibidores terapéuticos del ciclo replicativo del virus.  

Como dijimos, las características de unión con los dominios NTD y CTD en forma independiente (y en el caso del 

NTD en forma independiente de la presencia del β-hairpin), posiciona a los VHH8c y VHH19s como posibles 

interactores con dichos dominios a nivel de Gag en la partícula inmadura. En tal sentido la inhibición del 

autoensamblado de Gag puede ser (en caso de demostrarse) una herramienta igualmente valiosa en el estudio de 

los procesos de ensamblado, brotamiento y maduración de viriones de deltaretrovirus, pero también como posible 

agente antiretroviral inhibiendo uno de los procesos clave del ciclo replicativo. 

La interacción entre moléculas de CA es a nivel de la Gag inmadura el principal motor de la oligomerización de este 

precursor durante el ensamblado de la partícula retroviral inmadura, por lo que su inhibición representa una 

estrategia interesante para bloquear la producción de viriones, como lo representan los numerosos intentos por 

inhibir el autoensamblado de CAHIV utilizando pequeñas moléculas (Figura 13). En el caso de los VHH producidos en 

este trabajo, su tamaño y solubilidad representan un problema a la hora de atravesar la membrana celular de la 

partícula infectada. En este sentido vale la pena destacar el uso de secuencias peptídicas con capacidad de penetrar 

células (CPP por cell penetrating peptides) para dirigir proteínas [473, 474] y anticuerpos [475] al interior de la 

célula. El uso de CPPs representa una estrategia muy versátil para atacar blancos intracelulares para los que no 

existen pequeñas moléculas [476, 477] a tal punto que con el nombre de “TransMabs” este tipo de anticuerpos 

modificados ha sido considerado la nueva generación de anticuerpos terapéuticos [478]. En tal sentido, se ha 

reportado el uso de este tipo de modificaciones en VHHs para generar “trans-nanoanticuerpos” con capacidad de 

penetrar células [370, 479]. Además, numerosos ejemplos de inhibidores presentados en la Tabla 1 consisten en 

péptidos estabilizados por grapas de hidrocarbono” (hydrocarbon-stapled peptides) con capacidad de penetrar 

células, haciendo de los paratopes de los VHH8c y VHH19a, excelentes candidatos para inhibir el ensamblado de 

BLV mediante la introducción de este tipo de péptidos en la célula infectada. El desarrollo de líneas reporteras de 

infección por BLV viene siendo llevado a cabo en nuestro laboratorio, siendo un aliado fundamental a la hora de 

evaluar el efecto antiviral de los nanoanticuerpos modificados o de los péptidos derivados de estos, con el objetivo 

de identificar posibles “hits” que lleven a la identificación de “compuestos líderes” basados en estos VHHs [480].  

Cuando comparamos ambos clones entre sí, encontramos que el VHH19a presenta una actividad inhibitoria incluso 

mayor a la del VHH8c. Estas observaciones deben ser evaluadas y confirmadas en forma inequívoca, mediante la 

realización de experimentos de autoensamblado por duplicado en diversas condiciones, para lo cual sería 

extremadamente útil optimizar el diseño experimental con el objetivo de reducir los requerimientos de proteína 

(condiciones que potencien el ensamblado, placas de 384 pocillos, aumento de la sensibilidad, etc.). Además, la 

determinación de la Kd del VHH19a en forma precisa podría ayudar a entender la relación entre la afinidad de los 

VHHs y la capacidad de inhibición del autoensamblado de la cápside. 



 
El autoensamblado de cápsides virales es un proceso autorregulado donde la baja afinidad entre subunidades 

asegura la formación de intermediarios viables en baja proporción permitiendo la formación de agentes nucleantes, 

sin comprometer la disponibilidad de subunidades libres para formar las estructuras supramoleculares resultantes. 

En tal sentido, un aumento de la afinidad entre subunidades desplazaría el equilibrio hacia la formación de 

intermediarios en lo que se conoce como “trampa cinética”, reduciendo así la concentración de subunidades libres 

y favoreciendo la creación de estructuras supramoleculares incompletas, amorfas o no funcionales [481]. Los altos 

niveles de inhibición logrados con nuestros VHHs, nos lleva a preguntarnos si es posible aumentar el efecto 

inhibitorio mediante un aumento de la afinidad o si esto nos colocaría en un escenario donde los inhibidores queden 

secuestrados en una suerte de “trampa cinética” dando lugar a niveles de inhibición más bajos. En tal sentido el 

análisis de inhibición de VHHs capaces de reconocer los mismos epítopos con mayor afinidad puede ayudar a 

responder esta pregunta. 

La identificación de los contactos moleculares entre ambos VHHs y CABLV, representa una estrategia interesante 

para mejorar la afinidad conservando el epítopo y así evaluar el efecto de la afinidad sobre el autoensamblado, 

pero también para comprender el mecanismo de inhibición. Esto permitiría entender mejor las bases biofísicas del 

proceso de autoensamblado de las cápsides virales y podría ser de gran utilidad durante el proceso de selección de 

nuevos y mejores inhibidores.  

Los mecanismos de inhibición del ensamblado de cápside en HIV son múltiples. Por ejemplo mediante interacción 

directa con las superficies de contacto en la lattice hexagonal a nivel de NTD (CAP-1 y CAP-2 con afinidades de 800 

µM y 50 µM, respectivamente [230]) o CTD (CAC-1  con afinidades de 50 µM[241]); deformación de dominios 

alterando estas interfaces (BM4 [231]); interacción con bolsillos hidrofóbicos emulando interactores celulares como 

Nup153 o CPSF6 (PF74 [234, 235] y BI-2[236]) estabilizando la estructura y compitiendo con los procesos asociados. 

La interacción de factores de restricción celular como TRIM5α con CAHIV ha demostrado inducir una rigidificación 

global la cápside que se transmite alostéricamente afectando los contactos intermoleculares de toda la estructura 

sin ser necesaria la interacción específica con las interfaces individuales [482]. 

Podemos concluir que los VHH8c y VHH19a a concentraciones subestequiométricas 20 veces por debajo de la 

concentración de CABLV, son capaces de reducir la velocidad de autoensamblado entre 30-50%, mientras que los 

niveles de ensamblado se reducen a un 60-80%. Cuando las concentraciones de los VHH8c y VHH19a se aumentan 

alcanzando concentraciones subestequiométricas 5-8 veces inferiores a la de CABLV, la inhibición es completa. Los 

experimentos de inhibición fueron realizados con concentraciones de CABLV de 1 mM, representando un ambiente 

con crowding molecular similar al que podríamos encontrar en la partícula viral.  

Lamentablemente la obtención de datos estructurales a partir de complejos de VHH y CABLV no fue posible a pesar 

de los esfuerzos realizados para obtener proteínas solubles homogéneas y sin partes móviles o poco estructuradas. 

La baja afinidad del VHH8c podría explicar al menos parcialmente, la imposibilidad de obtener cristales de 

complejos con este clon. Por su parte en el caso del VHH19a no contamos con datos cuantitativos de afinidad y la 

obtención de cristales a partir de mezclas equimolares de NTD y VHH, nos alientan a continuar por esta vía 

intentando dilucidar la estructura tridimensional de complejos e identificar los contactos moleculares de los 

estabilizan. 

Nuestro grupo encontró que la plasticidad conformacional de los contactos intermoleculares de CABLV en la lattice 

hexagonal tienen relevancia en el ensamblado de la misma [53], y si bien necesitamos entender mejor los 

mecanismos de inhibición de los nanoanticuerpos seleccionados, los mismos podrían generar efectos que se 

transmiten alostéricamente al resto de la estructura bloqueando el ensamblado. 

La obtención de la estructura tridimensional del VHH8c por difracción de rayos X, permitió evidenciar una proteína 

polar y un paratope con topología planar, presentando algunos residuos hidrofóbicos expuestos fundamentalmente 



 
en el CDR1. Esto, junto con los resultados de caracterización termodinámica por ITC y la conservación de estos 

residuos hidrofóbicos a nivel de secuencia en el CDR1 permite hipotetizar que la interacción con este dominio se 

de a través de las caras planas del CTD donde se presentan parches hidrofóbicos con implicancias en el ensamblado 

de la red de hexámeros. Dado que una de las caras se ubica hacia la parte externa del hexágono interactuando con 

su homóloga en el hexámero adyacente y la otra contacta directamente con el NTD del protómero adyacente en el 

mismo hexámero, identificar cuál de estas es el blanco del VHH8c tiene profundas implicancias en el mecanismo de 

inhibición. 

La estructura helicoidal del CDR1, la exposición de residuos hidrofóbicos en el paratope, la presunta interacción con 

superficies relativamente plana a través de contactos hidrofóbicos, la afinidad en el entorno de 10 μM y la 

capacidad de inhibir el autoensamblado de CA son características compartidas con el péptido inhibidor de HIV: CAI 

[243, 244]. El péptido CAC-1 (mimético de la hélice 9 de HIV) también guarda diversas similitudes con este loop 

helicoidal. Ante la ausencia de datos estructurales de complejo VHH8c/CTD, los contactos establecidos entre CAI o 

CAC-1 y el CTDHIV, se presentan como un buen punto de partida para la realización de predicciones de la orientación 

de ambas moléculas por modelado molecular (“molecular docking”). En este mismo sentido, el loop helicoidal del 

CDR1 podría ser per se un inhibidor del ensamblado de CABLV.  

A modo de conclusión, la obtención de la estructura tridimensional del VHH8c a alta resolución en conjunción con 

los datos termodinámicos obtenidos por ITC y el mapeo epitópico realizado, permitieron identificar dos posibles 

sitios de contacto a nivel del CTD. 

La naturaleza de los contactos moleculares entre los VHH y CABLV tienen estrecha relación con los mecanismos de 

formación de la lattice y los mecanismos de inhibición de la formación de esta. La obtención de VHHs diferentes 

con capacidad de inhibir el ensamblado de la lattice hexagonal por mecanismos diferentes se presenta además con 

una herramienta útil para esclarecer los mecanismos del autoensamblado, identificar intermediarios del proceso y 

diseñar inhibidores específicos dirigidos a bloquear la formación de estos o los arreglos supramoleculares a partir 

de estos. 

A modo de conclusión general, este trabajo describe la generación y caracterización de dos nanoanticuerpos con 

capacidad de reconocer en forma específica y diferencial los dominios NTD y CTD de CABLV con afinidades 

relativamente bajas e inhibir el autoensamblado in vitro de la misma en condiciones de “crowding” molecular 

semejantes a las encontradas en el interior de la partícula viral. 

Los resultados obtenidos apoyan además la idea de que dichas interacciones podrían darse también a nivel del 

precursor Gag, y tener implicancias similares en el ensamblado del virión. Estas moléculas representan el primer 

ejemplo conocido (hasta donde alcanza nuestro conocimiento) de moléculas generadas para inhibir el 

autoensamblado de la cápside del BLV. 

La estructura tridimensional de uno de estos nanoanticuerpos fue resuelta a 2.1 A y depositada en la PDB (6OC8) 

permitiendo junto con el resto de los resultados obtenidos en esta tesis y el conocimiento previo acerca de los 

contactos moleculares que estabilizan la lattice hexamérica de la cápside de BLV, formular una hipótesis respecto 

a los posibles sitios de interacción y los posibles mecanismos de inhibición del autoensamblado de CABLV. 

 

 

 

 



 
  



 

 

Los nanoanticuerpos generados en este trabajo y los datos obtenidos a partir del análisis de estos en solución y de 

la interacción con la proteína CABLV, representan una herramienta útil para diseñar posibles aplicaciones en el 

campo de la investigación básica del BLV y para definir estrategias de inhibición del autoensamblado de las cápsides 

de retrovirus. Por otro lado, diversas preguntas e hipótesis relacionadas al mecanismo de autoensamblado y su 

inhibición fueron delineadas en este trabajo. En conjunto, estos elementos generados a partir del presente trabajo 

dejan la puerta abierta a una serie de trabajos cuya realización deberá ser llevada a cabo en un futuro más o menos 

cercano. 

Algunos trabajos que se presentan en el horizonte cercano tienen que ver con aquellos objetivos que no pudieron 

ser alcanzados en esta tesis. Por ejemplo, la afinidad de la interacción del VHH19a con el dominio NTD, no pudo ser 

medida con precisión en este trabajo, y en este sentido nos proponemos llevar a cabo abordajes experimentales 

utilizando estrategias diferentes y/o técnicas ortogonales. Para ello nos planteamos realizar experimentos de SPR 

capturando el VHH19a biotinilado en un chip con estreptavidina, intentando minimizar la heterogeneidad en la 

inmovilización. La implementación de variantes experimentales como ensayos de SPR por competición inyectando 

CABLV o NTD en presencia de cantidades crecientes de VHH19a sin biotinilar (cuya construcción también fue 

generada en esta tesis) podría ser de utilidad para medir la afinidad en condiciones de equilibrio. Otras técnicas 

para medir constantes cinéticas de afinidad como interferometría de biocapa (BI por “biolayer interferometry”) o 

afinidad en equilibrio por ultracentrifugación analítica (AUC por “analytical ultracentrifugation”), termoforesis a 

microescala (MST por “microscale thermophoresis”), entre otras podrían ser de utilidad. La generación de mutantes 

diseñados a partir de las estructuras de CABLV formando arreglos hexaméricos y la purificación de hexámeros 

estabilizados por puentes disulfuro permitiría evaluar la interacción con el VH19a y comenzar a entender el 

mecanismo de inhibición del autoensamblado y llevar a cabo estudios estructurales. Incluso si dicho 

nanoanticuerpo es capaz de interactuar con los hexámeros, se podrían llevar a cabo experimentos por ITC. 

Dado que las afinidades de los nanoanticuerpos obtenidos son relativamente bajas, resulta interesante analizar la 

estabilidad conformacional de CABLV o sus dominios en diferentes condiciones usadas durante las rondas de panning 

por phage display. En tal sentido, técnicas como por dicroísmo circular (CD) para detectar cambios en la estructura 

secundaria o técnicas como microcalorimetría diferencial de barrido de temperatura (DSC) o nano fluorimetría 

diferencial de barrido de temperatura (nanoDSF por “differential scanning nano fluorimetry”) para análisis de 

termostabilidad de moléculas en diferentes condiciones pueden ser de muchísima utilidad. En caso de que la 

estabilidad conformacional se vea comprometida en las condiciones de panning utilizadas en este trabajo, sería 

ventajoso hacer un nuevo panning por phage display a partir de la librería preinmune generada en esta tesis, 

utilizando competidores como por ejemplo CABLV en solución o los propios VHH8c y VHH19a purificados, dando 

ventaja a aquellos clones de mayor afinidad.  

Además, se continuará con la caracterización de los nanoanticuerpos obtenidos por phage display con CABLV como 

competidor (realizado en paralelo por Martin Rossotti), los cuales evidenciaron resultados preliminares que 

sugieren una afinidad mayor por CABLV. 

Los datos estructurales del VHH8c obtenidos en este trabajo representan un primer paso hacia la identificación de 

los contactos moleculares que gobiernan la interacción. La implementación de técnicas computacionales como 

modelado por “docking” de las superficies de contacto, simulaciones por dinámica molecular y modelado molecular 



 
utilizando datos de secuencia aminoacídica e identificación de residuos conservados, podrían ser de utilidad en la 

identificación de residuos clave para realizar experimentos de mutagénesis (donde la información estructural de 

péptidos formando complejos con CAHIV puede ser un buen punto de inicio). Otras alternativas como evolución 

dirigida, mediante introducción de variabilidad en regiones clave seguido de análisis funcional, o experimentos de 

cross-linking e identificación de residuos clave por espectrometría de masas también deberán ser puestas al servicio 

de la modificación de manera racional para aumentar la afinidad.  

La introducción de mutaciones en las regiones de CABLV que según nuestra hipótesis son importantes en la 

interacción con los VHH, también representa una estrategia útil para identificar es sitio antigénico y en el caso de 

generación de clones con diferentes afinidades, para identificar aquellos que se unen a través del mismo epítopo. 

La obtención de nanoanticuerpos con capacidad de reconocer el mismo epítopo con afinidades diferentes puede 

resultar una estrategia muy efectiva para entender la relación entre afinidad e inhibición del ensamblado, 

permitiendo reunir información para dirigir las características de los futuros inhibidores. 

Otro elemento que resulta crucial para analizar la potencialidad de estos nanoanticuerpos es entender si el efecto 

de inhibición del autoensamblado de CABLV in vitro se traduce en un efecto similar en un contexto celular o de la 

partícula. Para ello puede ser muy útil expresar los VHH generados aquí, en células productoras de VLPs 

(desarrolladas recientemente en nuestro laboratorio) donde no existe la enzima PR y por tanto la maduración no 

tiene lugar, evaluando su efecto a nivel de Gag. Esto permitiría identificar la capacidad inhibitoria de los VHH a dos 

niveles: en la célula impidiendo la formación de la partícula inmadura y en la propia partícula evitando la 

maduración de la partícula a través de la formación de la cápside viral. También puede ser útil llevar a cabo la 

expresión de los VHH en células productoras de partículas, o insertar CPPs a los VHHs para internalizarlos en células 

productoras de partículas y midiendo después la formación de estás. 

La producción de VHHs en líneas reporteras de infección por BLV, por ejemplo, permitiría determinar si los VHH 

producidos en este trabajo son además capaces de desensamblar la cápside cuando es internalizada conduciendo 

la infección a un callejón sin salida. 

Del mismo modo que con los VHHs, la identificación de inhibidores a partir de librerías de compuestos de bajo peso 

molecular es otra alternativa interesante.  Para ello, diseñar un método para cuantificar la capacidad inhibitoria del 

autoensamblado utilizando cantidades más bajas de proteína es crucial, por ejemplo, utilizando placas de 384 

pocillos, identificando y seleccionando condiciones experimentales que potencien el proceso de autoensamblado, 

o utilizando técnicas alternativas de detección como fluorescencia intrínseca o nano fluorimetría de barrido de 

temperatura (nanoDSF). 

En el caso de obtener clones de mayor afinidad, evaluar diferentes alternativas en investigación básica (ver la 

discusión general) podría ayudar a responder otras cuestiones relacionadas con la biología del BLV. En particular el 

uso de VHH de alta afinidad capaces de unirse a CABLV podrían ser modificados mediante introducción de 

mutaciones desestabilizantes en las regiones FR. Dichos VHH se producirían acoplados a fluoróforos de modo que 

la interacción con el antígeno devuelva la estabilidad rescatándolos de la vía proteasómica y emitiendo una señal 

de fluorescencia que permita clasificar y separar las células. Este diseño experimental permitiría identificar aquellas 

células infectadas por BLV que abandonan el estado de infección latente, así como estudiar los estímulos externos 

que generan este cambio.   



 

 

 

17b      QVQLQESGGGLVQSGGSLTLSCVVSGVDFSDDPMAWYREAPGQQREFVAVISS-GGIPNY 59 

23b      QVQLQESGGGLVQSGGSLTLSCVVSGVDFSDDPMAWYREAPGQQREFVAVISS-GGIPNY 59 

31b      QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCAGSGTMFGMLNIAYYRQAPGRQREFVAGLGR-GGYIRY 59 

42c      EVQLVESGGGMVQAGGSLRLSCVGSGSIFSRLNVGYYRQAPGKEREFVAGISR-GGHTFY 59 

8c       EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASASIFRALNVGYYRQTPGRQRELIAGISG-GGSTHY 59 

51a      QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCVAHGNILRANPLGWYRQAPGKQRELVITRTGSIGV-DI 59 

19b      QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFGNSPMSWHRQAPGKGLEGVSDITS-SGIATY 59 

41a      EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGGALSSYHMAWFRQAPGKEREFVARLTKRIGNTYY 60 

         :*** :**** ** **** ***.  .  :    :.:.*::**:  * :       *     

 

17b      DSSVRGRFTISRDNDKKMVYLQMNSLKPEDTAVYYCNRGRLPG----FTPWGQGTQVTVS 115 

23b      DSSVRGRFTISRDNGKKTVYLQMNSLKPEDTAVYYCNRGRLPG----FTPWGQGTQVTVS 115 

31b      ADPVKGRFTISADNANNRVDLQMNSLKPEDTAVYYCNAGPTLTSGVPGPHWGQGTQVTVS 119 

42c      ADPVKGRFTISTDNAENRVDLQMMSLKPEDTAVYFCNAGPTLTSGVAGPFWGPGTQVTVS 119 

8c       ADPVKGRFTISRDNAKNRVDLQMNNLKPEDTAVYYCNAGPTLTTGDAGPYWGQGTQVTVS 119 

51a      ADAVKGRFRIYRDNAKNTVDLQMNSLQTEDTAIYYCYYRDRD---VGIDYWGQGTQVTVS 116 

19b      ADSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMSNLKPEDTARYYCARGGRN---IYMGPYGQGTQVTVS 116 

41a      IDSVKGRFTISKDNAKNTLYLQMNSLNPEDTALYFCAAGSYI---DEYEYWGQGTQVTVS 117 

          . *:*** *  ** :: : *** .*: **** *:*              :* ******* 

 

17b      S 116 

23b      S 116 

31b      S 120 

42c      S 120 

8c       S 120 

51a      S 117 

19b      S 117 

41a      S 118 

         * 
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