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1. RESUMEN

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 enzodtica (LBE). Esta es una
enfermedad transmisible que permanece asintomdtica en el 65% de los animales infectados, causando una
linfocitosis persistente caracterizada por la expansién 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 periodo largo y
variable de varios afios.

La LBE representa una amenaza importante para la industria lactea en paises con alta prevalencia y falta de
programas de control. Ademds, el BLV esta altamente relacionado con el HTLV-1 (un retrovirus linfotrépico de
células T de humanos), representando un excelente modelo animal para evaluar y comprender los procesos
leucemogénicos y los detalles alin no revelados del ciclo viral. Uno de los pasos en el ciclo retroviral que permanece
parcialmente comprendido es el desnudamiento de la capside en la fase temprana del ciclo y el ensamblado de las
proteinas Gag / CA durante el proceso de brotacion / maduracién.

Nuestro objetivo es desarrollar interactores contra la proteina de la capside de BLV (CAgw), con el fin de generar
herramientas para modular el auto-ensamblado de la capside. Para ello, generamos y caracterizamos anticuerpos
de cadena pesada (hcAb del inglés “heavy chain antibodies”) contra CAg.y y evaluamos su efecto inhibitorio de los
dominios variables expresados en forma recombinante (VHHs o nanoanticuerpos), sobre el autoensamblado de
CAg.y in vitro.

Para este fin, inmunizamos una llama con CAgy recombinante y obtuvimos por “phage display” una biblioteca de
VHHs especificos. Los mismos fueron clasificados y seleccionados de acuerdo con diversos criterios, expresados en
el espacio periplasmico de E. coli y purificados. Dos de ellos fueron caracterizados en solucién, asi como su
interaccion con CAgyy, utilizando técnicas bioquimicas, biofisicas y estructurales.

Los dos nanoanticuerpos purificados y caracterizados son capaces de reconocer especificamente diferentes
dominios de CAgy, mostrando buena estabilidad y solubilidad incluso a altas concentraciones (80 mg/ml). Los
experimentos de interaccion mostraron baja afinidad de unidn, con valores de K4 (cuando fue posible medirla) en
el orden de uM bajo.

Por su parte el autoensamblado de CAgw in vitro se evaludé en condiciones de “crowding” macromolecular
impuestas por la alta concentracién de CAgwy, en presencia de concentraciones subestequiométricas de
nanoanticuerpos. El ensamblado se redujo en un 30-50% en presencia de VHHSs a una relacidn subestequiométrica
de 1:20 y fue completamente inhibido con VHHs a relaciones subestequiométrica de 1:5. Ademas se realizaron
diversos abordajes para resolver la estructura tridimensional de los complejos por difraccion de rayos X,
resolviéndose la estructura de uno de los VHH a alta resolucion.

Aqui mostramos que los nanoanticuerpos son muy buenos inhibidores del autoensamblaje de CAgy €n un entorno
con alta concentracién de la proteina de capside, tal como ocurre en las particulas retrovirales. En funcién de
nuestros resultados proponemos estos VHHs como posibles "hits" para disefiar inhibidores de la maduracion viral
y no descartamos su capacidad para impedir el autoensamblado de la proteina Gag en la brotacién viral,
requiriéndose experimentos adicionales en un contexto celular.
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5. INTRODUCCION

5.1. LEUCOSIS BOVINA

La “leucosis” bovina fue reportada por primera vez hace casi 150 afios, como la presencia de nédulos amarillentos
en el bazo agrandado en bovinos. Estos tumores tienen la capacidad de infiltrar otros tejidos (higado, corazén, ojos,
piel, pulmones y nodos linfaticos) y son el resultado de la acumulacién de células B transformadas (leucémicas). Se
han descripto dos formas de leucosis en bovinos: |a leucosis bovina esporadica y la leucosis bovina enzoética (LBE).
La ocurrencia de la leucosis bovina esporadica es baja, representa una enfermedad no transmisible y no se conoce
su etiologia, mientras que la leucosis bovina enzoética es una enfermedad transmisible, cuyo agente etioldgico 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 esta ademas conformado por los virus linfotrépico de células T de humanos (HTLV-1, HTLV-2 y
HTLV-3), los virus linfotrépicos de células T de simios (STLV-1, STLV-2 y STLV-3). [4]. Los virus BLV, HTLV-1y 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-1y STLV-1).

SIV-agm Hjv-1

Figura 1: Analisis filogenético de retrovirus. El andlisis de secuencias se realizé a partir de las secuencias del gen
pol de diversos retrovirus. Extraido de [5].

BLV causa la antes mencionada leucosis bovina enzodtica mientras que HTLV-1 causa diversas patologias como
leucemia a células T del adulto (ATL por “adult T-cell leukemia/lymphoma”), desérdenes inflamatorios como la
paraparesia espastica tropical o mielopatia asociada al virus HTLV-I (TSP/HAM por “tropical spastic paraparesis or
HTLV-l-associated myelopathy”) y uveitis, afecciones dermatoldgicas y otras afecciones (algunas asociadas a
infecciones oportunistas)[6]. En simios STLV-1 causa una enfermedad linfoproliferativa con sintomatologia similar
a la observada en humanos infectados con HTLV-1 [7].
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La forma mas evidente de LBE es la proliferacion local de células B en diversos tejidos y el agrandamiento de nodos

linfaticos dando lugar a linfomas. Esta es considerada la fase clinica de la enfermedad y tiene consecuencias letales
para el animal. Sin embargo, esta manifestacion letal tiene lugar varios afios después de la infeccidn por BLV y su
ocurrencia es baja (aproximadamente 5% de la poblacién infectada con BLV). De hecho, la mayoria de los animales
infectados (dos tercios) se presentan asintomaticos y apenas un tercio de estos presenta linfocitosis persistente
(LP) caracterizada por un incremento permanente y relativamente constante del nimero de linfocitos B en sangre
periférica, lo que se considera una manifestacién benigna de la enfermedad [2]. La progresién de la enfermedad en
el ganado infectado por BLV, se ve reflejada por el proceso leucemogénico descrito en forma resumida mas
adelante (Figura 2).

Los hospederos naturales de BLV son el ganado doméstico, cebu y bufalo de agua, no obstante otros animales como
ovejas, conejos, ratas, pollos, cerdos, cabras y alpacas pueden infectarse experimentalmente [8]. En particular la
infeccidn de ovejas con BLV, da lugar al desarrollo de linfomas con alta frecuencia y en menor periodo de tiempo
[9], constituyéndose en un modelo animal mas accesible para estudiar los procesos de infeccion y leucemogénesis.

55% de individuos infectadosuml infect 5% de individuos infectados

Fase Asintomatica Linfocitosis persistente (FASE BENIGNA) Leucemia (FASE CLINICA)
-
L

e e
) |
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Expresion Tax B ———

@ Linfocito sin infectar

@ Clon de linfocito infectado no expandido/persistente (integracion proviral sin afectar “cancer drivers” )

‘ Clon de linfocito infectado expandido/persistente (integracién proviral afectando “cancer drivers”)
~
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Figura 2: Modelo de leucemogénesis por BLV. Después de la infeccién viral, el destino de los linfocitos depende
del sitio de integracion proviral. Aproximadamente 30% de las células infectadas entran en la fase policlonal
asintomatica cuando el virus se integra en sitios cercanos a genes asociados a cancer (“cancer drivers”). Cuando la
insercion afecta la funcionalidad de estos  genes, dichos clones ven alterada su
persistencia/supervivencia/expansion (clones verdes). Por su parte los clones en los que la insercidn no afecta estos
genes muestran una supervivencia moderada (clones violetas). La contribucién relativa de cada clon infectado a la
poblacién policlonal de células infectadas estd dada por diversos factores: perturbacién de genes relacionados con
cancer (cancer drivers), expresidon de proteinas promotoras del crecimiento celular: Tax y AS (HBZ en HTLV-1) y
seleccidon negativa de clones a cargo de la respuesta inmune por linfocitos T citotdoxicos (respuesta CTL por
“cytotoxic T lymphocytes”). La sobrevida de los linfocitos seleccionados favorece la acumulacién de mutaciones
somaticas (clones verdes con inserciones rojas) para dar lugar a la fase leucémica o fase clinica (clones naranjas con
inserciones rojas). Se considera que esta etapa se alcanza en aproximadamente el 5% de los individuos infectados
después de varios afios (décadas en el caso de HTLV-1) conduciendo rapidamente a la muerte del individuo.
Adaptado de [10] con aportes de [3].

La transmisidon del BLV se da tanto en forma vertical (gestacion, parto y lactancia) como horizontal (entre
individuos). La transmisidn vertical por transferencia transplacentaria o durante el periparto ha sido documentada
y podria representar entre 10-25% de las infecciones[11-13], mientras que la alimentacidén de terneros via calostro
es una oportunidad para recibir anticuerpos especificos contra BLV pero también una fuente de transmision,
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requiriéndose la aplicacion de procedimientos de inactivacion como congelado/descongelado, secado o
pasteurizacion[14].

Sin embargo, la principal forma de transmisién de BLV es la horizontal por transferencia de células infectadas
presentes en sangre, semen o secreciones mucosas. Ciertos insectos hematdfagos podrian jugar también un rol
importante en la propagacién del virus. La principal causa de transmisién horizontal depende de la realizacién de
procedimientos veterinarios iatrogénicos utilizando materiales contaminados con sangre de animales infectados
(jeringas, instrumentos para tatuaje o desguampado, guantes para palpacidn rectal, etc.) [13]. La implementacién
de practicas que apunten a reducir la transmisidn por esta via ha sido identificada como la principal via para reducir
la prevalencia del BLV en rodeos ganaderos[15, 16].

Los eventos tempranos que dan lugar al establecimiento de la infeccion por BLV en un nuevo individuo son
desconocidos. La primoinfeccidn ocurre con la entrada de células alogénicas infectadas a través de sangre, semen
o leche materna. El establecimiento de la infeccién en los nodos linfaticos es importante en diversos virus
linfotrépicos (HIV, SIV o HTLV-1) y BLV no es la excepcion. En ovejas infectadas con BLV se detecta una répida
respuesta inmune (4-6 dias post infecciéon) no obstante la transmisién de BLV a linfocitos B productores de IgM
continla 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/macréfagos)[18],
las principales células infectadas por este virus son los linfocitos B (MHCII+, IgM+, CD5+, CD11b+)[2].

La deteccidn de proteinas y particulas 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 proporcion de células productoras de particulas 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 expansién clonal de los linfocitos[2].

Ciertos retrovirus animales (Alpharetrovirus y Gammaretrovirus) generan tumores mediante la activacién de
oncogenes virales o activacion insercional de protooncogenes celulares. Histéricamente 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 activacion insercional de proto-oncogenes celulares[19]. Ademds estos virus no
poseen secuencias de origen celular tipicas de oncogenes[20, 21]. Actualmente se sabe que la regidn 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 proteinas reguladoras: Tax (activador
transcripcional de la expresion viral y de la via NF-kB), Rex (exportacion nuclear de ARNm virales), R3 y G4
(relacionadas con el mantenimiento de la carga viral). Las proteinas Tax y G4 poseen ademas potencial oncogénico,
y de hecho Tax ha sido propuesta como la responsable de la inmortalizacién selectiva de linfocitos B CD5+
(productores de IgM) en la etapa de linfocitosis persistente, dando ventaja a éstos para que un segundo evento de
seleccion (mutacion de p53, polimorfismos del gen BoLA —homadlogo de MHC tipo Il en vaca- y del promotor de gen
TNF-a) complete el proceso de transformacién leucémica [3]. La organizacién gendmica 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 proteina expresada tienen junto a Tax, gran relevancia el proceso
leucemogénico: el gen hbz[22]. Recientemente fue reportado un ARN antisentido con similares caracteristicas en
BLV[23] y su implicancia en el proceso tumorogénico sefialada como de gran relevancia junto con la activacion
insercional (Figura 2)[10]. En referencia a este ultimo punto, estos autores detectaron que la insercién 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 cancer o “cancer drivers”. Por Ultimo, destacamos la presencia de una region
ubicada a 3’ de env que bajo el control del promotor de la ARNpol Il es capaz de codificar micro ARN con capacidad
de regular el proceso oncogénico[8].
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La epidemiologia de la LBE presenta una distribucion mundial con valores de prevalencia variables. En Europa se

han aplicado importantes y exitosas campanas de control y vigilancia, logrando erradicar la LBE en la mayoria de
los paises de Europa Occidental (en algunos paises existen regiones declaradas libres de LBE) y reducir notoriamente
su prevalencia en el resto de los paises 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 erradicacién desde 1996 y 1983 respectivamente. En Norteamérica, EE.UU. y Canada reportan una alta
prevalencia de LBE sobre todo en rodeos lecheros. Por su parte Sudamérica presenta también altos valores de
prevalencia en la mayoria de los paises, mientras que en Asia y Africa algunos paises se presentan como libres de
BLV[24].

En Uruguay no hay datos oficiales de prevalencia de infeccién por BLV, no obstante algunos reportes y estudios
previos indican que la situacidon no es muy diferente de los demas paises con sistemas de produccidn similar y sin
programas de erradicacién: valores de prevalencia muy variables entre establecimientos, con mayor prevalencia
individual en establecimientos de mayor tamafio y manejo mas 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 exposicién a las técnicas de manejo iatrogénicas [28]. A esto se suma la seleccidon de animales negativos para
exportacion de ganado en pie (impuesta por algunos mercados), haciendo que la prevalencia de BLV en Uruguay
tienda a aumentar (Acta N°84, Comisidon Nacional Honoraria de Salud Animal, (CONAHSA), 2005). Un estudio
reciente sobre la situacién en EE.UU. muestra resultados de prevalencia similares y destacan el aumento de la
misma a nivel pais, haciendo hincapié en la importancia de esta enfermedad en la industria lactea y la necesidad
de tener en cuenta estos resultados para tomar acciones que tiendan a revertir la situacidn, atendiendo
principalmente a la implementacion de medidas para disminuir la transmision del virus[29].

La LBE tiene un impacto significativo desde un punto de vista econdmico en el descenso de la productividad a nivel
local y la pérdida de mercados internacionales, en relacién al aumento de la mortalidad [30], |a alteracién del
sistema inmune del ganado infectado y el aumento concomitante de otras patologias infecciosas [31], |a restriccion
de la exportacion de ganado en pie infectado y la restriccion de la exportacion de semen y de embriones infectados.
Varios trabajos muestran una clara asociacién entre la infeccién con BLV y la disminucidn de la produccién de leche
(2,5 a 3,5%), la disminucion de los tiempos de sobrevida y el aumento de enfermedades infecciosas (mastitis,
diarrea y neumonia)[32-34].

Desde el punto de vista zoonético, 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 multiples trabajos cientificos [35-
37]. De todos modos la presencia de ADN proviral en leche fresca y carne cruda para consumo humano [38] y la
deteccion de anticuerpos contra proteinas de BLV en humanos [39] ha mantenido un velo de incertidumbre en
torno al tema. En los ultimos afios, la duda ha sido reavivada debido a la asociacion de este virus con cancer de
mama en humanos, por parte de algunos autores [40-44]. Otros han presentado evidencia en contra de esta
asociacion [45, 46] manteniendo cierto grado de controversia que ha propiciado la revisién de evidencia a favory
en contra, por parte de diversos autores. Diferentes virus con potencial oncogénico (entre ellos BLV) han sido
relacionados con cancer de mama en humanos, sin embargo a la fecha no existen evidencias concluyentes de
asociacion directa entre virus y esta enfermedad [13, 47, 48]. Para terminar la controversia al respecto, seria
necesario aislar una particula de BLV a partir de tejido mamario, leche materna o leche/carne para consumo
humano [49], lo cual se ve dificultado por la baja produccién de viriones por parte de BLV.

HTLV-1 es uno de los virus mas oncogénicos y probablemente uno de los carcindgenos humanos mas potentes [50].
La biologia de HTLV-1 y los procesos leucemogénicos que conducen al estado tumoral de las células infectadas
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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
qgue pertenecen a la misma subfamilia de retrovirus, poseen similar organizacién gendmica y comparten la
caracteristica de infectar y transformar células hematopoyéticas [52].

El estudio de BLV puede aportar informacién extrapolable a otros retrovirus menos relacionados. Un ejemplo de
esto es el estudio estructural a nivel atdmico de la cdpside nativa de BLV realizado por nuestro grupo [53] y
publicado junto al trabajo de Gres en HIV [54], aportando informacidn respecto a los contactos moleculares entre
proteinas de la capside, aplicable a retrovirus en general.

5.2. RETROVIRUS Y CAPSIDES RETROVIRALES

En esta seccién haremos una revisién general de los retrovirus, aprovechando la vasta bibliografia 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 particula madura y el ciclo replicativo, haciendo
hincapié en aquellos aspectos relacionados con la capside o donde esta juega un rol protagdnico. Finalmente
dedicaremos dos secciones a resaltar la importancia de ésta en el diagndstico de la LBE y como posible blanco
terapéutico contra este retrovirus.

5.2.1. GENOMA

El genoma de BLV esta formado por dos copias idénticas de ARN simple hebra de polaridad positiva (ARNss+) lineal
y no segmentado, con tamafio relativamente pequefio de alrededor de 8 Kb. La Figura 3 presenta en forma
esquematica el genoma de BLV con elementos caracteristicos de retrovirus (ademds de elementos propios de este
virus) y también los respectivos productos de transcripcion y traduccion.

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 region codificante consta fundamentalmente de tres genes
principales: gag (por “group specific antigen”), pol (por “polymerase”) y env (por “envelope”) ademas de un
conjunto de genes reguladores codificados por la regidén X, caracteristica de los llamados “retrovirus complejos”
(deltaretrovirus, epsilonretrovirus, lentivirus y spumavirus). La regidon 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 caracteristicas
entre si, pero comparten las secuencias att necesarias para la integracion proviral; U3 posee ademas elementos
actuantes en cis, implicados en la expresion de los genes virales. Entre U5 y la regidn codificante se encuentran el
sitio de unidn al cebador pbs (por “primer binding site”) donde inicia la sintesis de la cadena de ADN negativo
durante la retrotranscripcion y la secuencia psi (W) responsable de la encapsidacion del ARN viral. A continuacion
de la regidn 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 sintesis del ADN de
la cadena positiva durante la retrotranscripcion. Durante este proceso ocurre una duplicacién y translocacién de
los bloques U5 y U3, dando como resultado la formacién de una molécula de ADN bicatenaria que contiene dos
terminales idénticos LTR (por “Long Terminal Repeats”) con las secuencias U3, Ry U5 que seran conservadas luego
de la integracion [55].
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Figura 3: Genoma de BLV y sus productos de transcripcion y traduccion. Se representa el genoma de BLV con sus
elementos caracteristicos y los genes que codifica. Se incluyen los diferentes ARNs transcriptos (flechas
anaranjadas) con sus respectivas regiones codificantes o CDS (rectangulos sin relleno del mismo color) y los intrones
eliminados por eventos de splicing (lineas discontinuas). Por ultimo, se presentan las diferentes proteinas
traducidas, incluyendo precursores y los respectivos productos de protedlisis que dan lugar a proteinas funcionales.
Aquellas proteinas cuyas secuencias codificantes (CDS) integran dos exones diferentes se presentan como bloque
unidos por una linea delgada del mismo color (representando la regidn intrénica). Adaptado de [2] con aportes de
[56]y [23].

El gen gag codifica la poliproteina estructural Gag precursora de la proteina de matriz (MA), la proteina de la capside
(CA) y nucleocapside (NC), mientras que el gen pol codifica otra poliproteina precursora de las enzimas replicativas
esenciales: transcriptasa reversa (RT) e integrasa (IN) asi como la proteasa aspartica (PR) responsable del
procesamiento de Gagy Pol.

El gen env da lugar a la glicoproteina Env, una poliproteina que es clivada por una proteasa celular tipo furina para
dar lugar a las subunidades superficie (SU) y transmembrana (TM) responsables de mediar la unién al receptor
celular y fusionar la envoltura viral con la membrana plasmatica celular.

En cuanto a las proteinas codificadas por la regién reguladora X, Tax esta implicada en la replicacién viral y los
procesos de oncogénesis, y Rex controla el transporte nuclear y la traduccién de los ARN virales, mientras que R3y
G4 estan relacionados con los procesos patogénicos [55, 57].

Ademds un conjunto de tres ARN antisentido (codificados por la cadena de ADN proviral positivo) han sido
identificados recientemente, homdlogos a los que codifican HBZ en HTLV-1, una proteina relacionados con el
proceso leucemogénico [23].
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5.2.2. LA PARTICULA RETROVIRAL

La particula de BLV posee morfologia relativamente esférica al igual que todos los retrovirus (Figura 4.Ay Figura 5)
y consta de una envoltura lipidica proveniente de la célula hospedera, adquirida durante la etapa de brotamiento.
Su didmetro es variable, con valores entre 60-125 nm [2, 58]. La envoltura presenta un numero variable de
glicoproteinas de superficie, embebidas y agrupadas en forma de trimeros. Este nimero ha sido estimado en
lentivirus como HIV o SIV entre 8-14 trimeros por particula, lo cual representa un nimero excepcionalmente bajo
en comparacién con otros virus, reduciendo la eficiencia de transmisién pero también la capacidad de desplegar
una respuesta de anticuerpos neutralizantes eficiente [59, 60].

El precursor Env es expresado con un péptido lider para su presentacién 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 interaccidon 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 si por un puente disulfuro entre
secuencias conservadas, conocidas como dominios de isomerizacidn de cisteinas. Dicha isomerizacién de cisteinas
y la concomitante formacion de puentes disulfuro inter-cadenas ha sido propuesta como una de las modificaciones
ocurridas en SU y TM a raiz de la unién al receptor para dar lugar a la fusién de membranas [64, 65].

La subunidad TM atraviesa la envoltura y se dispone con un pequefio dominio expuesto hacia el espacio citosdlico,
mientras que el ectodominio forma homo-trimeros donde cada uno se mantiene ligado a una subunidad SU. Las
subunidades SU, encargadas de unirse a los receptores celulares en forma especifica exponen en su parte distal
dominios tipo mucina fuertemente glicosilados [66, 67].

Si bien la particula 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 seccidn nos ocuparemos
Unicamente de la versién madura de la misma. La cara interior de la envoltura viral se encuentra recubierta por
MA, uno de los productos de la protedlisis de Gag a cargo de la proteasa viral PR. La proteina MA posee un peso
molecular de 15-17 kDa y se ancla a la cara interna de la membrana plasmatica de la célula gracias a la adicidén co-
traduccional de un grupo miristoilo en el extremo N-terminal. La interaccidn electrostatica de MA a través de un
parche de residuos basicos con las cabezas polares de ciertos fosfolipidos de membrana como fosfatidilserina (PS),
fosfatidiletanolamina (PE), fosfaditilcolina (PC) y fosfatidilinositol 4,5-bifosfato [PI(4,5)P2], también favorecen la
interaccion de Gag con la membrana[68] y explica la abundancia en el viridn, de lipidos poco frecuentes en la
membrana celular como PI(4,5)P2 y PC.

En el interior de la particula madura encontramos el nucleo viral o “core”, conformado por la cdpside conteniendo
al genomaviral y el resto de los componentes virales. La capside retroviral es una estructura supramolecular cerrada
y pleomorfica, formada exclusivamente por subunidades CA (otro de los productos proteoliticos 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 introduccién de doce
arreglos pentaméricos de CA [70] con ubicacion variable, lo cual resulta en capsides con estructuras muy diversas
[71] (Figura 5) en contraposicidn con las capsides icosaédricas de otros virus (con forma y dimensiones definidas).
Estas unidades hexaméricas y pentaméricas representan los capsdmeros de los retrovirus.
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Figura 4: Esquema de la particula retroviral haciendo énfasis en los cambios estructurales durante la maduracién.
A) Representacion esférica de una particula viral de retrovirus con la envoltura viral proveniente de la bicapa lipidica
de la célula hospedera, presentando en la superficie los trimeros de Env (amarillo) responsables de la unién al
receptor celular y de la fusién de la particula con la célula. A la izquierda se presenta una particula inmadura con
Gag (en rojo, naranja y azul para distinguir sus dominios MA, CA y NC) tapizando la cara interna del virién 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 poliproteina Gag durante el proceso de maduracidon para dar origen a las proteinas
estructurales. A la derecha se representa la particula viral madura con Gag clivada. Tapizando la cara interna de la
envoltura se encuentra MA, y CA formando la cdpside cerrada. NC se representa ahora como esferas azules
interactuando directamente con el genoma condensado en el interior del virién. La interfaz entre los dominios NTD
y CTD de CA se representa como una linea blanca discontinua en la particula inmadura y continua en la particula
madura para remarcar los cambios estructurales a este nivel. B) Representacién de la proteina Gag y los cambios
sufridos durante la maduracidn. La proteasa PR cliva Gag liberando MA (representada como un cubo rojo con el
grupo miristoilo) 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 dara lugar a la estructura cerrada conocida como “capside” cuyo rol en las
etapas posteriores de la infeccidn son vitales.

CA es una proteina 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 region
bisagra o “linker” flexible de 4-6 residuos carente de estructura definida. La estructura secundaria de CA esta
formada casi exclusivamente por a-hélices; en HIV el NTD esta formado por siete (al a a7) y el CTD por cuatro (a8
a all) [72-74]. Por su parte en deltaretrovirus no se encuentra el loop de unién a ciclofilina ni la hélice 6, sin
embargo, se mantiene la numeracién de HIV. Las Unicas dos cadenas beta se encuentran en los primeros doce
residuos del extremo N-terminal, formando un bucle o B-hairpin estabilizado por un puente salino entre la prolina
inicial (Prol) y un aspartato conservado en la a-hélice 3 (Asps: en HIV, Aspss en BLV o Aspss en HTLV) [75]. La
estructura B-hairpin ha sido observada por difraccidén 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 aminoacidica (con excepcion del

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

A R B

RSV (Alpharetrovirus) MMTV (Betaretrovirus) MoMLV (Gammaretrovirus)

MPMV

Figura 5: Morfologia de las capsides retrovirales: A) Imagenes de particulas virales maduras obtenidas por microscopia
electrénica (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 cdpsides estdn conformadas por un numero
variable de capsdmeros hexaméricos y doce pentameros necesarios para cerrar la estructura (en rojo) [76]. B) Imagenes de
particulas maduras de diferentes géneros retrovirales obtenidas por microscopia electrdnica. Los spumavirus se diferencian
del resto de los ortoretrovirus debido a que la Gag no es procesada en las tres proteinas clasicas MA, CA y NC, tal como lo
muestran las cabeza de flecha negras [77]. C) A la izquierda se presenta una ampliacion de la imagen de particulas maduras de
HTLV-1 (presentada en B), destacando los viriones con la capside completa (flechas negras), aquellos donde no se distingue la
capside (flechas blancas) y aquellos donde la misma se distingue parcialmente (cabezas de flecha blancas). A la derecha se
presenta un modelado de las particulas numeradas, destacando la envoltura nuclear (cian), la capside (rojo) y su interior
ribonucleoproteico (beige) [78]. D) Microscopia electrénica de una particula de BLV junto a una particula en proceso de
ensamblado (flechas negras) obtenidas a partir de linfocitos de una vaca presentando linfocitosis persistente. [79].

En solucidn la CA retroviral tiende a formar agregados ordenados que emulan los arreglos que dan lugar a la capside
[80-83], y en tal sentido contamos con informacidon estructural de alta resolucidn 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 dimeros a concentraciones por encima de 10-30 uM mientras que en
deltaretrovirus se mantiene como mondmero incluso a altas concentraciones (1mM) [84]. Las condiciones
fisicoquimicas que disparan este ensamblado en solucién pueden ser diversas: temperatura, sales, pH, acidos
nucleicos, alta concentracion local de macromoléculas o “macromolecular crowding”[85], lipidos [86, 87], etc.

El auto-ensamblado de CAgLy han sido estudiado en detalle en nuestro laboratorio por Gonzalo Obal mediante el
seguimiento de la formacién de arreglos supramoleculares ordenados por turbidimetria [88, 89]. La medida de Asso
a través del tiempo permite demostrar que CAgy mantenida en HEPES 20 mM pH 7,4, 50mM NaCl es capaz de
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autoensamblar de modo concentracién dependiente, y diversas condiciones como temperatura, pH, fuerza idnica
e incluso la presencia de iones divalentes de diversa naturaleza son capaces de modular dicho ensamblado (Figura
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Figura 6: Estudio del autoensamblado de CAg.v en solucidén. A) El progreso de la reaccién de autoensamblado de
CAgvy en solucidon puede ser seguido midiendo la Asq en placas de 96 pocillos mantenidas en condiciones
controladas. Algunas de las condiciones fisicoquimicas que modulan el ensamblado son la concentracidn proteica
(B), temperatura (C), pH (D), fuerza idnica (E) y naturaleza de los iones divalentes presentes en la solucion (F).

Tomado de [89].

Los primeros datos estructurales de los dominios de CA en HIV obtenidos a alta resolucién (asi como de otras
proteinas de HIV) fueron obtenidas en la segunda mitad de la década de los 90 [73, 75, 90]. La complementacién
de datos obtenidos por microscopia electrdnica a baja resolucién a partir de mallas de hexdmeros de CAnv-1 y datos
estructurales de sus dominios obtenidos a alta resolucidon por NMR o difraccién de rayos X, permitié comenzar a
dilucidar la orientacidn de las subunidades de CA en la lattice (el NTD orientado hacia la cara externa de la capside
y el CTD hacia el interior) y los contactos que la estabilizan [91]. La identificacién de estos contactos permitid
introducir cisteinas en posiciones clave que permitieran estabilizar los capsémeros (pentdmeros y hexameros de
CA) y resolver sus estructuras a nivel atdmico [92-94]. Estos resultados fueron validados en 2015 con la dilucidacion
de la estructura tridimensional a baja resolucion de la lattice de CAuy nativa [54]. Las interacciones entre NTD (intra-
hexamero) estabilizan los capsdmeros formando anillos de seis protdmeros (o cinco en el caso de los pentameros);
a su vez la lattice se forma gracias a los contactos entre capsdmeros adyacentes mediante contactos CTD-CTD y
NTD-CTD (inter-capsémero). Existen también contactos NTD-CTD intra-CA que enrigidecen los CTD mas moviles,

estabilizando la estructura.

La elucidacion de las estructuras atdmicas de las /attice de CA nativa tanto en HIV como BLV demostraron que existe
gran homologia en los contactos entre los dominios de CA que estabilizan las capsides maduras de retrovirus
pertenecientes a géneros diferentes y ademas evidenciaron una gran plasticidad a nivel de los contactos que
estabilizan la capside [53, 54]. Esta plasticidad conformacional resulta fundamental para explicar diversos aspectos
como: la capacidad de generar regiones con diferente curvatura, la capacidad de formar hexameros y pentameros
para generar una estructura cerrada, la posibilidad de autoensamblar en diversas condiciones fisicoquimicas, la
capacidad de adaptarse frente a diversos interactores (por ejemplo factores de restriccion celulares o componentes
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del poro nuclear como se vera mas adelante) y la aptitud para mantener los contactos entre protémeros en forma

independiente de la conformacidn de éstos (por ejemplo durante la maduracion).

En el interior de la cdpside se encuentra el genoma viral condensado con NC, una proteina basica con funcién
analoga a las histonas celulares, capaz de unirse al ARN viral dando lugar a un complejo ribonucleoproteico
compacto.

Otras proteinas virales como PR, RT e IN, forman parte de la particula 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 relacién con la PR (a menudo Ilamada también retro pepsina) diremos
simplemente que es una proteina de 10-15 KDa perteneciente al grupo de las proteasas asparticas. Es capaz de
reconocer secuencias aminoacidicas especificas y en forma regulada presentando un sitio activo conformado por
homodimeros de PR. Volveremos a hablar de esta enzima cuando analicemos la fase de maduracion, no obstante
numerosas y completas revisiones pueden ser consultadas [95-99]. Por su parte la RT en el caso de HIV es un
heterodimero conformado por dos subunidades relacionadas: una grande (p66) conteniendo dominios polimerasa
y RNAsa H y otro pequefio (p51) similar (pero no idéntico) al dominio polimerasa de p66. Se cree que la subunidad
p66 es la que posee actividad catalitica mientras que p51 cumple un rol mas estructural [100]. La integrasa viral IN
asegura la transmisiéon de la informacidn viral mediante expansion clonal y en tal sentido es responsable de una de
las mayores ventajas de los retrovirus: transmitir la informacidn en forma silenciosa. El mecanismo de esta enzima,
su participacion en los complejos de importacion nuclear y la estructura del complejo pre integracidon son también
sujeto de numerosas revisiones [101-105].

Por ultimo vale destacar que buena parte de los componentes de la particula retroviral estd representada por
moléculas del hospedador, muchas de estas reclutadas en forma especifica y cumpliendo funciones importantes
en el ciclo replicativo (revisado en detalle para HIV por diversos autores [106-108]). Podemos destacar: acidos
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 retrotranscripcién actuando como cebador de la RT [55].
Diversas proteinas celulares forman también parte del virién 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 proteinas
de membrana incorporadas en la superficie del virus (ICAM-1, HLA-Il, Galectina-1, CD80, CD86, etc.) las cuales
cumplen roles funcionales como favorecer los contactos del virion y la célula hospedera, estimular diversas
cascadas de sefales y respuestas celulares (como inflamacién, apoptosis y modulacion de la respuesta inmune) e
incluso prevenir la lisis del virus por parte de las proteinas del complemento (CD46, CD55, CD59). Otras proteinas
son también incorporadas en el viridn por interaccidn con proteinas 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 proteinas de unién a actina relacionadas con la regulacion del citoesqueleto,
ubiquitina y proteinas monoubiquitiniladas (usualmente dirigidas a la via endocitica), proteinas de la familia ESCRT
(cuyas funciones han sido relacionadas el brotamiento del virion), proteinas del complejo principal de
histocompatibilidad, MHC | y Il (a menudo asociadas a presentacién de superantigenos y activacion de linfocitos),
proteinas de unidn a acidos nucleicos como por ejemplo APOBEC3G (involucrada en la inmunidad innata antiviral),
guinasas como ERK2 o Proteina quinasa A (PKA) entre otras.

5.2.3. CICLO REPLICATIVO

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 fusidon de la envoltura con la membrana de la célula hospedadora, hasta la
integracion del ADN proviral en el genoma del hospedero. La segunda fase viene a continuacién de un periodo de
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latencia de longitud variable, y se considera entre la produccidon y ensamblado de los diversos componentes virales

hasta la generacién de una nueva particula madura e infecciosa.
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Figura 7: Ciclo Viral de Retrovirus. Se representan en forma esquematica las fases temprana y tardia del ciclo replicativo con
todas las etapas descritas en mas detalle en esta seccion. Adaptado de [109].
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5.2.3.1. FASE TEMPRANA DEL CICLO REPLICATIVO

5.2.3.1.1. UNION AL RECEPTOR CELULAR Y FUSION VIRAL

El primer paso del ciclo replicativo consiste en el reconocimiento de proteinas transmembrana sobre la superficie
de la célula hospedera que actian como receptor putativo. A menudo esta etapa es precedida por un episodio de
establecimiento de contactos no especificos entre el virion y la célula a través de proteoglicanos tipo heparan
sulfato.

En BLV el receptor permanece aun elusivo [110]; de acuerdo a estudios realizados con librerias de fagos hace mas

de 25 afios el receptor de BLV corresponde a una proteina transmembrana de tipo 1 (con un Unico pasaje a través
de la bicapa lipidica)[111]. Estudios realizados por homologia de secuencia en ratdn, propusieron la subunidad &
del complejo de proteinas adaptadoras AP3D1 [112]. En 2018 se publicaron resultados in silico e in vitro sefialando
la interaccidn entre el extremo N-terminal de la proteina gp51 de BLV y la proteina AP3D1 bovina [113], no obstante
esta corresponde a una proteina citosélica 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 proteina CD4 (una glicoproteina expresada en la superficie de linfocitos T,
macréfagos 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 proteina 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 heparan sulfato ha sido priorizado al nivel de estas proteinas [117].
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Una vez que se da el reconocimiento especifico entre el virién y la célula hospedera, ocurren los re-arreglos

conformacionales responsables de acercar y fusionar las membranas lipidicas [118], para que el nucleo
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 fusién sin embargo se sostiene que el modelo que mejor se adecua es el del virus
de la leucemia murina (MulLV por “murine leukemia virus”)[119]. Segun 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 fusién hidrofdbico ocluido). Este cambio conformacional libera el
péptido de fusion que se ancla en la membrana celular, acercando y fusionando ambas bicapas lipidicas.

5.2.3.1.2. RETROTRANSCRIPCION

X Una vez que el “core” es internalizado, diversos factores celulares estimulan la retrotranscripcién del ARNv [120,
121], que es acompafiiada por otros procesos paralelos: el desensamblado parcial de la cdpside y la interaccién con
elementos del citoesqueleto y los poros nucleares [122].

La retrotranscripcién 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 particula, degradar los segmentos de ARN que se encuentran formando hibridos
(actividad ARNasa H) y sintetizar una segunda cadena de ADN de polaridad positiva. Asi pues, el producto de la
retrotranscripcion es un ADN doble hebra conteniendo toda la informacién genética del virus, flanqueada por dos
segmentos LTR (esenciales durante la etapa de integracién en el genoma del hospedero). En esta tesis no
pretendemos profundizar en los mecanismos de la retrotranscripcion (revisado exhaustivamente por [100, 123]).

En HIV, la retrotranscripcion ocurre en forma coordinada con la desestabilizaciéon del “core”, sin embargo no se
sabe si en deltaretrovirus existe correlacion entre estos procesos [124].

La presencia de ADN doble cadena en el citoplasma celular es censado por la sintetasa de GMP ciclico y AMP ciclico
CGAS (por “cyclic guanosine monophosphate-adenosine monophosphate synthase”) y es uno de los principales
disparadores de la respuesta innata antiviral, activando vias de sefializacién y secrecion de IFN tipo | y otras
citoquinas proinflamatorias. Sin embargo se ha demostrado que HIV retrotranscribe su genoma en un ambiente
protegido por la capside, logrando evadir esta respuesta innata [125, 126] y este complejo es a menudo referido
en la literatura como complejo de retrotranscripcién (RTC por “reverse transcription complex”).

Para que la RT pueda llevar a cabo esta tarea es necesario que la capside permita la entrada de nucleétidos. Esto
se logra gracias a la presencia de poros con tamario selectivo en el centro de cada hexamero de CA conformados
por los residuos Argig y una suerte de diafragma moévil constituido por los B-hairpin [127]. Estos poros constituyen
un canal positivamente cargado capaz de unir los dNTPs con cinéticas cercanas a la difusion, y se pueden encontrar
en estado abierto o cerrado dependiendo de las conformaciones diferentes del B-hairpin como resultado de
movimiento pivot de los residuos Pro; e His;; respecto al Asps: (Figura 8.A)
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Figura 8: Relacion de CAuv con los procesos de retrotranscripcion e importacion nuclear. A) En la parte superior se presentan
las diferentes conformaciones del B-hairpin de CAniv como resultado del movimiento pivot de los residuos Pro: y His1z respecto
al Asps: (inset). Este movimiento del B-hairpin permite que el poro generado en el centro de los hexdmeros de CA se encuentre
en estado abierto o cerrado permitiendo o no la entrada de dNTPs a la capside para que se produzca la retrotranscripcion.
Adaptado de [127] B) La desestabilizacion prematura de la cdpside retroviral o su hiper-estabilizacién afectando el
desensamblado y en consecuencia el destino de la infeccidn viral. Adaptado de [128]. C) La capside de HIV no se desensambla
completamente colabora con el proceso de importacién nuclear del ADN retrotranscripto. Para ello debe interactuar con
proteinas del poro nuclear acompafiar las cadenas de acidos nucleicos al interior del ntcleo. Tomado de [129].

5.2.3.1.3.  DESENSAMBLADO O “DESNUDAMIENTQO” DE LA CAPSIDE

El “core” es desestabilizado en un proceso conocido como “desnudamiento”, el cual viene siendo activamente
estudiado en diferentes retrovirus y aun no es cabalmente comprendido en ninguno de ellos. Incluso existen
diferencias notorias en diferentes tipos celulares complejizando ain mas el escenario tal como lo describen las
numerosas revisiones existentes ([128, 130-132]), la mayoria enfocadas en HIV.

Al momento, la idea mas aceptada para HIV plantea que el RTC madura dando lugar al complejo de pre-integracion
(PIC por “pre integrative complex”) en el cual solo existe ADN doble hebra competente para ser integrado en el
genoma hospedero, ligado a una capside al menos parcialmente ensamblada que logra acoplarse con los poros
nucleares para permitir la importacion al ndcleo [133].

Es un proceso perfectamente coordinado, en el que participan numerosas proteinas virales y del citoplasma del
hospedero (algunas como CypA, ERK2 o EF1A incluso forman parte de la particula. Desde su entrada en el
citoplasma hasta el acoplamiento con el poro nuclear, la cdpside interactia con diversos cofactores celulares que
regulan el proceso de desensamblado: Ciclofilina A (CypA), la subunidad 6 del factor de corte y poliadenilacion de
ARN (CPSF6) y diversas nucleoporinas o proteinas de transporte nuclear como TNPO3, NUP153, NUP358 vy
LEDGF/p75. En particular NUP153 y CPSF6 interacttian con diversos dominios de cépside (interfaz NTD:CTD) que se
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mantienen espacialmente juntos cuando esta estd ensamblada [134]. El transporte hacia los poros nucleares

depende también de la interaccidn del core con proteinas del citoesqueleto a través de diversas proteinas
adaptadoras.

Buena parte de lo que conocemos hasta el momento de la maduracidn del RTC para dar lugar al PIC y del
desensamblado de la capside, ha sido dilucidado mediante estudios mutagénicos que permiten desestabilizar o
hiper-estabilizar la cdpside, afectando el poder infectivo de los viriones [135]. Ejemplos de la importancia de este
proceso en el ciclo viral son los factores de restriccidn retroviral que, mediante la interaccién con CA, bloquean la
infeccidn ya sea desestabilizando la capside en forma prematura (TRIM5a por “Tripartite motif-containing protein
5”) o bien estabilizdndola en forma excesiva (MxB por “myxovirus resistance protein B”) (Figura 8.B).

5.2.3.1.4.  IMPORTACION NUCLEAR E INTEGRACION

El transporte del ADN doble hebra retrotranscripto al nicleo y su integracion en el genoma hospedero constituyen
la Ultima etapa de la fase temprana del ciclo. La capside ha demostrado jugar un rol fundamental en el proceso de
transporte al nucleo para su integracion [136-138], demostrando que todos los procesos estan interconectados.

Algunos retrovirus simples importan el ADN durante la divisién celular siendo exclusivamente dependientes de esta
fase del ciclo celular, no obstante los retrovirus mas complejos como lentivirus y spumavirus pueden hacerlo en
células que no estdn en divisidn, utilizando un mecanismo activo para importar el ADN al nucleo [139, 140]. El
mecanismo de transporte del ADN retrotranscripto al nicleo celular en deltaretrovirus no estd muy descripto en la
literatura.

Como se dijo previamente el complejo de preintegracién PIC, estd formado por el ADN doble hebra y multiples
proteinas virales y celulares en algunos retrovirus como HIV. La interacciéon de CA con diversas nucleoporinas y
factores del poro nuclear como Nup153 y Nup358 esta implicada en la importacidén nuclear mientras que la
interaccion con otras como CPSF6 o TNPO3 afectan la integracion en el genoma [141-143]. Recientemente se
constato que la interaccion de CPSF6 con los arreglos hexagonales de capside de HIV estd implicada también en el
transporte nuclear en macrdéfagos infectados y que CAny es capaz de atravesar el poro nuclear y localizarse en el
nucleo [129, 144] (Figura 8.C).

La integracidn es llevada a cabo por la integrasa viral IN actuando en conjunto con otras proteinas 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 nucleétidos en cada extremo LTR y la duplicacidon de unos pocos nucleétidos (de la
secuencia de ADN hospedero en el sitio de insercidon) a ambos lados del ADN proviral integrado [55].

La interaccidn de los retrovirus con el genoma hospedero ha suscitado particular interés por su aplicabilidad como
vectores para terapia génica [145]. Los sitios de integracion de retrovirus son diferentes entre si, e incluso algunos
generan patologias diferentes en funcién del sitio de insercion. Algunos como HIV integran su genoma
preferentemente en regiones con genes activos [146] donde la topografia de la cromatina en las inmediaciones del
poro nuclear parece jugar un rol fundamental en la definicidn de los sitios de integracidn [147] lo cual refuerza la
idea de que los mecanismos de importacidon nuclear e integraciéon estan intimamente 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 integracidn en regiones transcripcionalmente silenciadas ocurre con mayor frecuencia en
pacientes asintomaticos [148] mientras que la integracién en regiones transcripcionalmente activas da como
resultado mayores niveles de expresidn proviral lo cual ha sido asociado con una progresion hacia la enfermedad
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inflamatoria del sistema inmune causada por el virus: paraparesia espastica tropical o mielopatia 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 expresion de genes del hospedero contiguos y alejados del sitio de insercidon
[150].

Como se detallé previamente, durante bastante tiempo se pensé que en BLV la integracién ocurria en forma
aleatoria, motivo por el cual no existia relaciéon alguna entre el proceso de integracién y los mecanismos
oncogénicos [19]; sin embargo recientemente se han encontrado sitios de integracién con mayor frecuencia o
“hotspots” que implican la alteracién de genes relacionados con céncer o “cancer drivers” [10].

5.2.3.2. FASE TARDIA DEL CICLO REPLICATIVO

5.2.3.2.1. TRANSCRIPCION Y EXPRESION DE GENES VIRALES

La transcripcion del provirus a ARN es llevada a cabo por la ARN polimerasa Il celular, mediante el reconocimiento
de promotores ubicados en la region U3 de ambos LTR. Los ARNm pueden actuar como genoma de las nuevas
particulas, sin embargo, inicialmente son sometidos a procesos de corte y empalme (“splicing”) mas 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
multiples etapas de regulacién que aseguran la traduccién de las proteinas estructurales y enzimas del virus en
forma coordinada y en el momento apropiado [55].

Una estrategia ampliamente extendida en retrovirus es la expresidon de poliproteinas como forma de optimizar la
compartimentalizacidon de los componentes virales respetando la estequiometria. Por ejemplo Gag representa el
50% de la masa del virién, no obstante la misma es expresada como Gag y Gag-Pro-Pol (a una relacién 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
poliproteina Gag-Pro-Pol es producida Unicamente cuando ocurren dos corrimientos en el ORF: uno (-1) antes de
comenzar la traduccién de Pro y otro (-1) justo antes de Pol [55], mientras que en lentivirus y alfaretrovirus, proy
pol estan en un ORF diferente de gag, y solo se necesita un corrimiento (-1) en el marco de lectura para producir la
poliproteina [151]. Otros como gammaretrovirus o epsilonretrovirus poseen los genes en un Unico marco de lectura
con un coddn stop entre gag y pro, que es pasado por alto para dar la poliproteina 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 proteinas como por ejemplo Env son producidas a partir de un ARN con un Unico evento de splicing, donde
trimeriza y establece los puentes disulfuro correspondientes para ser dirigida a la via del Golgi donde las proteasas
tipo furina clivan las dos subunidades SU y TM [55].

5.2.3.2.2. ENSAMBLADO DE LA PARTICULA VIRAL

La particula infectiva es generada luego del proceso de maduracién (descrito en el préximo apartado), sin embargo,
el ensamblado y brotamiento del viridon ocurre dando lugar a una particula inmadura (no infecciosa) a través de un
proceso que depende en gran medida de Gag y las interacciones que establezca con los demds componentes
estructurales del virién. Casi todo lo que sabemos actualmente sobre ensamblado de retrovirus es relacionado a
HIV, y en particular sobre BLV existe muy poca informacion al respecto.
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Gag es una proteina de unos 55KDa que posee como estructura basica los dominios de MA, CA y NC con algunas

diferencias caracteristicas de cada género (Figura 9) y cuya presencia es suficiente para generar particulas similares
a virus (VLPs por “virus like particles”) [153] gracias a su rol en el ensamblado y el brotamiento de virién. Cuando la
particula se ensambla, Gag se dispone con orientacidn radial, tapizando buena parte del interior de la particula con
el dominio MA en contacto con la bicapa lipidica [154] y el dominio NC interactuando con el ARN viral. Trabajos de
criomicroscopia electrdnica (“Cryo-EM”) en HIV-1 han demostrado que este tapizado presenta un nimero variable
de moléculas de Gag (3.000-11.000) en funcidn del tamafio variable de las particulas (119-127nm de diametro) 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].

MA CA-NTD CA-CTD  sSP1 NC SP2 p6

MA p2pl0 CA-NTD CA-CTD SP NC PR

MA CA-NTD CA-CTD NC

MA p4 CA-NTD CA-CTD NC
H___Eaa

MA pl2 CA-NTD CA-CTD NC

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

Gag se ancla a la membrana plasmatica, por medio del dominio MA a través de a) interacciones electrostaticas de
los residuos bdsicos Arg y Lys con las cabezas polares de la cara interna de la bicapa lipidica, b) a través del grupo
miristoilo que se inserta en la cara interna de la bicapa y ¢) mediante la cadena hidrofébica en el carbono 1’ del
fosfolipido PI(4,5)P2 que se inserta en un bolsillo hidrofébico 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 regulacion del ensamblado[159] adoptando una
forma compacta[160] que deberd pasar a su estado extendido para poder autoensamblar[161]. A esto se suma el
hecho de que el grupo miristoilo se encuentra inicialmente ocluido en un bolsillo hidrofébico de MA y es liberado
en respuesta a la auto asociacién trimérica de MA y a fosfolipidos especificos de membrana, para dar lugar a
arreglos de lipidos caracteristicos (“lipid rafts”)[162].

El dominio funcional CA de Gag representa el motor principal de la auto asociacién de dicha poliproteina durante
el ensamblado, siendo los contactos que dan lugar a los trimeros de MA [163] y contactos entre NC [164], fuerzas
complementarias. El arreglo hexagonal de Gag en la particula inmadura ha sido evidenciado mediante
reconstrucciones a partir de imagenes obtenidas por Cryo-EM, las cuales a pesar de la baja resolucidn sugieren que
esta simetria hexagonal estad 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 demostré la importancia del fragmento SP1 (un péptido separador
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ubicado entre CA y NC en HIV, pero ausente en BLV y otros retrovirus) en la autoasociacion 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 disposicion hexagonal durante el ensamblado, manteniendo contactos entre si
muy diferentes de los que estabilizan los arreglos hexagonales de la capside en el virus maduro. El mecanismo que
lleva a la formacion de los arreglos hexagonales de Gag y los cambios conformacionales durante la maduracién 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 fosfolipido PI(4,5)P, ampliamente encontrado en
la envoltura retroviral, encontrandose que Gag es capaz de interactuar con inositol 6 fosfato (IP6) a través de sus
dos entremos: MA y NC [169]. Recientemente se identifico el IP6, como una pequefia molécula (naturalmente
presente a nivel celular) capaz de promover los diferentes re-arreglos de Gag durante el ensamblado y la
maduracién, estabilizando los estados conformacionales [170, 171]. Segun estos autores el anillo inositol de este
compuesto establece contactos con dos residuos de lisina pertenecientes al dominio CTD de CA y a la regidon N-
terminal de SP1 (capaz de formar un haz de 6 a-hélices que da origen a su denominacidon 6HB por “six helix bundle”)
tal como se describe en la Figura 10.D. Durante la maduracidn, SP1 es clivado por PR, generando un drdstico cambio
conformacional a nivel de CA, de modo que IP6 establece nuevos contactos.
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Figura 10: Aspectos estructurales de Gag y su interaccion con IP6 durante el ensamblado y la maduracién de particulas de
HIV. A) Esquema de una particula de HIV inmadura brotando de la membrana plasmatica, con Gag estableciendo contactos a
nivel de CTD y SP1 (arriba) y una particula madura con la capside en forma cénica estableciendo contactos a nivel de NTD
(abajo). No se muestran otros componentes de la particula como Env o el ARN viral. B) Imagenes de microscopia electrénica
obtenidas por tincion negativa de particulas de HIV inmaduras (arriba) y maduras gracias a la induccion del ensamblado de CA
con IP6 (abajo). C) Representacion de Gag inmadura (arriba) y CA madura (abajo) unidas a IP6 (rojo). La interaccién 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 mds abundante de IP6). D) Vista superior y lateral de la representacion
de superficies de hexameros de CA unidos a IP6 en una particula inmadura (arriba) y madura (abajo). En la particula inmadura
se incluye el primer tramo de SP1 (violeta), el cual forma un haz de seis hélices (6HB por “six hélix bundle”). N6tese el cambio
de posicion de IP6 con la maduracion: en la particula inmadura IP6 se une a la interfaz CTD/SP1 mediante los residuos Lys290
y Lys359 de Gag (), mientras que luego de la maduracion IP6 establece contactos con la Arg150 de Gag, ubicada en el dominio
NTD. Es destacable también el cambio de posicién de estos residuos antes y después de la maduracién reflejando el dramatico
cambio conformacional sufrido por CA en esta etapa. Dependiendo de cada etapa de maduracidn, se presentan en cada caso
la numeracién de los residuos correspondientes a su posiciéon en la secuencia de dicha proteina, y entre paréntesis se
representa la numeracién de los mismos en el otro estado de maduracién. 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 virién no parecen dependientes de la interaccion de Gag con el fosfolipido PI(4,5)P,
[173]. Por otro lado la oligomerizacion de Gag en HTLV-1 no resulta crucial para dirigir su transporte hacia la
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membrana (como si ocurre en HIV [174], o en RSV [175]) y los contactos NTD-NTD parecen tener mayor relevancia

en el ensamblado de la particula (en comparacién con HIV donde los dominios CTD y SP1 resultan cruciales) [176].
Recientemente se publicaron datos obtenidos por dispersion de rayos X a bajo angulo (SAXS por “small angle X ray
scattering”) y modelado molecular, sugiriendo que la Gag de BLV en solucién adopta una conformacién elongada
similar a MLV y RSV, y se diferencia del comportamiento de la Gag de HIV que adopta una conformacién compacta
[177]. Estas diferencias sugieren que los mecanismos que dirigen el ensamblado de la particula viral de lentivirus y
deltaretrovirus difieren bastante en algunos aspectos, requiriéndose profundizar en las diferencias para
entenderlos mejor [174].

Por su parte el dominio nucleocépside (NC) de Gag es una proteina bésica de bajo peso molecular, conteniendo dos
dominios de unidn a zinc y tiene diversas funciones en el ciclo viral como dimerizacion de las dos cadenas de ARN
viral, empaquetamiento del material genético, replicacién, retrotranscripcion, integracidon y ensamblado; muchas
de ellas asociadas a su capacidad de unidn a acidos nucleicos (revisadas por [178] y [179] entre otros). La capacidad
de NC de unir el ARN gendmico viral dimérico de HIV [180, 181] asegura que durante el ensamblado de Gag se
formen particulas virales conteniendo la informacién génica para infectar nuevas células. La secuencia W del ARN
viral adopta cierta estructura secundaria que es reconocida especificamente 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 regién W, que es capaz
de formar apareamientos de bases inter-cadenas. En la mayoria de los retrovirus esta dimerizacidn es promovida
in vitro por NC, siendo BLV una excepcién dado que la dimerizacidon 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-1y
BLV, se presentan diferencias claras entre estos deltaretrovirus a nivel de NC. En HIV se ha visto una clara
predileccion por secuencias poli(T/U)G, caracteristica que comparte con SIV y BLV pero que curiosamente no se ve
en HTLV-1[157, 184]. Incluso la afinidad de unién entre NC y acidos nucleicos es mayor en HIV-1y BLV con respecto
a HTLV-1, a la vez que la cinética de desnaturalizacidon de bucles complementarios en HTLV-1 (proceso fundamental
durante la retrotranscripcion) difiere sensiblemente de las de HIV y BLV[185].

Otro componente fundamental en la particula son las glicoproteinas de superficie. Dado que las mismas son
transportadas a la superficie celular por una via diferente de los demas componentes estructurales del viridn (via
aparato de Golgi), debe haber un nexo que asegure su correcta incorporacién en el sitio de ensamblaje. La sintesis,
trafico e incorporacidn de Env en la particula de HIV son revisados en detalle por [186], sin embargo los mecanismos
permanecen parcialmente comprendidos. Se cree que la interaccion del dominio MA de Gag con los extremos C-
terminales citoplasmaticos de TM son los mediadores de esta conexion [186-189].

5.2.3.2.3. BROTAMIENTO Y LIBERACION DEL VIRION

El brotamiento vy liberacion de la particula 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
particula. El mecanismo de reclutamiento de Gag al sitio de brotamiento de la particula varia 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 plasmadtica y son desde ahi reclutadas lateralmente hacia el sitio de
brotamiento[190].
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El brotamiento de los retrovirus ocurre por un proceso de fision empleando la maquinaria celular utilizada durante
la divisidn celular, especificamente en la etapa de citocinesis [191]: la via ESCRT (por “Endosomal Sorting Complex
Required for Transport”).

La via ESCRT esta compuesta por diversos complejos de proteinas identificados como ESCRT-0, ESCRT-I,ESCRT-II,
ESCRT-1ll y el complejo Vps4, los cuales actian en forma coordinada en procesos que implican deformacién de
membranas y separacién de las mismas como: formacidn de cuerpos multi-vesiculares y carga de proteinas
ubiquitiniladas para su transporte hacia lisosomas, abscision durante la division 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 reune
los componentes virales y auto ensambla deformando la membrana. Para que el viridn se libere de la célula
hospedadora, la particula 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 via ESCRT [193, 194] que llevaran
a cabo un proceso de deformacion topoldgica de la célula, equivalente al de abscisién durante la citocinesis[195].
El ensamblado de Gag da inicio al proceso de brotamiento, el cual es finalizado por la maquinaria ESCRT antes de
gue Gag se cierre formando una esfera completa [196].

Desde hace tiempo se conoce que las proteinas Gag retrovirales (y también proteinas de matriz de otros virus
envueltos como rhabdovirus y filovirus) poseen secuencias implicadas en la etapa final del brotamiento, conocidas
como “dominios tardios” o “dominios L” (por “late domains”)[197]. En HIV el dominio p6 ubicado en el extremo c-
terminal de Gag (Figura 9) interactia 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 interactia también con NC mientras que el dominio CTD de CA hace lo propio con NEDDA4L, un miembro de la
familia de proteinas 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 tandem cerca del extremo C-terminal de MA (con secuencias PPPY y PTAP respectivamente) los
cuales interactian 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 proteinas reclutadas por Gag actian como mediadoras para que el virus usurpe la maquinaria de fisién celular
incorporando proteinas de los complejos ESCRT-IIl y Vps4: aparentemente las proteinas de ESCRT-III polimerizan
en forma de espiral cdnico generando una estructura que deforma la regién que mantiene unidas la célula y la
particula (cuello), mientras que el complejo VPS4 con actividad ATPasa es responsable de desensamblar la
estructura cdnica, desestabilizando el cuello y liberando la particula mientras ESCRT-III es devuelta al citoplasma
[56, 201] tal como se muestra en la Figura 11.
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Figura 11: Reclutamiento de la maquinaria ESCRT por parte de Gag para la liberacion de la particula retroviral. A) Esquema
representando una particula 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 trimeros de Env se representan con las subunidades TM y SU en rojo y celeste, respectivamente. Las proteinas
celulares se representan como estructuras basadas en datos obtenidos por difraccidén 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:
151Q, 2P22), mientras que el dominio V de ALIX se presenta en azul (PDB: 20EV). Estas interacciones resultan en el
reclutamiento de proteinas del complejo ESCRT-IIl (representadas en verde, PDB: 2GD5) las cuales polimerizan en una
estructura de espiral conico que promueve el cierre del cuello que mantiene la particula unida a la célula. VPS4 se representa
en violeta (PDB: 1XWI) y es la responsable de desensamblar el espiral conico y permitir la liberacién de la particula. Tomado de
[56] B) Estereoimagen pseudocoloreada obtenida por microscopia electrdnica (“deep-etch electron microscopy”) mostrando
la estructura en espiral cénico formada por ESCRT-IIl en la cara citoplasmatica de la membrana plasmatica de células Hela
depletadas de VPS4. En anaranjado se ve un arreglo de clatrina, en verde caveolas lipidicas y en amarillo los ensambles
espiralados de ESCRT-IIl. La imagen puede visualizarse en tres dimensiones utilizando lentes 3D en ambos paneles (ojo
izquierdo = rojo).Tomado de [201].

5.2.3.2.4.  MADURACION DE LA PARTICULA VIRAL

Durante la maduracién, 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 maduracion trae aparejada la adquisicién de capacidad infectiva
y una serie de re-arreglos estructurales a nivel de proteinas y acidos nucleicos que son visibles por microscopia
electrdnica 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 particula a través de los mismos mecanismos utilizados por Gag. La subunidad PR
del precursor Gag-Pro-Pol posee actividad autocatalitica y es capaz de escindir su extremo N-terminal (unido al
dominio NC) mediante una reaccién intramolecular, a través de la formacién de un dimero transitorio [203, 204]
que dara lugar a la proteina 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 demds sitios de corte [205]. La escisién del extremo N-terminal
de PR es el paso limitante para activar la enzima y continuar con el proceso de maduraciéon [206, 207] representando
un excelente blanco terapéutico [208].

Este proceso ocurre Unicamente en la particula luego de su liberacidon por lo que la activacion autocatalitica de PR
estd inhibida durante el ensamblaje. Los disparadores de esta activacién proteolitica son desconocidos aunque se
sospecha que la multimerizacidn 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 acidificacién del medio dentro de la particula
retroviral [55].
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Figura 12: Maduracién 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) Imagenes
obtenidas por microscopia electrdnica a partir de diversos retrovirus mostrando los cambios sufridos durante la maduracidn.
C) Superposicion de estructuras del NTD de HIV-1 mostrando que la formaciéon del B-hairpin producto de la maduracién 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 obtencién y el correspondiente nimero de acceso en PDB [74]. D) Comparacion de las estructuras de
CTD de HIV-1 antes y después de la maduracién con. Con excepcion 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].

NC

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 maduracién. 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
gue en HTLV-1 algunos resultados sugieren que la interfaz MA-CA parece cortarse antes que CA-NC [211]. En BLV,
no existe informacién detallada y en tal sentido nuestro grupo viene realizando trabajos para esclarecer los
aspectos enzimaticos de la PR de BLV.

La remocidn de MA en el extremo N-terminal de CA da lugar a una prolina que forma un B-hairpin, el cual es
conservado y resulta importante en el ensamblado hexamérico de la capside madura de diversos retrovirus [212].
Sin embargo, la formaciéon de esta estructura en el NTD de HIV-1 no es responsable de la maduracién 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 maduracion [212, 213]. Estos resultados fueron recientemente confirmados por técnicas
de alta resolucién como tomografia electrénica [214]. El dominio SP1 de HIV-1 posee una regidn 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 conformacién tridimensional diferente (Figura 10.D). Tal como se muestra en la Figura
12.Cy D, los dominios NTD y CTD de CA de HIV-1 no varian sustancialmente su estructura secundaria y terciaria
durante la maduracién (algo recurrente en retrovirus y que nuestro grupo también constatd en el NTD de BLV [53]).
Sin embargo, las posicidon relativa de los dominios NTD y CTD en el espacio, sufre movimientos rotacionales y
translacionales extremadamente drasticos, manteniendo la cohesién de la red hexamérica, pero cambiando su
topologia, 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 SP1y CTD en la Gag inmadura) es importante también

durante la maduracién, pasando a establecer contactos con el dominio NTD de la cdpside madura, especificamente
con el residuo Argis [170, 171] que se encuentra en el centro de los hexdmeros y que tiene implicancias en la
entrada de nucleétidos a la capside 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 podrian dirigir el

ensamblado de la /attice de Gag inmadura. Particularmente RSV posee un péptido SP en el extremo C-terminal de
CA (Figura 9) que forma un haz de a-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 regulacion de la maduracién [219]. En este sentido BLV
no presenta péptidos espaciadores entre CAy NC, sin embargo el dominio MA (p15) es cortado en forma diferencial
por PR dando lugar a una versidon mas corta identificada como p10 y un pequeno fragmento p4 correspondiente al
extremo mas cercano a CA (Figura 9)[220]. El rol de esta protedlisis diferencial de la interfaz MA-CA en BLV ha sido
muy poco estudiado y sus posibles efectos en la formacién de la lattice inmadura y la regulacion de la maduracién
no deberian ser descartados.

A manera de resumen luego de revisar el ciclo replicativo, podemos concluir que CA es una proteina central en la
biologia de los retrovirus, y casi omnipresente ya sea formando parte de la capside o dirigiendo el ensamblado de
Gag. Esta caracteristica ha llevado a que la misma sea tenida en cuenta en el desarrollo de métodos diagndsticos
y/o terapéuticos contra retrovirus.

5.2.4. CA EN DIAGNOSTICO Y COMO BLANCO TERAPEUTICO

Las estrategias de diagndstico de retrovirus se basan fundamentalmente en la deteccién de anticuerpos especificos
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 aplicacién de variantes alternativas como la deteccidn
en forma répida de 4cido nucleicos. La deteccidn de la proteina de la capside de HIV se logra 5-7 dias después que
el ARN viral, no obstante, requiere personal menos especializado y equipamiento no tan sofisticado, permitiendo
su implementacion en centros con “nivel primario de atencién de salud”. Por tal motivo los “inmunoensayos de
cuarta generacién” dirigidos a la deteccién de anticuerpos y antigenos virales en forma conjunta, son actualmente
recomendados para reducir la ventana de tiempo en que la infeccidn no es detectada y estan siendo implementados
en los algoritmos de deteccién de HIV en paises desarrollados [221]. La deteccidn de CAuy puede ser una estrategia
diagndstica alternativa en el caso de a) neonatos hijos de madres infectadas, b) individuos cursando infeccién aguda
por HIV, c) individuos pertenecientes a grupos de alto riesgo, d) individuos tratados durante la infeccidon aguda
propensos a sufrir seroconversion, e) participantes en programas experimentales de vacunacién, 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 identificacién de nuevos blancos terapéuticos para ser
atacados en combinacidn con los ya existentes. La alta conservacion de secuencia de CA y su sensibilidad frente a
la aparicién de mutaciones convierte a las capsides 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 clinico, 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 podria potenciar su aplicabilidad[225].

Varios derivados del dcido betulinico (un compuesto natural de origen vegetal) fueron identificados inicialmente
como inhibidores de la maduracidén de la particula viral inhibiendo el procesamiento de Gag [226, 227]. Bevirimat
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(primer compuesto de este tipo sometido a pruebas clinicas) es capaz de unirse a Gag a través de la region entre el

extremo C-terminal de CA y el fragmento SP1 inhibiendo el corte por la proteasa viral y por consiguiente la
maduracién de la particula [228, 229].

El mecanismo de accidn antirretroviral de esta familia de compuestos representa una excepcion, ya que la mayoria
de las moléculas capaces de unirse a CAyy e interferir con la maduracion y/o el ensamblado de la capside de HIV,
lo hacen a través de los dominios NTD y CTD (Figura 13).

Figura 13: Sitios de union a CAuv de compuestos y péptidos con accidn antiviral. Diferentes estructuras de CAnv 0 sus
dominios formando complejos con compuestos antirretrovirales fueron alineadas y se representan con cédigo de colores de
acuerdo con el sitio de unidn 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 homdlogo de la hélice 9 de CA,
presentandose la estructura de dicha hélice obtenida a partir del dimero de dominios CTD. La figura fue confeccionada
utilizando Pymol y los PDB ID fueron los siguientes: PF74 y CAnv (4XFZ), BI-2 (4UOF), CAP-1 (4NX4), BD-3 (4E91), BM-4 (4E92),
BI-1 (4J93), CAC-1 (1A80), 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 desestabilizacién de los contactos NTD-CTD de subunidades
adyacentes, ya sea deformando el dominio NTD o protruyendo del sitio de unién 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 unidn 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 cdpsides in vivo [225, 232]. Sin
embargo dicho compuesto posee actividad muy débil frente a proteinas con niveles de polimorfismo normales lo
cual llevd a la rdpida cancelacidn de pruebas clinicas [233].

Los compuestos PF74 [234, 235] y BI-2 [236], también se unen al NTD, pero a través del bolsillo hidrofébico formado
por las hélices 3, 4, 5 y 7, compitiendo con las moléculas celulares Nup153 [237] y CPSF6 [134] implicadas en la

importacion nuclear del genoma y la maquinaria de integracién. Mas recientemente se identificé por andlisis in
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silico, el compuesto H22 capaz de unirse al mismo sitio, pero interactuando exclusivamente con re-arreglos

hexaméricos. Curiosamente el efecto antiviral de estas moléculas estd asociado a la estabilizacién de la cdpside viral
en las etapas tardias de la infeccidn y no en la inhibicién 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 optimizacién del primero [240] son capaces de unirse al NTD e inhibir el ciclo replicativo, aunque
no se conoce exactamente el mecanismo de acciéon antirretroviral.

El CTD de CAuy también representa un blanco de accién para diversos compuestos, en particular teniendo en cuenta
su rol como motor del autoensamblado de Gag en la particula inmadura. El primer compuesto dirigido contra el
CTD de HIV capaz de inhibir el autoensamblado de CA in vitro fue el péptido CAC-1, disefiado como mimético de la
hélice 9 de CAwy (principal superficie de dimerizacién de CTD) [241]. Otros péptidos derivados de su secuencia como
CAC1-C y CAC-1M presentaron mayor afinidad y niveles de inhibicion mas altos [242].

Otro péptido conocido con el nombre de CAl, se une a un bolsillo hidrofébico del CTD entre las hélices 8, 9y 11
logrando inhibir el ensamblado in vitro de CA y bloquear el ensamblado de Gag en la particula inmadura y de CA en
la particula madura [243-245]. Dicho péptido sirvié 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 ademds de unirse a CA e inhibir el ensamblado, poseen la curiosa capacidad de unirse a la
glicoproteina de superficie y afectar también la entrada del virus [248].

Hasta aqui la mayoria de los compuestos con actividad antiretroviral mediante unién al CTD son péptidos con
longitudes variables entre 12 y 23 residuos, no obstante existen ejemplos mas recientes de pequefas moléculas
como GDC, un compuesto obtenido por florescencia en ensayos de complementacidn celular con capacidad de
unirse a una regién entre los dominios NTD y CTD de subunidades adyacentes, inhibiendo el autoensamblado in
vitro y en experimentos con células[249]. Otro ejemplo de pequefias moléculas dirigidas contra el CTD de HIV son
los Compuestos 6 y Compuesto 50 seleccionados por docking computacional y dirigidos contra la misma cavidad
hidrofdbica que el péptido CAl y sus derivados, mostrando capacidad de inhibir el autoensamblado de CA in vitro
pero incapaces de inhibir la formacién de particulas inmaduras con Gag [250].

Por su parte el compuesto Ebselen (compuesto con actividad anti-inflamatoria, antioxidante y crio protectora) fue
identificado dentro de una libreria de 1280 compuestos farmacolégicamente activos, como un inhibidor de HIV
mediante un mecanismo de estabilizacion de la capside (probablemente impidiendo el “desnudamiento “en fases
tempranas del ciclo en forma similar a PF74) uniéndose al CTD a través de residuos de cisteina en la region de
dimerizacion de dicho dominio [251].

Los anticuerpos murinos contra CAyy fueron utilizados a inicio de los 90s, demostrando inhibir la infeccion in vitro
mediante mecanismos no del todo conocidos en ese momento, que implicaban inhibicién del ensamblado de la
capside, citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC por “antibody-dependent cellular cytotoxicity”) y
enlentecimiento en la diseminacion del virus [252, 253].

Mas recientemente, el uso de anticuerpos monoclonales con capacidad de inhibir el autoensamblado de CAuy in
vitro demostrd ser efectivo para bloquear el ciclo replicativo de HIV gracias a la conjugacién de los mismos con
péptidos de internalizacién 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 inhibiciéon 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 pequefio
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tamafio, facil produccion en forma recombinante y posibilidad de ser modificados a nivel de secuencia

aminoacidica. La siguiente seccion pretende revisar las caracteristicas mds notorias los VHH, asi como sus posibles
aplicaciones y mecanismos de produccién en forma recombinante.
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Tabla 1. Moléculas con actividad antiretroviral por union a CAnv. Modificado de [233]. HTS: cribado de alto rendimiento por

de fluorescencia resuelta en el tiempo por

N.D.: no determinado; PBMC: células mononucleares de sangre

la por resonancia

" TR-FRET: transferencia de energ

”,

“high-throughput screening

2,
’

“time-resolved fluorescence resonance energy transfer

periférica por “peripheral blood mononuclear cells”. Se considera fase temprana de infeccion a los eventos comprendidos desde

la entrada del virus hasta la integracién, mientras que la fase tardia implica la formacion de nuevas particulas con el ensamblado
de la cdpside y su maduracion. *Valores de Ko determinados por ITC con compuestos de la misma familia que presentan mayor

solubilidad.
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5.3. ANTICUERPOS Y NANOANTICUERPOS.

Antes de hablar de los anticuerpos de cadena pesada y meternos de lleno en el analisis de los nanoanticuerpos,
dedicaremos una primera seccidn al estudio de los anticuerpos clasicos.

5.3.1. ANTICUERPOS CLASICOS

5.3.1.1. RESPUESTA HUMORAL Y ANTICUERPQS

Luego de una infeccidén, los mamiferos presentan dos sistemas interconectados para contraatacar el ingreso y
diseminacion de microorganismos potencialmente patdgenos: la respuesta innata y la adaptativa. La respuesta
innata se dispara mediante el reconocimiento de patrones conservados en patdgenos a través de receptores de
amplia especificidad (PRRs por Pattern Recognition Receptors) codificados a nivel de linea germinal [257]. Por su
parte la respuesta adaptativa presenta un grado de especificidad muy superior por los antigenos y es disparada por
estos. Ambos sistemas estan basados en componentes celulares y moleculares.

Los componentes celulares de la respuesta innata estdn representados por células fagociticas (neutrdfilos,
monocitos y macréfagos), células liberadoras de mediadores inflamatorios (baséfilos, mastocitos y eosinodfilos) y
células “natural killers” (NK), mientras que los componentes moleculares de la respuesta innata estan
representados por el Sistema del Complemento, las proteinas 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 especificos, que al unirse
a un antigeno son activados, proliferan y se diferencian mediante una compleja reorganizacién celular, dando lugar
a células productoras de anticuerpos o a células de memoria que ofrecen una linea de defensa frente a posteriores
infecciones [259].

Los anticuerpos constituyen los componentes moleculares por excelencia de la respuesta adaptativa (respuesta
humoral adaptativa) pero también interactian con la respuesta innata y la respuesta celular adaptativa llevando a
cabo diversas funciones como a) neutralizacion de patégenos (aglutinacidn, inhibicion de unién a receptores,
inhibicién de fusion y entrada), b) activacion de la cascada del complemento (destruccion del patégeno, fagocitosis
mediada por complemento), ¢) interaccion de Fc via receptores Fc (citotoxicidad celular mediada por anticuerpos o
ADCC, opsonizacion y fagocitosis) y d) modulacion de la respuesta inmune (generacion, secrecidén o represion de
sustancias pro- y antinflamatorias) [260].

5.3.1.2. ESTRUCTURA DE LOS ANTICUEPOS

Cuando pensamos en anticuerpos o inmunoglobulinas, es imposible evitar pensar en su version cldsica basada en
la estructura propuesta por Porter en 1963, consistente en un tetramero (=150-180KDa) conformado por dos
cadenas pesadas idénticas (H) y dos cadenas livianas idénticas (L), donde cada heterodimero de cadenas pesaday
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 estan conformadas por un dominio
variable V. y un dominio constante C,, y las cadenas pesadas estan formadas por un dominio variable Vy y hasta 4
dominios constantes Cy. Las cadenas pesadas poseen una region “bisagra” entre el dominio constante mas cercano
al dominio variable, otorgandole flexibilidad a la cadena pesada y la caracteristica forma de “Y”. Esta region bisagra
(sensible a la accion proteolitica de la papaina) permite separar los heterodimeros de cadena pesada y liviana en
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dos tipos de fragmentos: dos fragmentos de unidn al antigeno (Fab) y un fragmento cristalizable (Fc) asociado a
otras funciones como la interaccién con el sistema de complemento y ADCC [263-266], (Figura 14).

cadena pesada

paratope

dominjos
variables

dominios
constantes

Figura 14. Estructura de un anticuerpo cldsico: Los anticuerpos clasicos (en este caso una IgG de ratén) poseen dos cadenas
largas y dos cadenas cortas idénticas entre si, a pesar de que aca 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 unidn al antigeno se llama paratope.

Las inmunoglobulinas presentan diversidad a nivel de sus regiones Fc, pudiendo ser clasificadas en diferentes clases
o isotipos: IgM, IgD, I1gG, IgE e IgA (Figura 15.A), de acuerdo a la clase de dominio Cy que las componen, denotados
con las letras griegas minuscula , 8, v, €, a, respectivamente. El linfocito B que sale de la médula ésea co-expresa
IgM e IgD en su superficie, pero con los mismos dominios VL y VH. Esta co-expresidon se explica por splicing
alternativo entre las 2 regiones constantes ny 6 [267]. Una vez activado por el antigeno, los linfocitos B adquieren
la capacidad de secretar IgM frecuentemente en estado pentamérico [268]. La expresion de otros isotipos ocurre
mediante un proceso de recombinacién somatica conocido como Recombinaciéon de Cambio de Clase (CSR por class
switch recombination) donde el gen Cu codificante del fragmento Cy es sustituido por Cy, Ce o Ca para dar lugar a
los demas isotipos [269]. La funcion de las IgM esta fuertemente ligada a la eliminacién de patdgenos por
opsonizacion vy fijacién del complemento (favorecida por su estado multimérico). La IgD se encuentra en baja
cantidad en forma soluble en suero y su funcién es poco conocida tanto para la forma secretada como para la unida
a membrana. La IgG es la inmunoglobulina mas abundante y en humanos presenta 4 subclases diferentes (I1gG1,
IgG2, IgG3 e IgG4,). La IgE a pesar de encontrarse en baja cantidad en su forma soluble en suero tiene una altisima
afinidad para unirse a receptores Fc-g presentes en células efectoras, cumple una funcién relevante en la defensa
antiparasitaria y esta 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 mas altos de
IgA se presentan a nivel de mucosas y secreciones como saliva y leche materna [270].
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Figura 15: Isotipos de Inmunoglobulinas. A) Representacion 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-glicosilacién como hexagonos verdes y los puentes disulfuros como lineas horizontales de color negro.
B) Organizacién de los genes de la region constante de la cadena pesada de humanos. Con la letra W se representa un
pseudogen que ha sido inactivado. (Modificado de [271]).

5.3.1.3. GENERACION DE DIVERSIDAD DE PARATOPES

Podemos pensar en los anticuerpos como moléculas con 2 regiones bien diferenciadas: una regién efectora ubicada
en la region C-terminal, cuya diversidad estd asociada a distintas funciones celulares (discutido en la seccion
anterior) y una regidn de interaccién con el antigeno (paratope) en la region N-terminal cuya diversidad es crucial
para virtualmente poder reconocer cualquier ligando.

El sitio de reconocimiento de los anticuerpos esta formado por tres regiones hipervariables en la cadena variable
pesada (Vu) y tres regiones hipervariables en la cadena variable liviana (V.), conocidas como “regiones
determinantes de complementariedad” (CDRs) numeradas de 1 a 3, a su vez separadas y flanqueadas por regiones
mas conservadas conocidas como regiones “framework” (FR) numeradas de 1 a 4[272](Figura 16.A). Si bien las
diferencias de secuencia aminoacidica en los CDR aportan la mayor variabilidad para la generacion de sitios de
reconocimiento de antigenos [273], las regiones FR influencian la interaccion, fundamentalmente favoreciendo el
mantenimiento del correcto plegamiento y la estabilidad de los anticuerpos [274, 275].
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Figura 16: Variabilidad de los CDRs de Inmunoglobulinas. A) Graficos de variabilidad obtenidos a partir de alineamientos de
varias docenas de secuencias de cadenas livianas y pesadas de inmunoglobulinas humanas [271]. B) Comparacién entre
especies de la longitud del CDR3 de la cadena pesada [276].C) Representacién esquematica del efecto de la longitud de los
CDRs sobre la topografia 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 posicién de los CDRs en la estructura
de los anticuerpos es conservada, la longitud relativa de los mismos varia entre especies y en funcion del antigeno
reconocido (Figura 16.B y C), permitiendo definir topografias caracteristicas como superficies planas (asociadas al
reconocimiento de proteinas), hendiduras (asociadas al reconocimiento de péptidos), bolsillos (asociadas al
reconocimiento de haptenos) [277, 279] o extensas protuberancias[276] (asociadas en vacas a una rapida
generacién de anticuerpos antivirales neutralizantes de amplio espectro [280]). El CDR3 de la cadena pesada es el
mas extenso y variable en diferentes especies [281].

Se estima que los linfocitos B son capaces de producir anticuerpos con 10%° regiones variables diferentes a partir de
la recombinacidn de aproximadamente 400 genes agrupados en 3 clusters: IGH (por la cadena pesada), IGK (por la
cadena liviana k) e IGL (por la cadena liviana A). Los clusters IGH, IGK e IGL se ubican en cromosomas diferentes (14,
2y 22 en humanosy 12, 6 y 16 en ratones) [258, 282]. El cluster 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 generacion de segmentos variables de
cadena pesada gracias a la recombinacién aleatoria de 1 de 25 segmentos Dy con 1 de 6 segmentos Jy por accion
de las recombinasas RAG1 y RAG2 (recombination-activating genes) y posteriormente con 1 de 50 segmentos Vy
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 via y una “cadena liviana sustituta” (poco variable). Cuando el linfocito B
madura, la cadena liviana sustituta es suplantada por una cadena liviana variable k o A, generada en forma similar
por recombinacion de segmentos V. y J, para dar lugar a 316 combinaciones posibles [284] y dado que el paratope
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se conforma por ambas cadenas, las combinaciones posibles ascienden a mds de 2.3 millones. Sin embargo este

numero de posibilidades se incrementa muchisimo gracias a inexactitudes durante el empalme y la
incorporacidn/eliminacién de nucledtidos en las uniones de genes, mediada por la enzima Deoxiribonucleotidil
Transferasa Terminal, TdT (Figura 17) [258].
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Figura 17: Generacion de diversidad de paratopes A) Maduracién 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 antigeno la célula es activada y sufre un cambio de clase
donde la regidén constante de la cadena pesada es modificada para dar lugar a anticuerpos secretables. B) Generacién de
variabilidad en la cadena pesada de un receptor de célula B. La recombinacién de segmentos génicos V, D y J (ubicados en
cromosomas diferentes) permite generar la regién variable de la cadena pesada. Dicha variabilidad es incrementada por la
presencia de inexactitudes en el empalme de secuencias y por la adicion y sustraccion al azar, de nucleétidos por acciéon de la
enzima Deoxiribonucleotidil Transferasa Terminal (TdT).Extraido de Delves y Roitt, 2000 [258].

Cuando el linfocito maduro se une con un antigeno a través de una célula presentadora en los centros germinales,
una serie de sefales de activacion promueven la proliferacién 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 Hipermutacién
Somatica (SHM por “somatic hypermutation”), donde la enzima AID (por Activation Induced Cytidine Deaminase)
introduce mutaciones en las regiones variables de ambas cadenas (V. y Vi) con una altisima 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 estd altamente regulada y dirigida a las regiones
hipervariables de los anticuerpos [285]. Ambos procesos (CSR y SHM) son responsables de la segunda instancia de
generacion de diversidad y son regulados por la enzima AID [286].



INTRODUCCION

5.3.1.4. APLICACIONES DE ANTICUERPOS

Mas alla de su rol fundamental en la inmunidad adquirida, los anticuerpos reconocen moléculas en forma
especifica, y su potencial uso en aplicaciones analiticas y terapéuticas fue reconocido tempranamente hace mas de
100 afios por Paul Ehrlich. Este investigador aleman (Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1908) propuso el
concepto de “anticuerpos como balas mdgicas capaces de reconocer su objetivo sin afectar el organismo”[287].

Durante mas 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 Koéhler y Milstein fusionaron una linea
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
Unicas [288]. Esta metodologia cambiaria definitivamente el destino de las aplicaciones de anticuerpos, primero en
investigacion bdsica y diagndstico, 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 sustituyd a la region
constante murina por una de origen humano para dar lugar a los anticuerpos quiméricos [292] y posteriormente la
incorporaciéon 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 ingenieria 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 numero
de mAbs terapéuticos aprobados por la FDA asciende a 68, con un total de 10 aprobados en el Gltimo afio[297].

5.3.1.5. FRAGMENTOS DE ANTICUERPOS RECOMBINANTES

A pesar de sus indiscutibles ventajas, los anticuerpos monoclonales quiméricos y humanizados con fines
terapéuticos presentan ciertas limitaciones relacionadas con costos de produccion, extensa vida media en suero,
dificultad para penetrar en tumores sdlidos (debido fundamentalmente a su tamafio, forma y presencia de region
Fc) y limitaciones en el modo de accion de anticuerpos mediante union a receptores celulares de Fc (mutaciones en
los receptores Fc de pacientes, variaciones en el patron de glicosilacién dependiendo de la linea celular utilizada,
competencia con otras IgGs del paciente por los receptores FcyRllla e interaccidn con receptores Fc inhibitorios
como FcyRllb expresados en células B, macréfagos, células dendriticas y neutrdfilos)[298]. Por otro lado, existen
diversas aplicaciones de anticuerpos donde la regidn efectora Fc no es necesaria e incluso indeseada, promoviendo
la expansién del uso de fragmentos de anticuerpos con capacidad de reconocer antigenos. Por ejemplo en
imagenologia la presencia de la regién Fc extiende la vida media en suero causando reduccidn de contraste o bien
favorece la generacién de efectos citotdxicos no deseados provocados por la activacion de células que expresan
receptores Fc [299]. Estas limitaciones han pavimentado el camino hacia una nueva generacidon de agentes
terapéuticos, diagndsticos y de investigacidn, basados en fragmentos de anticuerpos.

Los primeros fragmentos de anticuerpos con actividad de reconocimiento antigénico fueron los Fabs obtenidos por
protedlisis (papaina y pepsina) y la expansién de la técnica del ADN recombinante en la década del 80 propicio la
expresion de diversos fragmentos de anticuerpos recombinantes (Figura 18.A). Fragmentos Fab y Fv (dimeros no
covalentes de dominios Vy y Vi) han sido expresados con cierto éxito en bacterias en 1988 [300, 301], y mas
recientemente en levaduras y hongos [302]. En 1989 se reportd la expresién en E. coli de fragmentos Vy con
capacidad de unidn a lisozima, los cuales a pesar de ser pequefios y presentar afinidades similares al mAb original,
mostraban tendencia a formar agregados debido a la exposicién de residuos hidrofébicos que normalmente
estarian cubiertos por la cadena V¢ o Vi [303] y ademas no son aplicables a todos los anticuerpos dado que
generalmente ambos dominios variables participan del sitio de reconocimiento antigénico. La insercion de una
secuencia peptidica hidrofilica y flexible a modo de “linker” entre los fragmentos variables Vy y V. permitio la
expresion en E. coli de dominios variables de anticuerpos de cadena Unica (scFv por single chain Fv) [304], sin
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embargo no siempre la afinidad se mantiene inalterada con respecto al anticuerpo original, la secuencia linker a

menudo es degradada proteoliticamente y se favorece la agregacidn por exposicién al solvente de residuos
hidrofdbicos que usualmente estarian ocluidos en un anticuerpo normal (Figura 18.B)[305, 306].

A partir de esta bateria de construcciones se ha cimentado el disefio de construcciones multiméricas con el objetivo
de aumentar la afinidad funcional (avidez), potenciar interacciones celulares mediante el disefio de fragmentos
multivalentes contra receptores de superficie para potenciar la activacién o apoptosis de diversos tipos celulares a
través de vias de sefalizacidon transmembrana o favorecer la interaccion de diversos blancos para reclutar funciones
efectoras, células citotdxicas o capsulas de distribucion de genes o marcadores inmunodiagndsticos (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 heterélogos abrié una nueva avenida en lo que refiere a fragmentos de anticuerpos
con actividad de reconocimiento antigénico (Figura 18.C).
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Figura 18: Fragmentos de Anticuerpos Recombinantes. A) Inmunoglobulina G clasica con sus dominios variables VH y VL B)
Diferentes fragmentos de anticuerpos con capacidad de reconocimiento antigénico, obtenidos por protedlisis o expresados en
forma recombinante. C) Inmunoglobulinas de cadena pesada de camello (izquierda) y tiburén (derecha) acompafadas de los
fragmentos VHH y V-NAR expresados en forma recombinante. Entre paréntesis se representa el peso molecular aproximado
de cada construccién. (Adaptado de Holliger y Hudson, 2005 [299])

5.3.2. ANTICUERPOS DE CADENA PESADA

El descubrimiento de los anticuerpos de cadena pesada por el grupo de Hamers a inicios de la década del 90 abriria
un nuevo frente en el uso de fragmentos de anticuerpos. Este grupo encontré que ademas de los anticuerpos
clasicos, el suero de mamiferos pertenecientes a la familia Camelidae (camellos, dromedarios, llamas, alpacas y
vicufias 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 encontraria 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 mas tarde se haria extensivo a peces
cartilaginosos. A pesar de las diferencias estructurales, ambos tipos de anticuerpos poseen como caracteristica
comun la ausencia de cadenas livianas y por ende un sitio de reconocimiento antigénico constituido Unicamente
por un dominio variable (Figura 18.Cy Figura 19.A).

5.3.2.1. ASPECTOS EVOLUTIVOS

A pesar de las similitudes, los anticuerpos de cadena pesada de camélidos y peces cartilaginosos poseen origenes
diferentes. Los hcAbs de camélidos representan una adaptacién reciente surgida a partir de genes del locus IgH de
anticuerpos convencionales mientras que los IgNAR de tiburones (pertenecientes a un antiguo linaje en



INTRODUCCION

vertebrados) parecen ser el remanente evolutivo de un antiguo linaje (Figura 19.B) [309, 310] y de hecho

proporcionan informacion respecto a la evolucién de las inmunoglobulinas [311].
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Figura 19: Anticuerpos de Cadena Pesada. A) En la columna izquierda se representan anticuerpos clasicos de 4 cadenas con
una IgG de mamifero 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 Ci.3 en mamiferos y Ci6 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 tiburén con un dominio Vnar
(amarillo) y 5 dominios constantes C1-5nar. NOtese la ausencia del primer dominio constante (contiguo al dominio variable) en
los anticuerpos de cadena pesada de la derecha. B) Arbol filogenético simplificado. Se enfatiza con un rectangulo celeste
aquellos taxones que poseen inmunoglobulinas (Ig) o receptores de células T (TCR) con sitios de reconocimiento antigénico de
dominio Unico. Los numeros a la izquierda de cada nodo representan el tiempo de divergencia transcurrido (en millones de
afios). Extraido de Flajnik et al.[312].

Esto representa un misterioso caso de convergencia evolutiva a distintos niveles: 1) estructural: ambos se
componen de homodimeros de cadenas pesadas; 2) secuencia: aumento en la frecuencia de residuos cargados y
polares en la superficie que estaria interactuando con el dominio VL en Ig convencionales; 3) mecanistico: ausencia
de dominio constante C1 (responsable de la interaccién con la cadena liviana en Ig clasicas) y mecanismos de
generacién de alta variabilidad de repertorio (ausencia de la diversidad combinatorial debida al aporte de cadenas
VL y Vu)y 4) funcional: los dominios variables VHHs y V-NARs reconocen epitopos similares que se diferencian de
los reconocidos por los anticuerpos convencionales [310, 312].

La necesidad de dominios de reconocimiento mas pequefios (para acceder a antigenos cripticos alojados en
pequefias cavidades) y mas estables (caracterizados por una alta frecuencia de puentes disulfuro no candnicos
intra-dominio) para tolerar los ambientes aridos con temperaturas extremas como las que deben soportar los
camélidos, podrian explicar al menos en parte la reciente aparicién a nivel evolutivo de este tipo de anticuerpos
(312].

5.3.2.2. ESTRUCTURA Y FUNCION DE ANTICUERPOS DE CADENA PESADA DE
CAMELIDOS

En mamiferos, el orden Artiodactyla estd formado por tres subdrdenes: Ruminantia (vacas, cabras, ovejas,
antilopes, etc.), Suiformes (cerdos, hipopdtamos, etc.) y Tylopoda. El suborden Tylopoda esta constituido por una
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Unica familia: Camelidae conformada por dromedarios (Camelus dromedarius) y camellos (Camelus bactrianus),

llamas (Lama glama), guanacos (Lama guanicoe), vicuiias (Vicugna vicugna) y alpacas (Vicugna pacos). El suero de
los camélidos posee IgG clasicas o convencionales y anticuerpos de cadena pesada (hcAbs) [313]. El porcentaje de
hcAbs respecto a anticuerpos cldsicos es variable aunque parece mucho mas alto en camellos (50-80%) que en
camélidos sudamericanos como llamas y alpacas (10-25%) [313, 314]. En cuanto a la clasificacion en subtipos de
IgG existen controversias entorno al nimero exacto, sin embargo se sabe que existe un nimero similar que en otros
artioddactilos (3 isotipos de IgG en vacas y 6 isotipos de 1gG en cerdos) aunque sus funciones no estan plenamente
diferenciadas como ocurre en humanos y ratones [313].

Los hcAbs son anticuerpos de menor tamafio (90KDa) con respecto a los clasicos (150KDa) dado que carecen de
cadenas livianas y dominio constante CH1. Ademas de las IgG1 clasicas, existen dos fracciones IgG2 e IgG3 donde
las IgG2 se caracterizan por la presencia de una regién bisagra mucho mas larga conformada por repeticiones de
Pro-GIn que le otorgan rigidez y que podria redundar en una distancia entre paratopes similar a la observada en
IgG1 cldsicas, sin comprometer la funcién de crosslinking antigénico [307]. Los dominios CH2 y CH3 conforman un
dominio homdlogo a la region Fc de los anticuerpos convencionales y como consecuencia de la ausencia de cadenas
livianas, el paratope esta conformado Unicamente por el dominio variable identificado como VuH (por “Heavy Chain
Variable Domain of hcAbs”) o simplemente VHH (Figura 20.A).

Los dominios variables de hcAbs comparten un 80% de homologia de secuencia con los anticuerpos cldsicos [315].
Ambos poseen tres dominios hipervariables CDR1, 2 y 3 flanqueados por regiones framework FR1, 2, 3 y 4 y estdn
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 (numeracion 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 drea aproximada de 1700-1900 A? con torsiones de
las hebras beta que exponen residuos hidrofébicos hacia el interior de la misma [316]. En los VHH, existen
sustituciones de ciertos residuos hidroféobicos en la region conservada FR2, por residuos de menor tamafio e
hidrofobicidad, coincidiendo con lo que corresponderia a la interfaz con el dominio VL de anticuerpos cldsicos:
VA2F, G49E, L50R y W52G (Figura 20.B y C) [313, 317-320]. Estas sustituciones favorecen la solubilidad de los
dominios VHH en comparacién con los VH en ausencia de dominio VL de cadena liviana. De hecho se ha visto que

la “camelizacidon” de dominios VH de anticuerpos clasicos de humanos mediante la introduccidn de tres de estas
sustituciones, reduce significativamente la tendencia a formar agregados [321].

El paratope de los hcAbs esta formado por tres CDRs (en lugar de seis) generando superficies de unién de menor
tamafio. En dromedarios se han detectado CDR 3 de mayor longitud, generando una superficie de unidn de mayor
tamafio que podria ayudar a superar esta limitacidon [322]. Estos CDR largos son por naturaleza flexibles y en
consecuencia la unidn al antigeno es energéticamente desfavorable. En este sentido la presencia de cisteinas en
los CDRs permite establecer puentes disulfuro inter-loops, otorgandoles rigidez, estabilizando los VHH vy
favoreciendo la energética de unién con el antigeno mediante reduccién de la pérdida de entropia asociada a la
unién al antigeno [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 comparacion 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 cisteinas no
candnicas en el CDR1 suelen ubicarse en las posiciones 31, 33 y 34 (numeracién IMGT), en el FR2 se ubican en la
posicion 50 y en el CDR2 en la posicién 55 permitiendo agrupar los hcAbs en diferentes subfamilias; por su parte la
ubicacién de las cisteinas no candnicas en el CDR3 suele ser mucho mas flexible [325]. Estos puentes disulfuro no
candnicos tienen como objetivo estabilizar ain mas los VHH y otorgar restricciones conformacionales a los CDRs
para generar nuevos paratopes expandiendo el repertorio [323, 326]. El CDR3 ademads de jugar un rol fundamental
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en el reconocimiento antigénico, a menudo se ubica sobre la superficie equivalente a la interfaz con la cadena VL

de lg clasicas, cubriendo parches hidrofébicos que de otra manera quedarian expuestos al solvente
comprometiendo la solubilidad de los VHH [327].

5.3.2.3. ORGANIZACION DE GENES DE ANTICUERPOS DE CADENA PESADA EN
CAMELIDOS Y GENERACIONDE DIVERSIDAD

La cadena pesada de los anticuerpos clasicos 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 localizacion 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 clasicas y hcAbs poseen organizaciones idénticas con intrones, exones, regiones S para
cambio de clase y sitios de poliadenilacidn 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 intrén entre CH1 y la regidn 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 lgG2 o 1gG3 permanecen elusivos hasta el momento.[313, 330] (Figura 20.C).

El locus H de camélidos esta conformado por una regién V, donde se encuentran mezclados los clusters de genes
IGHV e IGHVH codificantes de las regiones variables de anticuerpos cldsicos y hcAbs, respectivamente; una region
con segmentos D y J comun a ambos tipos de anticuerpos; y una region 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 sefialan con un subindice n. Los genes
IGHVH tienen como caracteristicas distintivas las sustituciones V42F, G49E, L50R y W52G en la regién FR2 y a la
presencia de puentes disulfuros inter-loops (seccién 5.3.2.2), aunque existen también elementos a nivel de
secuencia que podrian favorecer eventos de hipermutacion somatica y recombinacion génica para dar lugar a un
repertorio mas 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 unidn V-D-J en anticuerpos convencionales y hcAbs da origen al CDR3 y la
razon 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 esta clara, aunque probablemente se deba
a una seleccién a nivel de receptor en la célula pre-B, dando lugar a un dominio correctamente plegado o una
seleccion funcional donde aquellos linfocitos B expresando VHHs con un CDR mads corto tienen un paratope de
menor tamafio reduciéndose asi la probabilidad de reconocer un antigeno y ser seleccionados para proliferar [313].
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Figura 20: Anticuerpos de cadena pesada. A) IgG de camélidos. Se representa un anticuerpo clasico (IgG1) y dos variantes de
hcAb con regiones bisagra de diferente longitud (IgG2 e 1gG3). Se incluyen las formas minimas 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 mayuscula 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
excepcioén de los CDR1, 2 y 3 representados en rojo, verde y celeste, respectivamente, y las regiones constantes “framework”
se sefialan con lineas discontinuas. Las cisteinas candnicas C23 y C104 se representan con circulos continuos de color amarillo
intenso y el puente disulfuro candnico se representa como una linea discontinua del mismo color. Con circulos discontinuos de
color amarillo palido, se representan cisteinas no candnicas usualmente encontradas en camellos y dromedarios formando
puentes disulfuro (linea discontinua del mismo color) entre el CDR1 (usualmente C31, C33 o C34) y el CDR3 (la ubicacién de
esta cisteina es mucho mds variable y se representa como Cxxx). Por su parte en llamas, este puente disulfuro no candnico se
forma entre la Cxxx del CDR3 y una cisteina ubicada al comienzo del CDR2 (sefialada como Cxx). Con circulos de color naranja
se representan aquellos residuos caracteristicos de los VHH encontrados en camélidos que suelen sustituir residuos
hidrofébicos en el FR2 de los VH de anticuerpos cldsicos. 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 clasicos (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 (lineas 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 vy 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 formara 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 proteinas. Los aminodcidos caracteristicos de los dominios VH (clasicos) y VHH (hcAbs) se sefialan con rombos
violetas y se identifican con cédigo de 1 letra acompafiados de la posicion (Extraido de [313]).
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5.3.2.4. SIMPLEZA ESTRUCTURAL VS RECONOCIMIENTO ANTIGENICO.

Dado el éxito evolutivo de los anticuerpos clasicos (presentes en vertebrados a través de toda la escala zoolégica),
resulta curioso la tardia aparicidon 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 generacién de sitios de unidn mas pequefios sin afectar la capacidad de
reconocimiento antigénico representa un compromiso y en esta seccion comentaremos algunos aspectos
estructurales en relacidn con esto.

Sin dudas el éxito de una respuesta de anticuerpos radica en la generacidon de diversidad. Como se discutio
previamente los principales mecanismos para lograrlo son: a) diversidad recombinatoria de segmentos génicos Vu-
D-Ju y Vi-J; b) diversidad a nivel de las uniones de dichos segmentos por introduccién de imprecisiones y
adicién/delecién aleatoria de nucledtidos durante la recombinacién; ¢) 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 dngulo 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
caracteristicas estructurales de los VHH le otorgan a los hcAbs ventajas sobre los anticuerpos clasicos.

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
generacién de diversidad. De hecho, se ha demostrado en llamas que el tipo de antigeno determina en cierta
medida el tipo de respuesta de anticuerpos (clasicos o hcAbs) [334].

A nivel de estructura, existen elementos que potencian la generacidn de diversidad. En los anticuerpos clasicos,
algunos residuos de los CDRs participan de la interaccidn con la cadena liviana imponiendo restricciones a nivel de
secuencia. En los hcAbs, la ausencia de cadena liviana elimina dicha restriccion expandiendo el repertorio. La mayor
longitud de los CDRs 1y 3 en VHHs (ademds de compensar la ausencia de cadena liviana) representa otra alternativa
para expandir el repertorio [333]. En humanos los CDR1 y 2 adoptan un numero limitado de conformaciones
mientras que en camélidos existe una mayor flexibilidad estructural a este nivel [335]. Ademas de las topografias
clasicas: plana y hendidura, los VHH poseen loops (en particular el CDR3 de mayor longitud) que protruyen de la
estructura, alcanzando epitopos ocultos que resultan inaccesibles a un paratope conformado por cadenas liviana y
pesada [333, 336, 337]. Por ultimo, la presencia de cisteinas no candnicas a lo largo de los CDRs y de la regidn FR2
permite estabilizar ciertas conformaciones de los CDRs generando asi paratopes diferentes [323].

5.3.3. VHH RECOMBINANTES O NANOANTICUERPQOS

Los dominios VHH pueden ser expresados en forma recombinante como entidades monomeéricas solubles cuya
capacidad de unidn al antigeno 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 compafiia belga Ablynx (una compafia incubada en la Vrije Universiteit Brussel de
Bélgica, donde fueron descubiertos los anticuerpos de cadena pesada en 1993 [307]), es comun encontrar dicha

denominacion en bibliografia.

Los VHH presentan caracteristicas biofisicas y bioquimicas que los hacen interesantes como entidades para
reconocimiento de antigenos. Ademds poseen gran versatilidad para ser utilizados en diversas aplicaciones
biotecnoldgicas en el campo de la investigacidn, el diagndstico y la terapéutica [335, 338-340].

Son proteinas muy estables mostrando reversibilidad frente a diversos agentes quimicos caotropicos [341],
presentando una termostabilidad superior a la de los anticuerpos con valores de Ty entre 60 - 80 °C e incluso
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mostrando una capacidad de reconocimiento antigénico inalterada luego de periodos de incubacidn a 90°C [341,

342]. Los valores de Twm 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] asi como la accidn proteolitica de diversas enzimas, motivo por el cual se los considera a priori,
excelentes candidatos terapéuticos para ser administrados por via oral [346]. Ademas son extremadamente
solubles alcanzdndose concentraciones superiores a 3mM sin signos de agregacién [335]. En virtud de su pequefio
tamafio son capaces de penetrar tejidos con mayor velocidad, haciéndolos apropiados para el tratamiento de
tumores soélidos, a la vez que son capaces de reconocer antigenos inaccesibles para los anticuerpos clasicos (de
mayor tamafio) [322, 337].

Por ultimo, cabe destacar que se expresan en sistemas heterdlogos con rendimientos muy altos, permitiendo bajar
muchisimo los costos de produccion. Ademas, 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, aqui radica una de las fortalezas mas importantes de los nanoanticuerpos desde el punto de vista
biotecnoldgico. La Tabla 2 correlaciona las propiedades de los VHH con algunas aplicaciones haciendo énfasis en
las ventajas y desventajas asociadas [347].

5.3.4. APLICACIONES DE NANOANTICUERPOS

Casi 30 afios tuvieron que transcurrir desde el descubrimiento de los anticuerpos de cadena pesada, para la
aprobacion del primer nanoanticuerpo con fines terapéuticos. Este desarrollo resulté sorprendente lento en
comparacion con los mAbs (el primer mAb aprobado por la FDA con fines terapéuticos salié al mercado poco mas
de una década después del descubrimiento de la tecnologia de hibridomas en 1975).

El disefio de multimeros monovalentes o multivalentes aumenta la avidez o permite unir antigenos diferentes, a la
vez que aumenta su tamafio [335] evitando que sean facilmente eliminados a nivel renal [335, 348]. Recientemente
se aprobo Caplacizumab, siendo el primer y Unico fdrmaco basado en nanoanticuerpos aprobado en Estados Unidos
y Europa. Este VHH posee formato bivalente monoespecifico contra vWF (factor de Von Willebrand) y es indicado
contra la Parpura Trombocitopénica Trombotica (TPP).

El caracter 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
antagonico contra proteinas 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-y dirigida contra un blanco especifico [358, 359].

La fusién de nanoanticuerpos con diversos motivos efectores ha demostrado ser de gran utilidad en terapia
antitumoral, incluyendo enzimas [360], toxinas [361-363] y radioisdtopos o incluso sistemas de distribucion de

carga como liposomas, micelas o nanoparticulas cargadas con agentes citotéxicos[364-367].

Las aplicaciones terapéuticas de nanoanticuerpos para combatir enfermedades infecciosas incluyen virus,
bacterias, hongos, parasitos 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 proteinas de superficie [368,
369], contra nucleoproteinas virales inhibiendo la translocacién viral [328] o contra proteasas virales [370]. En el
caso de HIV, nanoanticuerpos contra la proteina Rev de HIV bloquean el trafico nuclear del ARNm viral [371, 372].
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Tabla 2: Correlacion entre las propiedades biofisicas de los Nbs y sus aplicaciones. Adaptado de [347] donde se encuentran
referencias bibliograficas de cada caso.

PROPIEDAD

VENTAJA

DESVENTAJA

AREA DE APLICACION

Dominio unico

Pequeiio tamafio

Hidrofilicidad
aumentada

Alta estabilidad
de secuencia

CDR3 largo

Variabilidad en el
extremo N-
terminal del
CDR1

Aumento del tamafio funcional de las
librerias como consecuencia de la falta
de apareamiento erréneo de dominios
Posibilidad de disefios multivalentes
unidos por “linker” flexibles
Produccién en sistemas microbianos en
condiciones de fermentacion simples
ofreciendo tiempos cortos de
desarrollo

Facil manipulacion genética para
fusionar motivos, para aumentar la
solubilidad o para reducir la agregacion
(inmunogenicidad reducida)

Répida eliminacion del torrente
sanguineo y penetracién de tejidos

Altos rendimientos de expresion
Alta solubilidad

Estabilidad proteolitica

Permite gran variedad de tratamientos,
condiciones de almacenamiento y
formulaciones

Bajo potencial inmunogénico que
permite tratamientos repetidos o con
altas dosis

Re-plegamiento eficiente luego de
desnaturalizacion quimica o térmica
otorga una alta estabilidad
termodinamica

Reconocimiento de sitios antigénicos
de dificil acceso e inhibicién de
enzimas.

Transmigracion de la barrera
hematoencefalica

Fiabilidad de la produccién

Incapacidad para inducir
funciones efectoras en forma
directa.

Unidn a haptenos y péptidos
requiere pasos multiples
Tratamiento de
enfermedades inflamatorias
puede requerir tiempos de
retencion mas largos
Presenta problemas en
aplicaciones parenterales

No demostrado
Aplicaciones parenterales
pueden requerir medidas de
seguridad mas exigentes

No se excluye la posibilidad
de formacion de complejos
no deseados in situ.

Imposibilidad de unirse
antigenos a través del
extremo C-terminal.

Produccidn oligoclonal de célula Unica

Facil produccién de formatos bivalentes
y trivalentes

Produccidén a gran escala con una
buena relacion costo/beneficio

Selectividad tumor especifica

Imagenologia in vivo selectiva

Selectividad tumor especifica

Imagenologia in vivo selectiva

Neutralizacion de toxinas

Facil produccion

Produccién de "intrabodies"
Inmunoterapia administrada por via
oral

Modificacién racional de secuencia
Modificacién racional de secuencia
Fabricacion optimizada de drogas

Modificacidn racional de secuencia
Fabricacion optimizada de drogas
Inmunoterapia administrada por via
oral

Diagndstico rapido de infecciones in
Vivo o in vitro

Investigacion de mecanismos
bioquimicos

Tratamiento de desérdenes
neuroldgicos

Otras aplicaciones terapéuticas de nanoanticuerpos tienen como objetivo el tratamiento de enfermedades de tipo

inflamatorias como autoinmunes, la enfermedad inflamatoria intestinal, aterosclerosis y el sindrome de respuesta

inflamatoria sistémica (donde TNF y su receptor representan uno de los blancos mas interesantes) o enfermedades

neurodegenerativas como las enfermedades de Alzheimer, Parkinson y Huntington y la distrofia muscular

oculofaringea.

En el campo de la investigacién, el diagndstico médico y analisis 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 inmunodeteccién a través de la generacién de mAbs con alta especificidad ha revolucionado el campo de la

investigacion cientifica, por lo que hacer una revision del uso de nanoanticuerpos aplicados al campo de la

investigacion resulta redundante. En la Discusion General de este trabajo dedicaremos algunos parrafos a comentar

las posibles aplicaciones de los VHHs seleccionados en este trabajo en el estudio del BLV.
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La generacidn de nanoanticuerpos contra pequefias 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.

5.3.5. PHAGE DISPLAY

La obtencién de anticuerpos (de cualquier tipo) supone la utilizacidn de la maquinaria de generacion de diversidad
por parte del individuo inmunizado, con el objetivo de generar una libreria lo suficientemente variable para obtener
clones capaces de reconocer el antigeno. La seleccidn in vivo, de clones capaces de reconocer el antigeno ocurre
gracias a un sistema de presentacién donde aquellos linfocitos productores de anticuerpos especificos son
seleccionados para proliferar y eventualmente perpetuarse como plasmocitos. Cuando dicha seleccién se hace in
vitro para generar una libreria de anticuerpos artificial con capacidad de reconocer un determinado antigeno, 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 amplificacién. 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 proteinas 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 Quimica 2018 junto
a Sir Gregory Winter y Frances Arnold [387]. En 1991 se describié su uso para seleccionar fragmentos Fab [388] y
actualmente es una de las técnicas mas 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, enfocandonos especificamente en la metodologia utilizada en esta tesis (seleccién de VHH
expresados en fagos M13). La generacién de una libreria de fagos consiste basicamente en clonar una libreria de
fragmentos de ADN codificante de las proteinas de interés en un plasmido junto a un fragmento de una proteina
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 informacién génica para expresar el resto de las proteinas
del fago) de modo tal que se produzcan fagos con las diferentes variantes de las proteinas de interés en su
superficie. El antigeno (en el caso de seleccién de fragmentos de anticuerpo, la proteina utilizada durante la
inmunizacion o un fragmento de esta) es inmovilizado en un soporte sélido e incubado con los fagos producidos
para que se dé la interaccién especifica. Luego de un paso de lavado, los fagos especificos son eluidos y utilizados
para infectar nuevamente bacterias competentes de modo de producir fagos especificos. Este proceso llamado
“panning” se repite las veces que sea necesario con el objetivo de obtener fagos especificos (Figura 21.A).
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Figura 21: Phage Display. A) Esquema del proceso de seleccion y amplificado (panning) de una libreria de fagos M13
expresando proteinas de interés fusionadas al dominio c-terminal de plll. Una vez que la libreria de genes de interés se clona
entre los sitios Sfil del fagémido pComb3X y las bacterias ER2738 son co-infectadas con dicho fago y un fago “helper” (por
ejemplo VCSM13), se seleccionan por unién al antigeno inmovilizado en un soporte sélido. Los fagos no especificos son
removidos luego de un paso de lavado y los de interés son eluidos y amplificados mediante una etapa de re-infeccién y
crecimiento bacteriano. Este proceso es iterado de 3 a 5 veces para finalmente obtener una libreria de fagos especificos cuyo
ADN puede ser sometido a diversos procesos como secuenciacion, clonado, evolucién in vitro, modificacidon, expresién
recombinante, etc. B) Detalle del fago M13 con sus proteinas estructurales y su genoma de ADN circular simple hebra [393].
C) Esquema del vector fagémido pComb3XSS presentando un cassette de clonado entre los sitios Sfil con dos fragmentos 1y 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 purificacion de histidinas y hemaglutinina consecutivos (Hisé y HA), un coddn stop AMBER (UAG)
suprimido en ciertas cepas de E. coli (como ER2738) y el extremo c-terminal de la proteina plll del fago M13 (aminoacidos 230
a 406). El fagémido posee ademas un gen de resistencia a Ampicilina (AmpR) y dos origenes de replicacion bacteriano (ColE1
ori) y del fago (f1 ori). Adaptado de [394].
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5.3.5.1. BACTERIOFAGO M13

El bacteriéfago mas utilizado para este fin es el fago M13 [395], perteneciente a la familia de fagos filamentosos
cuyo diametro (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 proteina pVIl
(~2700 copias). Dicha estructura filamentosa posee en uno de los extremos cinco copias de las proteinas pVIl y pIX
y en el otro, cinco copias de las proteinas plll y pVI (Figura 21.B)[393]. Su genoma codifica 11 proteinas: las cinco
proteinas estructurales previamente detalladas y otras seis proteinas implicadas en la replicacién y maduracién del
fago (pll y pX implicadas en la replicacidn, pV con capacidad de unidn al ssADN, y pl, plV y pXI relacionadas al
ensamblaje de la particula). Durante el proceso infeccioso la proteina estructural plll (unida al virién a través del
extremo C-terminal) se une al pilus F de E. coli mediante su extremo N-terminal (a través de 2 dominios N1y N2).
Esto favorece la retraccién de este y la posterior interaccion entre el dominio N1y la proteina TolA de la membrana
bacteriana. A continuacidn, se produce la transferencia del ADN viral y el desensamblaje de la cdpside. El ssADN es
convertido en ADN doble hebra por enzimas bacterianas y se inicia la sintesis de proteinas de M13 en el citoplasma
de E. coli [393].

Las proteinas a seleccionar se expresan fusionadas a algunas de las proteinas de superficie del fago siendo las mas
utilizadas pVIIl (para pequenos péptidos) y plll (para proteinas de mayor tamafno como fragmentos de anticuerpos)
[389, 393]. Para su expresidon se pueden utilizar vectores fagos (secuencia del fago M13 natural) o vectores
fagémidos (pldsmidos con resistencia a algln antibidtico de seleccién, origenes de replicaciéon bacterianos y del
fago, secuencia del gen del fago en el que se va a expresar la proteina de fusion y una sefial de empaquetamiento).
Si bien la proteina plll es fundamental en el ciclo infeccioso del fago, al existir 5 copias es posible sustituir parte de
su secuencia en alguna de estas, por proteinas (como fragmentos de anticuerpos funcionales) sin afectar la
capacidad infecciosa del mismo. Uno de los fagémidos mas utilizados (este trabajo no es la excepcion) es pComb3X.

5.3.5.2. FAGEMIDO

El fagémido pComb3X (Figura 21.C) fue disefiado originalmente para expresar fragmentos Fab por lo cual contiene
entre el promotor Lac y el extremo C-terminal de plll, un cassette de clonado con dos fragmentos de relleno 1y 2
(stuffer fragments) que pueden ser sustituidos por los dominios VH y VL [388]. Dichos fragmentos estan precedidos
por secuencias OmpA y PelB respectivamente, para dirigir su transporte al periplasma bacteriano donde se ve
favorecido el correcto plegamiento y la formacién de puentes disulfuro de los fragmentos de anticuerpo. Dicho
cassette de clonado esta flanqueado por sitios de restriccidon de Sfil, de modo de poder sustituir dichos fragmentos
por un gen de interés. El fagémido pComb3X posee una version trunca de la proteina plll (a la cual le falta el péptido
sefial y los primeros 211 residuos del extremo N-terminal) donde la proteina 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 proteina plll intacta y el resto
de las proteinas virales, las bacterias (usualmente XL1-Blue) se coinfectan con un fagémido colaborador o “helper”
derivado de M13 (por ejemplo VCSM13), con un origen de replicacion defectivo, dando lugar a un 10% de fagos con

1 copia de la proteina a expresar y un 90% de fago nativos o vacios [393, 394].

Cuando las bacterias son coinfectadas con el fagémido conteniendo la secuencia de la proteina a seleccionar y un
fago “helper”, se produciran fagos infectivos con la proteina de interés fusionada al segmento C-terminal de la
proteina plll. Usualmente 3-5 ciclos de seleccidn o “panning” son suficientes para obtener una libreria de fagos
especificos, utilizando este sistema. Como el fagémido pComb3X posee tags de purificacion y un codon Amber stop
entre la proteina de interés y el segmento C-terminal de plll, es posible obtener la proteina en solucién mediante
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su expresién en una cepa bacteriana que no suprima dicho codén de terminacién y asi evaluar su éxito en el

reconocimiento antigénico [394].
5.4. IDENTIFICACION DEL PROBLEMA

Alo largo de la Introduccién, destacamos la importancia del BLV como agente etioldgico de la LBE (una enfermedad
de bovinos con alta prevalencia en nuestro pais 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).

Ademads, analizamos el ciclo replicativo de BLV y otros retrovirus, identificando el establecimiento de contactos a
nivel de la proteina CA como un elemento central del que dependen diversos procesos virales como
retrotranscripcién, desensamblado del core, importacién del ADNc al nucleo, ensamblado, brotamiento, liberacién
y maduracion.

De hecho, se conocen un conjunto de moléculas celulares (factores de restriccion viral) que tienen la capacidad de
interferir con el ciclo viral mediante interacciones con la capside, conformando una primera etapa de respuesta
celular antiviral.

I " III

Por lo antes dicho, inhibir el autoensamblado de Gag y/o CA, asi como hiper-estabilizar el “core viral”, podria
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 proteina 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 CAgyy.
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6. OBJETIVOS

6.1. OBIJETIVO GENERAL

Generacion, purificacion y caracterizacidn de nanoanticuerpos con capacidad de reconocer en forma especifica a
la proteina de la capside del virus de la leucosis bovina (CAgw), con la finalidad de interferir en el proceso de
autoensamblado de la capside viral.

6.2. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Expresion y purificacidon de proteinas recombinantes derivadas de CAgy para ser utilizadas en la generacién,
seleccion y caracterizacidon de nanoanticuerpos especificos.

2. Inmunizacidn de una llama con la proteina recombinante CAg.yv purificada y obtencion de una libreria de fagos
expresando nanoanticuerpos especificos.

3. Clasificacion y seleccién de nanoanticuerpos contra CAgv teniendo en cuenta diferentes criterios (afinidad,
dominio antigénico y variabilidad de secuencia) y produccién recombinante de los mismos.

4. Caracterizacidn biofisica de los nanoanticuerpos especificos seleccionados y de su interaccién con la proteina
CABLV-

5. Obtencién de la estructura cristalografica de los complejos de nanoanticuerpos con la proteina CAgyy.
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7. METODOLOGIA

7.1. GENERACION DE CONSTRUCCIONES PARA EXPRESION DE
PROTEINAS RECOMBINANTES.

7.1.1. GENERACION DE CONSTRUCCIONES DE CABLV VY SUS
DOMINIOS.

Todas las secuencias nucleotidicas de origen viral fueron obtenidas a partir de ADNc genémico de una linea celular
ovina persistentemente infectada con VLB (FLK-BLV-044, fetal lamb kidney cells, DSMZ n°ACC153). Todas las
construcciones de CAgy fueron generadas previamente en nuestro laboratorio [53, 89].

Dos construcciones de CAgy fueron disefiadas con el propdsito de expresar la proteina: en forma nativa CAn sin
etiquetas (“tags”) de purificacion y con un tag de polihistidinas (His-tag) removible con trombina en el extremo N-
terminal para dar lugar a HsCA o *CA (donde * indica la presencia de residuos remanentes luego del corte
proteolitico) tal como se presenta en la Figura 22.B-C. Por su parte las construcciones para expresar los dominios
NTDgv y CTDgv fueron disefiadas con secuencias His-tag en las posiciones c-terminal y N-terminal respectivamente,
con el propdsito de preservar la conformacién nativa de los mismos (Figura 22.D-E). El His-tag del dominio CTD es
removible con trombina pudiendo dar lugar a las proteinas HsCTD o *CTD.

7.1.1.1. DISENO DE PRIMERS Y CLONADO DE LA PROTEINA DE CAPSIDE DE VLB
(CAVLB) PARA SU EXPRESION EN FORMA NATIVA (CAn) Y CON TAG DE
PURIFICACION (H6CA).

A . -".2'../ B-HAIRPIN B
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TROMBINA TROMBINA
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CA CAn H,CA *CA NTDH, H,CTD *CTD

Figura 22. Disefio de construcciones de antigenos de BLV expresados y purificados. A) Esquema de CA donde se resaltan
algunas caracteristicas estructurales bdsicas. B) CA purificada en forma nativa (CAn) sin tags de purificaciéon. C) CA expresada
con un His-tag (HeCA) 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 (HsCTD), removible con trombina para dar lugar a *CTD.

La secuencia de CAgy de FLK-VLB (GenBank: EF600696.1:956-1600) fue amplificada y clonada por el método libre
de enzimas de restriccion (“RF-cloning” por “restriction free cloning”) [396] en el plasmido pET22b(+) para su
expresion en forma nativa (CAn); y utilizando el método de clonado clasico con enzimas de restriccidn y ligacion
[397], entre los sitios Nhel y BamH]| del plasmido pET28a(+) para su expresion con un tag removible con trombina
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en el extremo N-terminal (HsCA). Para el clonado de dichas construcciones se disefiaron los siguientes primers (las
secuencias de los sitios de corte de las enzimas de restriccién se representan en subrayado):

e CA_F(5-GTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCCAATCATATCTGAAGGGAATCGC-3’)
e CA_R(5-GCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGAGAACTGCAGGCTGTTTCACCTTG-3’)

e p24-Nhel_FOR (5-TGGCTAGCTTGCCAATCATATCTGAAGGG-3’)

e p24-BamHI_REV (5’-CCGGATCCTTAGAGAACTGCAGGCTGTTTCAC-3’)

Los primers fueron disefiados con el objetivo de amplificar la secuencia nativa completa y clonarla en marco con el
promotor T7 de los respectivos vectores de expresién (Figura 23.Ay B).

En el caso de la construccion CAn la metionina inicial es removida espontdaneamente de modo que la construccion
presenta la prolina inicial responsable de la formacion del B-hairpin en el extremo N-terminal [53, 89]. Ademas, se
incluyé un codén STOP inmediatamente después de la secuencia de la capside en el primer CA_R (evitando asi la
expresion de la secuencia His-tag en el extremo C-terminal, presente en el plasmido parental). Por su parte en el
caso de HeCA se utilizé el coddn STOP presente en el plasmido.

A CAF — .
5'-GTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGLCAATCATATCTGAAGGGAATCGL B
CAn | MP 115 EG N RN KVKQPAVL |
pET22b(+) CA,, GTTCCACTTTGTCGGACGTCAAGAGACTCTAGGCCGACGATTGTTTCG-S
CA_R
(215 aa)
B p24-Nhel_FOR
5 TGGETAGCTTG “CAATCATATCTGAAGGG
H,CA _—:
pET28a(+) CA CACTTTGTCGGACGTCAAG A&ATTCCTAGGEC 5
d p24-BamHI_REV
(215 aa)
C CA_F — :
5'-GTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGLCAATCATATCTGAAGGGAATCGL
NTDH, | M__HHHHHH-I
pET22b(+) NTD,, GTCCGGACCTTTTTAGAGGGAGTGGTGGTGGTGGTGGTGACTC-5
(125 23) NTDH6_R
D HTCTD_F
| — 5-GCCGCGCGGCAGCCATTCAGTACAACCTTGGTCCACC
H.CTD IETIELTITNE v P R G s H_— |
pET28a(+) CTD,, CACTTTGTCGGACGTCAAGAGATTGTTTCGGGCTTTCCTTCGACTCAACC-S
HTCTD_R
(87 aa)

Figura 23: Disefio de primers para el clonado de las distintas construcciones de proteinas virales de VLB: Todas las
construcciones fueron clonadas por RF-cloning, con excepcién de HsCA donde la secuencia de CA fue amplificada e insertada
en los sitios de restriccion de las enzimas Nhel y BamHI (representados con flechas verticales sobre las secuencias
nucleotidicas). Las secuencias virales se representan en fondo anaranjado y las del plasmido parental en blanco (con excepcidn
de los tags de histidina y los sitios de corte por trombina, representados en fondo gris). Los sitios de inicio y final de la traduccion
se representan con flechas rectas y sefiales de STOP de color negro, respectivamente; la secuencia aminoacidica de origen viral
se representa en forma incompleta (solo los extremos), por tal motivo se presenta la cantidad de aminodcidos en texto
anaranjado, debajo de cada construccién.

7.1.1.2. DISENO DE PRIMERS Y CLONADO DE NTD DE BLV PARA EXPRESION

CON TAG DE PURIFICACION (NTDH®).

La secuencia del dominio N-terminal (NTDs) de la proteina de capside de FLK-VLB (GenBank: EF600696.1:956-
1330) fue clonada por RF-cloning en el plasmido pET22a(+). Los primers fueron disefiados 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 construccidn comparte el mismo extremo N-terminal que CAn, para el clonado de NTDHgs se utilizd
el plasmido CA_Fy el siguiente primer:

e NTDH6_R (5’-CTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGAGGGAGATTTTTCCAGGCCTG-3’)

7.1.1.3. DISENO DE PRIMERS Y CLONADO DE CTD DE BLV PARA EXPRESION
CON TAG DE PURIFICACION (H6CTD).

La secuencia del dominio C-terminal (CTDg.v) de la proteina de capside de FLK-VLB (GenBank: EF600696.1:1340-
1600) fue amplificada y clonada por el método libre de enzimas de restriccidon (RF-cloning) [396] en el plasmido
pET28a(+) para su expresidn con un tag removible con trombina en el extremo N-terminal (H¢CTD). Los primers
fueron disefiados con el objetivo de amplificar la secuencia nativa completa y clonarla en marco con el promotor
T7 del vector de expresién (Figura 23.D).

Para el clonado de dichas construcciones se disefiaron los siguientes plasmidos:

e HTCTD_F (5'-GCCGCGCGGCAGCCATTCAGTACAACCTTGGTCCACC-3’)
e HTCTD_R (5’-CCAACTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGAGAACTGCAGGCTGTTTCAC-3’)

7.1.1.4. PURIFICACION DE PLASMIDOS Y CONFIRMACION DE SECUENCIA.

Una vez que las construcciones fueron clonadas en los vectores de expresidn correspondientes, se transformaron
cepas de E. coli competentes (XL1-Blue, Stratagene) por electroporaciéon y se seleccionaron en placas de LB-agar
(Triptona 1%; extracto de levaduras 0.5%; NaCl 1%, agar 1.5%) suplementado con antibidtico de seleccién
(Kanamicina 50 pg/mL para construcciones clonadas en pET28a(+) y Ampicilina 100 pg/mL para construcciones
clonadas en pET22b(+)). Los plasmidos fueron purificados utilizando mini kits de purificacion de ADN plasmidico
segun especificaciones del fabricante (NucleoSpin Plasmid Kit, Macherey Nagel) y la secuencia confirmada a través
de servicios de secuenciacién automatica de ADN (Servicio de Secuenciacién de la Unidad de Biologia Molecular del
Institut Pasteur de Montevideo, Uruguay y Macrogen Inc., Corea) utilizando primers de secuenciacién universales:
T7 forward primer y T7 terminator reverse primer.

7.1.2. GENERACION DE CONSTRUCCIONES DE NANOANTICUERPOS

La generacién de nanoanticuerpos (Nbs) contra CAgy constd de dos etapas: la inmunizacion de llamas (seccidn
7.4.1) y la generacidn de una libreria de Nbs expresados en la superficie de fagos para su posterior seleccién y
expresion recombinante (seccién 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 especificos contra CAgv €n un vector
de expresion bacteriano. La presente seccion describe el disefio de los primers utilizados para ambas instancias de
clonado.

7.1.2.1. DISENO DE PRIMERS Y CLONADO DE FRAGMENTOS VHH EN EL
FAGEMIDO pComb3x.

Los VHH fueron amplificados a partir del ADNc obtenido de linfocitos de la llama inmunizada tal como se describe
en la seccién 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 Sfil. Los “primers" VH1, VH3 y VH4
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presentan una secuencia 5’ comun, con pequefias variaciones en la secuencia hacia 3’ del sitio de corte de Sfil,

codificando la metionina inicial y los primeros residuos de la regién 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 regién FR4 de los VHH de llama en el extremo C-terminal) (Figura 24.A).

Las secuencias de los primers utilizados se describen a continuacién, (las secuencias de los sitios de corte por Sfil se
representan en subrayado, la letra R representa la posicidn de una purina y en negrita y color rojo se representan
aquellos nucledtidos distintivos):

e VH1 (5-CATGCCATGACTCGCGGCCCAGGCGGCCATGGCCCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGG-3')
e VH3 (5-CATGCCATGACTCGCGGCCCAGGCGGCCATGGCCGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGG-3’)
e VH4 (5-CATGCCATGACTCGCGGCCCAGGCGGCCATGGCCCAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGG-3’)
e JH (5'-CCACGATTCTGGCCGGCCTGGCCTGAGGAGACRGTGACCTGGGTCC-3’)

Estos primers permiten amplificar por PCR los genes VHH y clonarlos en el fagémido pComb3x mediante digestion
con Sfil y ligacién, dando lugar a una libreria de fagos M13 con capacidad para expresar VHHs funcionales
fusionados a la porcién C-terminal de la proteina PIIl (Figura 21.B-C y Figura 24.B) cuando coinfectan bacterias
supresoras del codén Amber STOP, con un fago helper.

7.1.2.2. DISENO Y CLONADO DE CONSTRUCCION PARA EXPRESION DE
NANOANTICUERPQOS BIOTINILABLES CON HIS-TAG.

Una vez seleccionados los clones capaces de reconocer CA (por phage display), se extrajo el ADN de los fagos y se
digirié con Sfil para ser clonados en forma masiva en el vector de expresion pINQ-BtH6 desarrollado por Rossotti et
al. [399]. Dicho vector es una modificacién del pET28a(+) conteniendo bajo la accidn del promotor T7 las secuencias
de: un péptido lider OmpA para secrecion peripldsmica de los VHHs (cuyos ultimos nucleétidos contienen la
secuencia de corte por Sfil), un sitio de biotinilacidn in vivo (BAP por biotin acceptor peptide) y un His-tag en el
extremo C-terminal, para su purificacién (Figura 24.C).
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VH1 Sl
5"-CATGCCATGACTCGLGGLCCAGGLGGLCATGGCCCAGGTGEAGCTGOTGCAGTCTGE
A WMAQVQLVES ¥ TQVTVss 1
pComb3x o pINQ-BtH6 GGF\CECAGGTC.E\E\-’GTCTEETEAEQ_CQQ_G_CC_GQ_CLAGAATCGTGG-S'
Sl JH
VHH (~120 aa)
|—
17 OmpA VHH H6 HA  Fragmento c-terminal de plll (residuos 230-406)
B pComb3x
Sfil Sl AMBER stop stop
| —
7 OmpA VHH . BAP H6
INQ-BtH6 ' ‘
C pINQ
St;){)
HTVHH_F
S -TTTCGCTACCGTGGCCCAGGLGLATCATCATCATCATCACAGLAGL
pINQ-BtHS) CGCCGTCGGTATACCGACTCCACGTCGACCACCTCAGACCCC-S'
HTVHH19A_R
I_'_"" ____________________________ _". .............
T7 Omé:\A H6 Tromb VHH
pINQ-BtH6)
D
.................... stop
VHH19aSTOP_F
5-GGGACCCAGGTCACTGTCTCCTCATGACAGGLCGGL
GACAGAGGAGTACTGTCCGGCCGGTTCCACCGL-5'
VHH19aSTOP_R

Figura 24: Diseiio de primers para la amplificacion de genes VHH y su clonado en vectores fagémidos y de expresion. A) Se
esquematizan los primers VH1 y JH para amplificar genes VHH con los sitios de corte de Sfil (subrayados y representados con
flechas verticales sobre las secuencias nucleotidicas) y su disposicion 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
aminoacidicas de VHH las cuales se representan con cédigo de 1 letra sobre fondo de color anaranjado). Para simplificar, solo
se incluye la secuencia del primer VH1 y la secuencia aminoacidica codificada por este. B) Esquema de la construccion
resultante del clonado de una secuencia VHH entre los sitios Sfil del fagémido pComb3x. C) Esquema de la construccion
resultante del clonado de una secuencia VHH entre los sitios Sfil del vector de expresién bacteriano pINQ-BtH6 derivado del
pET28a(+). D) En el centro se presenta el esquema de la construccion disefiada para expresar VHHSs sin sitio de biotinilacion ni
His-tag. Para ello se incluyd un His-tag removible con trombina entre OmpA vy el VHH y se dispuso un coddn stop justo después
del mismo. En la parte superior e inferior se presentan las secuencias de primers utilizados para esto, con los mismos cédigos
de colores utilizados mas arriba. Para simplificar solo se incluye la secuencia de los primers para el VHH19a.

7.1.2.3. DISENO Y CLONADO DE CONSTRUCCION PARA EXPRESION DE
NANOANTICUERPOS SIN SITIO DE BIOTINILCION Y CON HIS-TAG
REMOVIBLE.

Dos clones fueron producidos a mayor escala con el objetivo de realizar un analisis biofisico y estructural mas
exhaustivo. En estos casos se modificd 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 biotinilacién BAP seguido de un His-tag c-terminal mediante la incorporacién de un codén



METODOLOGIA m

stop inmediatamente después de la secuencia del VHH (Figura 24.D). Esto se llevd a cabo mediante dos etapas

consecutivas de clonado por RF-cloning.

En primer lugar, se clond la secuencia His-tag seguida del sitio de corte por trombina (amplificada a partir de la
construccion HgCA clonada en pET28a(+)) entre la secuencia OmpA y el VHH. Para ello se disefié un primer forward
comun 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 continuacién
con las diferencias resaltadas en rojo:

e HTVHH_F (5'-TTTCGCTACCGTGGCCCAGGCGCATCATCATCATCATCACAGCAGC-3’)
e HTVHH8c_R (5-CCCCAGACTCCACCAGCTGCACCTCAGCCATATGGCTGCCGC-3’)
e HTVHH19a_R (5’-CCCAGACTGCACCAGCTGCACCTGGGCCATATGGCTGCCGC-3')

En segundo lugar, se introdujo un coddn STOP justo después del final de cada VHH utilizando los siguientes juegos
de primers para los VHH8c y VHH19a (el coddn STOP se muestra subrayado):

e VHH8cSTOP_F (5'- GGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCATGACAGGCCGGC-3’)
e VHH19aSTOP_F (5'-GGGACCCAGGTCACTGTCTCCTCATGACAGGCCGGC-3')
e VHH8cSTOP_R (5’- CGCCACCTTGGCCGGCCTGTCATGAGGAGACGG-3’)
e VHH19aSTOP_R (5'-CGCCACCTTGGCCGGCCTGTCATGAGGAGACAG-3’)

7.2. EXPRESION DE PROTEINAS RECOMBINANTES

Esta seccidon describe las metodologias llevadas a cabo para expresar en forma recombinante las distintas
construcciones generadas en la seccidn anterior, ya sean proteinas de BLV o nanoanticuerpos.

7.2.1. EXPRESION DE PROTEINAS RECOMBINANTES DE BLV

Todas las proteinas de BLV, independientemente de la estrategia de purificacion utilizada, fueron expresadas
siguiendo un protocolo de expresidn genérico tal como se describe a continuacion.

7.2.1.1. TRANSFORMACION BACTERIANA CON VECTORES DE EXPRESION.

Todas las proteinas 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 (segin recomendaciones del
proveedor) y se incubaron por 16 horas a 37°C en placas de LB agar suplementado con antibidticos de seleccion
(kanamicina 50 pg/mL para HeCA y HeCTD y ampicilina 100 pg/mL para CAn y NTDHg).

7.2.1.2. EXPRESION A MEDIANA ESCALA (1 litro).

La expresion se llevd a cabo en medio 2YT (Triptona 1.6%; Extracto de Levaduras 1%; NaCl 0.5%) adicionado con
antibiotico de seleccidn. Para ello el medio fue inoculado con una diluciéon 1:200 de un pre-cultivo sobrecrecido,
preparado a partir de la transformacidn correspondiente (seccién 7.2.1.1) e incubado a 37°C con 220 r.p.m. de
agitacion. Una vez que se alcanzé una densidad 6ptica (D.O) de 0.7, se indujo la expresiéon con 1mM Isopropil-B-D-
1-tiogalactopiranésido (IPTG) y se incubd a 30°C durante 5 horas.
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7.2.2. EXPRESION DE NANOANTICUERPOS

7.2.2.1. TRANSFORMACION BACTERIANA EN VECTORES DE EXPRESION

Los nanoanticuerpos fueron expresados en el periplasma de la cepa de E. coli BL21 (DE3) (Novagen) transformada
con el plasmido pCY216 portando el gen BirA (biotina ligasa) [400]. Para tal fin, las bacterias electrocompetentes se
transformaron por electroporacién (de acuerdo con las recomendaciones del proveedor) y se crecieron 16 horas a
37°C en medio selectivo (LB agar + kanamicina 50 pg/mL + cloranfenicol 35 pg/mL). Este protocolo se aplicé 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 disefiadas para producir VHHSs sin sitio de biotinilacion ni His-tag.

7.2.2.2. EXPRESION A BAJA ESCALA

La expresidn a baja escala se llevé a cabo en bacterias E. coli ER2738 transformadas con el plasmido pComb3x
conteniendo la biblioteca de VHHs especificos contra CAgy, obtenidas tal como se describe mas adelante en el
apartado 7.4.3.5. Para ello se prepararon placas de cultivo de 96 pocillos de fondo cénico (Greiner) con mini cultivos
de 1mL de medio liquido SB (Triptona 3%, Extracto de Levadura 2%, MOPS 1%) adicionado con ampicilina 100
pg/mL. Cada cultivo fue inoculado con una colonia Unica proveniente de las placas de LB agar + ampicilina utilizadas
para cuantificar la libreria luego de cada ronda de panning. El cultivo fue incubado a 37°C con agitacidn, hasta
alcanzar un valor D.0.=1.0, y posteriormente inducido con IPTG 1mM durante 16 horas a 37°C con agitacion.

7.2.2.3. EXPRESION DE VHHs BIOTINILADOS A PEQUENA Y MEDIANA ESCALA.

Cuando fue necesario expresar los 96 VHHs ya sea en forma biotinilada o sin biotinilar, se utilizé6 un formato de
expresion en placas multi well similar al del apartado anterior, pero adaptando el siguiente protocolo descrito a
continuacién. En el caso de no necesitar biotinilar los nanoanticuerpos, simplemente se eliminé la induccién con
arabinosa y la complementacidn con D-biotina.

La expresién 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 CAgv.

Un precultivo de 10mL de medio autoclavado LB (Triptona 1.0%; Extracto de Levaduras 0.5%; NaCl 0.5%)
suplementado con antibidticos de seleccién (kanamicina 50 pug/mL y cloranfenicol 35 pug/mL) se inoculd con una
Unica colonia obtenida luego de la transformacion (7.2.2.1) y se crecié a 37°C con 220 r.p.m. de agitacién durante
16 horas. Luego de este periodo, 1L de 2YT adicionado con 0.04% L-(+) arabinosa y 100 uM 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 agitacion durante 2-3 horas
hasta alcanzar una DOgoo=0.7. Luego de este periodo, se indujo con 0.1 mM IPTG durante 16 horas a 30°C con 220
r.p.m. de agitacion.

7.2.2.4. EXPRESION A GRAN ESCALA (1L)

Un litro de Medio Minimo M9 autoclavado (0.678 % Na,HPO4; 0.30 % KH,PO4; 0.10 % NH4Cl; 0.05 % NaCl)
adicionado con kanamicina 50 pg/mL y 20mL de Complemento 50x fresco y esterilizado por filtracion (50 mM
MgCly; 5 mM CaCly; 0.25 mg/mL tiamina-HCl; 10 % glucosa; 20 % hidrolizado de caseina), fue inoculado con una
dilucion 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 agitacion durante 30 horas. Luego de este periodo, se complementé con 100mL
de Medio de Induccién 10x autoclavado (12%w/v triptona, 24%w/v extracto de levaduras, 4%v/v glicerol), se indujo
con 0.1mM IPTG y se incubd 60 horas a 25°C con 130 r.p.m. de agitacién.
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7.3. PURIFICACION DE PROTEINAS RECOMBINANTES

7.3.1. PURIFICACION DE CA NATIVA

Ante la ausencia de un tag de purificacidn, la proteina CA nativa (CAn) es purificada por una serie de pasos
cromatograficos consecutivos descritos a continuacién (de acuerdo a [88, 89]).

7.3.1.1. EXTRACCION CITOSOLICA

Luego de la expresion en E. coli (seccidn 7.2.1.2), el cultivo bacteriano se centrifugd a 6.000g por 15 minutos a 4°C
y el pellet obtenido se resuspendié en Buffer DEAE frio (50mM Tris-HCI, pH 6.0) a una relacién de 4mL de buffer
por gramo de pellet. La suspension se incubd a 25°C durante 30 minutos, en presencia de inhibidor de proteasas
(Complete EDTA Free, ROCHE) segliin 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 filtracién a través de 0.45um.

7.3.1.2. INTERCAMBIO ANIONICO (IEX-DEAE)

El sobrenadante clarificado (seccién 7.3.1.1) fue sometido a un intercambio anidénico usando matriz DEAE
Sepharose Fast Flow (GE Healthcare Life Science) equilibrada en buffer DEAE (descrito en seccidén 7.3.1.1). Este paso
tiene la finalidad de unir a la matriz gran parte de los contaminantes del extracto. La fraccidn no unida a la columna
(flow-through) conteniendo CAn fue colectada y reservada para los pasos de purificacién subsiguientes.

7.3.1.3. CAMBIO DE BUFFER Y CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR
(SEC)

La fraccién no unida a la IEX-DEAE, (seccién 7.3.1.2) fue filtrada por 0.22um e inyectada rapidamente en una
columna HilLoad Superdex 75 PG 16-60 equilibrada en buffer de almacenamiento de CA (20mM HEPES pH 7.4;
50mM NaCl), utilizando un equipo FPLC AKTA Purifier (GE Healthcare Life Science).

7.3.1.4. ANALISIS, CONCENTRACION Y CUANTIFICACION

La pureza de las fracciones obtenidas fue analizada por SDS-PAGE 12% en buffer Tris-glicina y las proteinas
purificadas fueron concentradas por ultrafiltracion a 4°C utilizando tubos AMICON (Millipore) con MWCO=10. La
cuantificacion de proteinas se realizé por espectrofotometria en el rango UV-visible utilizando un
espectrofotometro Cary 50 Bio (Varian). Los valores de absortividad correspondientes fueron obtenidos segun su
secuencia aminoacidica, a partir del sitio http://web.expasy.org/protparam/ (Tabla 3).
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Tabla 3. Nimero de aminoacidos y valores tedricos de peso molecular (PM), absortividad molar (emoar) y especifica
(eespecirica) para las proteinas de origen viral producidas en forma recombinantes: Los valores tedricos fueron obtenidos a
partir de las secuencias aminoacidicas utilizando el sitio http://web.expasy.org/protparam/. En el caso de CAn se toma en
cuenta la remocidn del primer residuo de metionina (determinado previamente por MALDI-MS).

PROTEINA  N° AMINOACIDOS PM (g/mol) emotar (M cm?) €especipica (ML mg™ cm™?)
CAn 215 23583 39085 1.657
HeCA 239 26149 39085 1.495
*CA 222 24267 39085 1.611
NTDHs 132 14809 24980 1.687
He¢CTD 107 11555 13980 1.210
*CTD 90 9673 14105 1.458

7.3.2. PURIFICACION DE CABLV Y SUS DOMINIOS POR
CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.

La estrategia de purificacion fue la misma para HsCA, NTDHs y HeCTD, con excepcidon de pequefias diferencias
relacionadas a la remocién del tag de purificacién.

7.3.2.1. EXTRACCION CITOSOLICA

El cultivo bacteriano (seccion 7.2.1.2) fue centrifugado a 6.000g y 4°C por 15 minutos y el pellet obtenido se
resuspendid en Buffer A de IMAC frio (20 mM fosfato de sodio, pH 7.4; 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol) a una
relacién de 4mL de buffer por gramo de pellet y se reservéd a -80°C hasta el momento de la extraccidn. Para la
extraccién, se descongeld la suspensidon bacteriana y se adiciond 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 incubd 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 um.

7.3.2.2. CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD POR IONES METALICOS
INMOVILIZADOS (IMAC)

El sobrenadante clarificado (seccién 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 lavé con el
mismo buffer a un flujo de 1mL/min, utilizando un equipo FPLC AKTA Purifier (GE Healthcare Life Science), hasta
obtener una linea de base estable en la absorbancia a 280nm. A partir de este punto se eluyd la proteina con
gradiente de imidazol (seccién 7.3.2.2.1) o se procedié a remover el tag de purificacion mediante “procesamiento
proteolitico en columna” (seccion7.3.2.2.2).

7.3.2.2.1. ELUCION CON GRADIENTE DE IMIDAZOL

En el caso de las proteinas con His-tag (HsCA, NTDHg y HsCTD), luego de la cromatografia de afinidad (seccion
7.3.2.2) se eluyeron las proteinas con Buffer B de IMAC (20mM fosfato de sodio, pH 7.4; 500mM NaCl, 500mM
Imidazol) aplicando un gradiente de concentracidon de Imidazol desde 20mM hasta 500mM en 15 minutos. Las
proteinas eluidas fueron reservadas a 4°C hasta el siguiente paso cromatografico. Esta metodologia fue también
utilizada para la purificacién de nanoanticuerpos por cromatografia de afinidad segun el apartado 7.3.3.2
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7.3.2.2.2.  REMOCION DEL HIS-TAG EN COLUMNA

Para la remocidn del tag de purificacién (*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 proteina de interés unida por
afinidad (seccion 7.3.2.2). La columna fue incubada 16-20 horas a 4°C, y la muestra clivada proteoliticamente se
eluyd 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 fracciéon no unida para el siguiente paso de purificacion.
Esta metodologia fue también utilizada para la purificacién de nanoanticuerpos por cromatografia de afinidad
segun el apartado 7.3.3.2.

7.3.2.3. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR (SEC)

Independientemente del protocolo de elucidn seguido durante la cromatografia de afinidad (elucién con gradiente
de imidazol segun el apartado 7.3.2.2.1 o remocidn del His-tag en columna segln 7.3.2.2.2), la fraccién purificada
fue filtrada por 0.22 pm e inyectada en una columna Hi Load Superdex 75 PG 16-60 utilizando un equipo FPLC AKTA
Purifier (GE Healthcare Life Science).

7.3.2.4. ANALISIS, CONCENTRACION Y CUANTIFICACION

La pureza de las fracciones obtenidas fue analizada por SDS-PAGE 12% y 15% en buffer Tris-glicina (para HsCA y los
dominios de capside, respectivamente). Las proteinas purificadas fueron concentradas por ultrafiltracion utilizando
tubos AMICON (Millipore) con MWCO de 10 y 3 (para H6CA y los dominios de capside, respectivamente). Por su
parte la cuantificacion de proteinas se realizd por espectrofotometria en el rango UV-visible, utilizando un
espectrofotometro Cary 50 Bio (Varian) y el correspondiente valor de absortividad teérico (Tabla 3).

7.3.3. PURIFICACION DE NANOANTICUERPOS

Los nanoanticuerpos expresados a baja escala (apartado 7.2.2.2) no fueron purificados a partir de espacio
periplasmico; en su lugar se utilizé el sobrenadante del cultivo obtenido mediante centrifugacién a 6.000g y filtrado
por 0.45 um. En los casos que fue necesario obtener una mayor cantidad de proteina, los VHH se extrajeron
mediante lisis de las bacterias usando reactivo B-PER (GE Healthcare) y purificando por cromatografia de uniéon a
metales en formato high throughput (como se describe al final de la seccién 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
metodologia de purificacién basada en [401] tal como se describe a continuacién.

7.3.3.1. EXTRACCION PERIPLASMICA

El cultivo bacteriano (seccidn 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 frio (10 mM Tris-HCI, pH=8.0; 150 mM NaCl) y centrifugado a 13.000 g durante
10 minutos a 4°C. El pellet obtenido se resuspendié en 120 mL de Buffer Sacarosa a 25°C (10 mM Tris-HCI, pH=8.0;
25 % w/v sacarosa; 1 mM EDTA) y se incubd 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, la suspension fue
centrifugada a 13.000 g durante 45 minutos a 4°C y el pellet sometido a un choque osmético. Para ello se
resuspendio el pellet en 120mL de Buffer de Shock frio (10mM Tris-HCl, pH=8.0; 0.5mM MgCl,) y se incubé 10
minutos en hielo para finalmente ser centrifugado a 13.000g durante 25 minutos a 4°C, obteniéndose un
sobrenadante conteniendo la fraccidn peripldsmica de E. coli que se reservd a 4°C hasta el siguiente paso de
purificacién.
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7.3.3.2. CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD POR IONES METALICOS
INMOVILIZADOS (IMAC)

Previo a la cromatografia de afinidad, la fraccidn periplasmica (seccién 7.3.3.1) fue sometida a didlisis extensiva
durante 72h con renovacioén diaria del buffer, utilizando una membrana con MWCO=3.5 (Snake Skin, Thermo) en
Buffer A de IMAC. Posteriormente, la fraccidon periplasmica fue filtrada por 0.22um 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 lavé con el mismo buffer a un flujo de 1mL/min, utilizando un equipo FPLC AKTA Purifier (GE Healthcare
Life Science) hasta obtener una absorbancia a 280nm estable. A partir de este punto la muestra fue tratada
siguiendo la misma metodologia aplicada a H¢CA y los dominios de CA: elucion con gradiente de imidazol (seccion
7.3.2.2.1) o “procesamiento proteolitico del His-tag en columna” (seccién 7.3.2.2.2).

Excepcionalmente se realizd una purificaciéon por IMAC en formato high-throughput utilizando una placa de 96
pocillos His MultiTrap HP (GE Healthcare) segiin recomendaciones del fabricante.

7.3.3.3. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR (SEC)

Independientemente del protocolo de elucidn seguido, la fraccidn purificada por cromatografia de afinidad fue
filtrada por 0.22um e inyectada en una columna HilLoad Superdex 75 PG 16-60 utilizando un equipo FPLC AKTA
Purifier (GE Healthcare Life Science).

7.3.3.4. ANALISIS, CONCENTRACION Y CUANTIFICACION

La pureza de las fracciones obtenidas fue analizada por SDS-PAGE 15% en buffer Tris-glicina. Las proteinas
purificadas fueron concentradas por ultrafiltracién utilizando tubos AMICON, MWCO=3 (Millipore). La
cuantificacion de proteinas se realiza por espectrofotometria en el rango UV-visible utilizando un
espectrofotdmetro Cary 50 Bio (Varian) y el correspondiente valor de absortividad tedrico (Tabla 4).

Tabla 4. Niumero de aminodacidos, valores tedricos de peso molecular (PM), absortividad molar (emovar) y especifica (gespecirica)
para los nanoanticuerpos producidas: Los valores tedricos fueron obtenidos a partir de las secuencias aminoacidicas utilizando
el sitio http://web.expasy.org/protparam/.

PROTEINA N° AMINOACIDOS PM (g/mol) emotar (M cm?) gespecipica (ML mg™t ecm™)
VHH8c(BAPH6) 152 16275 20065 1.233
*\/HH8c 125 13125 14565 1.110
H6VHH19(BAPHS6) 149 16015 20065 1.253
*VHH19a 122 12865 14565 1.132

7.4. GENERACION DE NANOANTICUERPOS

7.4.1. INMUNIZACION DE LLAMA CON CABLV

Una llama de 2 afios y medio de edad (perteneciente al Parque Lecocq de la Intendencia de Montevideo) se
inmunizo siguiendo un programa de 32 semanas de duracion, con cantidades variables de proteina *CA (expresada
y purificada segun las secciones 7.2.1 y 0, con remocién proteolitica del His-tag). La inmunizacion se llevd a cabo
con la proteina diluida en Adyuvante Incompleto de Freund. La inyeccidn inicial con 380 pg 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 inmunizacién de la llama se llevd a cabo en paralelo
con otros antigenos con el objetivo de obtener librerias de VHH contra diferentes proteinas.
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Junto con el primer booster se extrajo sangre a un animal sin inmunizar como control, para analizar el titulo de

anticuerpos. Para el sangrado final se extrajeron 100mL de sangre heparinizada por venopuncion.

Tabla 5. Programa de inmunizacion de llamas con *CA. Una llama de 2.5 afios 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 (ug)
380
2000
2000
500
500
500
500
Sangrado para biblioteca (100mL)

A NNUTUVTWO

7.4.2. EVALUACION DEL TiTULO DE ANTICUERPOS

La evaluacion del titulo de anticuerpos contra los respectivos inmundgenos (CA entre otros) se realizé por ELISA
indirecto. Para ello se sensibilizaron microplacas de poliestireno (MaxiSorp, NUNC) durante 16 horas a 4°C, con 100
pL de antigeno diluido a una concentracién de 3 pg/mL en PBSy 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 continuacion, los pocillos se incubaron con suero murino anti-IgG de llama (producido in
house) diluido 1:000 durante 1hy se llevé a cabo una segunda etapa de lavado. Finalmente, los pocillos se incubaron
con anticuerpo anti-ratén conjugado a HRP (Pierce, Rockford, IL, U.S.A.) durante 1h y se lavaron por tercera vez. El
revelado se llevd a cabo incubando los pocillos durante 20 minutos con 100pL de sustrato de peroxidasa (0.1 mg/mL
TMB [3,3’,5,5-tetrametilbenzidina], 0.004% H,0, en 0.1 M buffer acetato, pH 5.5) y deteniendo la reaccién
enzimatica mediante adicidon de 50 pL de 2N H,SO,. La absorbancia fue medida a 450 nm y el titulo de anticuerpos
calculado como la dilucién 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.

7.4.3. GENERACION DE LA LIBRERIA DE NANOANTICUERPOS ANTI
CABLV

7.4.3.1. PURIFICACION DE LINFOCITOS Y EXTRACCION DE ARN

La purificacion de linfocitos a partir de sangre periférica se llevé a cabo en gradiente de densidad. Para ello la sangre
se diluyd a la mitad con PBS y se llevé a cabo una centrifugacion 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 volumenes de reactivo TRIzol (Invitrogen) y
procediendo de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La cantidad de linfocitos obtenidos se determiné
mediante conteo en cdmara de Neubauer y la concentracidn y pureza del ARN purificado se determiné utilizando
un espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Fremont, CA).

7.4.3.2. OBTENCION DE ADNc Y AMPLIFICACION DE GENES VHH

Una vez purificado el ARN de linfocitos, se procedié a la obtencion de ADN complementario (ADNc) mediante RT-
PCR con el primer JH (seccién 7.1.2.1), utilizando el sistema SuperScript lll (Thermo Fisher, Scientific) segun
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recomendaciones del fabricante. Para ello se realizaron 9 reacciones de 20 plL con 2.25 ug de ARN cada una (20.25
ug de ARN total) dando lugar a 180 pL 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 (seccidn 7.1.2.1), mediante

15 reacciones PCR de 50 pL para cada primer (28 ciclos de 1min a 94°C, 1min a 60°Cy 2 min a 72°C). Los amplicones
obtenidos fueron digeridos con la enzima de restricciéon Sfil (New England Biolabs) de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante y purificados a partir de gel de agarosa (QlAquick Gel Extraction Kit, Qiagen) para
dar lugar a una bateria de genes VHH flanqueados por sitios de corte por Sfil.

7.43.3. CLONADO DE GENES VHH EN EL FAGEMIDO pComb3x Y
TRANSFORMACION DE E. coli ER2738.

Los productos de digestion purificados a partir de gel de agarosa fueron clonados en el fagémido pComb3x (cortesia
del Profesor Barbas, The Scripps Research Institute, La Jolla, USA). Para ello se digirieron 100 pg de fagémido con
Sfil y se purificd dos veces a partir de gel de agarosa (QlAquick 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 relacidn molar inserto:vector de 3:1. Las ligaciones fueron
purificadas a partir de gel de agarosa (QlAquick Gel Extraction Kit, Qiagen) y resuspendidas en agua estéril.
Finalmente se transformaron bacterias electrocompetentes E. coli ER2738 (Lucigen Corporation, Middleton, WI,
USA) con 3 pL de ligacion purificada por 25 pL de suspensidn bacteriana. La presencia de fragmentos VHH fue
confirmada por PCR de colonias utilizando los primers VHHmix y JH.

7.4.3.4. PRODUCCION DE LA BIBLIOTECA DE FAGOS PREINMUNE

Las bacterias ER2738 transformadas con el fagémido, fueron crecidas en medio LB adicionado con 0.25 % K;HPOQ,,
0.1 % MgS04, 0.1 % glucosa y 100 ug/mL de ampicilina (antibidtico de seleccidn para el fagémido pComb3x). Una
vez que el cultivo alcanzé 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 pg/mL adicionales de
kanamicina (antibiotico de seleccién para fago helper), para producir los fagos recombinantes expresando los VHH
fusionados a la proteina de superficie plll truncada.

Los fagos contenidos en el sobrenadante de cultivo fueron precipitados adicionando 0.2 voliumenes de 20 % (w/v)
Polietilenglicol 8000 (PEG 8000) y 2.5 M NaCl (concentraciones finales de 4% PEG 8000 y 0.5M NacCl) e incubando
en bafio de hielo durante 1 hora para luego de ser centrifugados a 4°C durante 15 minutos a 15.000g. El pellet se
resuspendio 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 titulacidn de la biblioteca, tubos con 100 plL de un cultivo de E. coli ER2738 crecido en medio liquido SB
(Triptona 3%, Extracto de Levadura 2%, MOPS 1%) sin antibidtico, a una D.0.=1.0, fueron adicionados con 10 pL de
diluciones seriadas de la biblioteca preinmune (f=10% f=10° f=10"° f=10*! f=10"?en PBS estéril) y sembradas en
placas de LB agar adicionado con ampicilina 100 pug/mL. Luego de crecer 16 horas a 37°C, se hizo un recuento de
colonias en una de las placas y el tamafio de esta se calculé como:

Tamadio de la biblioteca (cfu/mL) = n° de colonias - f - 100

7.4.3.5. PRODUCCION DE LA BIBLIOTECA DE FAGOS ESPECIFICA CONTRA
CABLV (PHAGE DISPLAY)

Para la obtencidn de una biblioteca especifica contra CAg.y, se realizaron varias rondas de panning consistentes en
inmovilizar el antigeno en placas Nunc, MaxiSorp mediante incubacion de diluciones variables de *CA en PBS
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durante 16 horas a 4°C. A continuacién, se bloqued con BSA 3% en PBS a 37°C durante 1 hora y se incubd con 100

pL de la biblioteca de fagos preinmune durante 1h a 4°C con agitacion. A continuacion, se aplicaron lavados
diferenciales y se eluyeron los fagos mediante adicidon de 100 pL por pocillo de buffer de elucién de fagos (100 mM
glicina, pH 2.2; 150 mM NaCl) e incubacidn por 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se neutralizaron
los eluatos adicionando 0.05 volumenes de Tris 2M hasta una concentracién final de 0.1M y se cuantificé el tamaifio
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 continuacién) o
se utilizaron como insumo para clonar la biblioteca especifica en un vector de expresion.

Para amplificar la biblioteca después de cada ronda de panning, se realizé el mismo procedimiento de precipitacién
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.0.=1.0 se infecté 100 pL del OUT correspondiente, manteniéndolo 30 minutos a 37°C sin agitacién. Las células
infectadas se diluyeron 5 veces en medio SB con ampicilina (100 pg/mL) y se crecieron durante 2 horas a 37°C con
agitaciéon. A continuacion, el cultivo se infecté con 50 pL del fago helper M13KO7 incubando 1 hora con agitacion,
para finalmente agregar kanamicina (50 pg/mL) y dejar creciendo durante 16 horas a 37°C. La cuantificacidn se
realizé de la misma manera, mediante sembrado de diluciones seriadas en placas de LB agar + ampicilina 100 pg/mL
y conteo de colonias formadas.

Las rondas de panning 1y 2 se llevaron a cabo en forma secuencial utilizando 6 y 3 pocillos respectivamente, en
los que se inmovilizé 1ug de *CA y se aplicaron 8 lavados de 5 minutos con PBS adicionado con 0.005% Tween?20.
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 utilizd
1 pocillo sensibilizado con 1 pug de *CA pero aplicando lavados extensivos (con 0.005% Tween20 y agitacidn
continua) durante 3 dias, mientras que la ronda 4 se llevé a cabo con el mismo régimen de lavado (agitacion
continua durante 3 dias con 0.005% Tween20) pero inmovilizando 0.05 pg de *CA en 3 pocillos.

7.4.3.6. CLONADO DE SECUENCIAS DE VHH EN PLASMIDO DE EXPRESION

Una vez que se constatd la especificidad de la biblioteca de fagos por CAgy y sus dominios (utilizando la técnica de
ELISA), se procedid a clonar en masse los nanoanticuerpos seleccionados en el vector de expresion bacteriano pINQ-
BtH6 disefiado por Rossotti et al. [399]. Para ello se infectaron células ER2738 electrocompetentes crecidas a una
DO=1.0 en medio SB, con 1/200 volimenes 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 (QlAamp DNA
Mini Kit). A continuaciéon, 20 pug de ADN de cada purificacion fueron digeridos con Sfil (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 Sfil fueron clonados en 1ug el vector pINQ-BtH6 igualmente digerido con Sfil utilizando la enzima T4
Ligasa (Thermo Fisher Scientific), con una relacidn molar inserto:vector de 3:1 segln recomendaciones del
proveedor. A continuacion, 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
accion de un promotor inducible por arabinosa) [400]. Los doble transformantes se seleccionaron mediante
crecimiento en placas de LB agar adicionadas con 50 pg/mL kanamicina y 35 pg/mL cloranfenicol.

7.4.3.7. ANALISIS DE SECUENCIA DE NANOANTICUERPOS

Para aquellos VHH clonados en el vector pINQ-BtH6 que fueron seleccionados y secuenciados, se alined la secuencia
aminoacidica con el objetivo de identificar los dominios caracteristicos. Para ello se utilizé la herramienta de
alineamiento e identificacién de dominios variables de inmunoglobulinas y receptores de células T del sitio web del
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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, asi como también los posibles genes de llama que
dan origen a los respectivos clones.

Este servidor utiliza el sistema de numeracidon IMGT para posicionar ciertos residuos clave en ubicaciones
especificas [404, 405] y a partir de estos identificar las regiones FR y CDR (Figura 25.A). Este sistema asume una
longitud de los CDR1, 2y 3 de 12, 10 y 13 residuos, permitiendo comparar dominios con CDRs de diferente longitud
o de diferentes especies mediante la introduccidn de “gaps” o inserciones en posiciones establecidas (Figura 25.B).
Ademas, utiliza una base de datos de genes de la linea germinal de diferentes especies para buscar similitudes e
identificar los posibles genes que dan origen a dichos fragmentos.
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Figura 25: Sistema de numeracion IMGT. A) Ciertos residuos clave son identificados y posicionados correctamente (Cz3, Waz,
Lss, C104, F/W118) para definir los CDR en funcién de estos. B) Este posicionamiento asume longitudes maximas para los CDR de
12, 10y 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 acompafiados de un punto y un nimero (se comienza por adicionar una posicion 112 y luego
una posicion 111. Por ejemplo para un CDR3 de 14 residuos la secuencia serd ...110, 111, 112.1, 112, 113... y para un CDR de
16 residuos la secuencia sera ...110, 111, 111.1, 112.2, 112.1, 112, 113...) [404, 405].

7.5. METODOS ANALITICOS PARA EL ESTUDIO DE PROTEINAS
PRODUCIDAS EN FORMA RECOMBINANTE.

La presente seccién describe las metodologias analiticas llevadas a cabo en esta tesis, con el objetivo de determinar
pardmetros que permitan evaluar el comportamiento en solucidn de las proteinas producidas en forma
recombinante y/o establecer controles de calidad que aseguren el éxito de los experimentos realizados a partir de

estas.

7.5.1. ELECTROFORESIS  DESNATURALIZANTE EN GEL DeE
POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE).

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 resolucidn requerida). Para ello se
utiliz6 un protocolo estandar basado en el método discontinuo de Laemmli [406]. Las muestras fueron
desnaturalizadas en presencia de SDS y DTT, y el gel analizado por tincion con Coomassie [407] o sometido a
Western Blot. Los marcadores de peso molecular utilizados fueron dos, dependiendo de la resolucion del gel: Page
Ruler™ Prestained Protein Ladder (Thermo) o SigmaMarker™, Low Range (Sigma).
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7.5.2. ANALISIS DE PUREZA POR DENSITOMETRIA

La pureza de las proteinas purificadas fue determinada por densitometria utilizando el software de libre acceso
Scion Image (Scion Corporation). Para ello se tomd una fotografia digital del gel tefiido con Coomassie en formato
.TIFF y se analizé segln las recomendaciones del desarrollador del software
(https://es.wikiversity.org/wiki/Programa gr%C3%Alfico Scion Image).

7.5.3. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR (SEC)

El tamafio molecular de las muestras obtenidas en solucidn fue analizado mediante cromatografia de exclusién
molecular (SEC) en buffer PBS usando una columna analitica Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare Life Science)
acoplada a un equipo FPLC AKTA 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
realizd purificacion por SEC utilizando columnas preparativas (secciones 7.3.1.3 y 7.3.2.3), dicha informacion fue
utilizada para evaluar la pureza y volumen de exclusion de las muestras obtenidas.

7.5.4. ESPECTROMETRIA DE MASAS POR DESORCION/IONIZACION
LASER ASISTIDA POR MATRIZ Y DETECCION POR TIEMPO DE VUELO
(MALDI-TOF)

El analisis por espectrometria de masas se llevé a cabo en la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analiticas del
Instituto Pasteur de Montevideo, utilizando un espectrémetro de Masas 4800 Plus MALDI TOF/TOF Analyzer
(Applied Biosystems Inc., Framingham, MA) equipado con un laser Nd:YAG (355-nm)

La digestion de péptidos a partir de bandas de SDS-PAGE se realizd mediante tratamiento con tripsina (Promega)
durante 16 horas a 37°C, los cuales fueron extraidos de gel usando 60% acetonitrilo en 0.2% TFA, concentrados
por secado en vacio y desalados con micro columnas C18 de fase reversa (OMIX Pippete tips, Varian). Los
péptidos resultantes de la digestidn triptica de las proteinas de interés se concentraron y desalaron mediante fase
reversa utilizando microcolumnas C18 (ZipTip, Millipore), eluyéndose con una solucidn saturada de matriz (acido
a-ciano-4-hidroxixinaminico en 60% acetonitrilo conteniendo 0.1% TFA) directamente sobre la placa Opti-
TOF™384 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 calibré
utilizando una mezcla comercial de péptidos estandar (Mass Standards Kit for Calibration of AB Sciex TOF/TOF). Se
eligieron las sefiales de m/z mas intensas del espectro para su posterior fragmentacion (MS/MS). La identificacion
y confirmacién de las secuencias de proteinas se realizé mediante blusqueda en una base de datos local (donde se
depositaron las secuencias de interés) utilizando como motor de busqueda MASCOT v2.3.02 (licencia del Instituto
Pasteur de Montevideo; http://www.matrixscience.com). Los parametros utilizados fueron los siguientes:

tolerancia masa isotdpica de 0,05 Da, tolerancia de masa de fragmentacion 0.2 Da, modificacidn de cisteinas como
productos de la alquilacién por iodoacetamida, oxidacién de metioninas, deamidacion de residuos asparagina y
glutamina, etc.).

7.5.5. ANALISIS DE ESTADO DE OLIGOMERIZACION POR DISPERSION
DINAMICA DE LUZ (DLS)

El analisis por Dispersidn Dinamica de Luz en batch (DLS por “dynamic light scattering”) se llevd a cabo usando un
Zetasizer Nano S (Malvern). Las muestras proteicas (a concentraciones superiores a 0.8mg/mL) fueron analizadas
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en cubetas descartables de pldstico UVette (Eppendorf). Las medidas se realizaron a 25°C, con periodos de
incubacién previos de 5 minutos, utilizando valores de viscosidad = 0,8906 cP y Rl = 1.330; los valores de atenuacién,
posicién del haz de luz y cantidad de medidas realizadas por corrida se ajustaron en forma automatica.

Los resultados fueron analizados utilizando el software Zetasizer versién 7.12 (Malvern) y presentados como
distribucién de tamafios de particula (radio hidrodindmico, Ru) expresada en términos de porcentajes de intensidad
de luz dispersada o de volumen de muestra dispersante.

7.5.6. ANALISIS DE TERMOESTABILIDAD POR MICROCALORIMETRIA
DE BARRIDO DIFERENCIAL DE TEMPERATURA (DSC)

El andlisis por microcalorimetria de barrido diferencial de temperatura (DSC por “differential scanning calorimetry”)
se llevd a cabo usando un equipo Micro Cal VP-DSC (Malvern). La linea de base se definié utilizando el buffer de la
muestra obtenido en el Ultimo paso de purificacion, 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 desnaturalizacién térmica en
un rango de temperatura entre 25-90 °C. El andlisis de los datos se realizé utilizando el software Origin versién 7
(Micro Cal).

7.6. ESTUDIO DE INTERACCION ENTRE NANOANTICUERPOS Y
ANTIGENOS ESPECIFICOS

7.6.1. ANALISIS POR ELISA

La técnica de ELISA fue utilizada a lo largo de esta tesis con diferentes objetivos: para evaluar la eficiencia de
seleccién de VHHs por phage display y para clasificar los VHHs en funcién del dominio de CA que son capaces de
reconocer o por su afinidad. A continuacion, presentamos las diferentes metodologias aplicadas.

7.6.1.1. ELISA PARA EVALUAR LA EFICIENCIA DE LA SELECCION POR PHAGE
DISPLAY

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 ug de antigeno por pocillo en buffer fosfato salino (PBS). A continuacion,
se bloqued 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 pL de una dilucién 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 llevé a cabo con 100uL de TMB (0.02 mg/mL) y H,0,
(0.003%) diluidos en 110 mM Buffer Acetato, pH 5.0. Luego de 15 minutos de reaccién colorimétrica, la misma se
detuvo adicionando 50 pL de H,SO4 2N a cada pocillo, y se midié 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 (A4so-As20).

7.6.1.2. ELISA PARA MAPEO ANTIGENICO DE VHHs

Placas de poliestireno de 96 pocillos NUNC MaxiSorp (Thermo Fisher Scientific, 44240421)fueron incubadas durante
2 horas a 37°C con 0.1 ug de antigeno viral diluido en PBS (obtenidos de acuerdo a la seccién 0). A continuacion se
bloqued durante 1 hora a 37°C con BSA 1% en PBS y se realizé un lavado de 3 ciclos con 0.05% Tween20 en PBS
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para luego incubar con sobrenadantes de un cultivos bacterianos (inducidos para expresar VHHs biotinilados de
acuerdo ala seccién 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 continuacién, se incubd a 25°C durante 1h con estreptavidina conjugada a HRP (Pierce, Rockford,

IL) diluida 1:5000 en soluciéon de bloqueo y luego de otro ciclo de lavado idéntico, se revelé con 100uL de TMB (0.02
mg/mL) y H20; (0.003%) diluidos en 110 mM Buffer Acetato, pH 5.0. Luego de 15 minutos de reaccidn colorimétrica,
la misma se detiene agregando 50 plL de H,S0411% a cada pocillo y se midid 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 (Asso-Aeo).

7.6.1.3. ELISA PARA ESTIMACION DE LA AFINIDAD DE LOS VHHs

Esta metodologia se llevd a cabo mediante introduccién 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 ug de avidina por pocillo en PBS. A continuacion,
se bloqueé durante 1 hora a 37°C con BSA 1% en PBS y se realizé 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 seccién 7.2.2.2), diluido a la mitad con BSA 1% durante
1 hora a 25°C, y se realizd un ciclo de 3 lavados igual que en el paso anterior. A continuacion se incubé a 25°C
durante 1h con CA-HRP (*CA conjugada a HRP siguiendo la estrategia de [409]) diluida 1:100 en solucién de bloqueo
y luego de otro ciclo de 3 lavados se reveld con 100uL de TMB (0.02 mg/mL) y H.0; (0.003%) diluidos en 110 mM
Buffer Acetato, pH 5.0. Luego de 15 minutos de reaccidn colorimétrica, la misma se detuvo agregando 50 uL de
H,SO4 2N a cada pocillo y se midio 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
(Aaso-As20).

7.6.2. ANALISIS POR WESTERN BLOT

La interaccidn entre los nanoanticuerpos y las proteinas de BLV fueron analizados por Western Blot utilizando
métodos estandar [410]. Para ello las proteinas de BLV fueron sometidas a SDS-PAGE (seccién 7.5.1) sembrando
0.5 pg 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 continuacién, la membrana fue lavada con agua y bloqueada con PBS + 3% BSA durante
16h a 4°C. Las proteinas de BLV fueron inmuno-detectadas mediante incubacidon durante 1 hora con los respectivos
nanoanticuerpos biotinilados (producidos a mediana escala), diluidos a una concentracion final de 8 ug/mL en PBS
+ 3% BSA + 0.5% Tween20. Luego de un ciclo de 3 lavados con agitacion de 5 minutos en PBS + 1% Tween20, se
procedié 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 repitid el mismo ciclo de lavados del paso anterior. El revelado se llevé a cabo
utilizando sustrato quimio-luminiscente Super Signal™ West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo) segun
recomendaciones del fabricante mediante exposicién a una placa auto-radiografica Amersham Hyperfilm ECL (GE
Healthcare Life Science).

Esta técnica también fue utilizada para confirmar la remocion del sitio de biotinilacion (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 incubacidn con nanoanticuerpos y el siguiente ciclo
de lavados son eliminados.
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7.6.3. ANALISIS DE INHIBICION DEL AUTENSAMBLADO DE LA
CAPSIDE IN VITRO

Para evaluar la capacidad inhibitoria de los nanoanticuerpos sobre el autoensamblado de CAg, se midié la
velocidad de ensamblado en presencia de diferentes concentraciones de nanoanticuerpos, como la pendiente de
la fraccion lineal del ensamblado. Para ello se utilizaron placas de poliestireno de media adsorciéon (655001,
Greiner Bio-one) dispensando 100 pL 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 reaccién
de auto-ensamblado, la cual se desencadend mediante incubacion a 38°C. Las medidas de velocidad se
realizaron por turbidimetria incubando las placas a 38°C y midiendo la absorbancia a 340nm (As40). Las medidas se
realizaron durante 3-4 horas con un espectrofotometro de placas termostatizado Multiskan FC (Thermo
Scientific).

7.6.4. ANALISIS DE INTERACCION POR RESONANCIA PLASMONICA DE
SUPERFICIE (SPR)

La Resonancia Plasménica de Superficie es un fendmeno dptico que ocurre cuando un haz de luz incide sobre una
superficie delgada de algunos metales (e]. oro, plata, platino) en condiciones de Reflexion Total Interna, es decir
con un angulo de incidencia superior al dngulo critico, Oc¢. La resonancia Plasmdnica de Superficie se evidencia por
una caida en la intensidad de la luz reflejada y dicho dngulo Br es afectado (entre otras cosas) por el indice de
refraccion (IR) de la porcién de medio ubicada inmediatamente por debajo de la lamina de metal [411].

Los biosensores poseen un sistema microfluidico ubicado debajo de la lamina metalica, que a su vez esta acoplada
a un sistema 6ptico donde un haz de luz de intensidad fija incide sobre la misma con diferentes angulos y una vez
reflejado, es detectado por un sensor (fotomultiplicador).

Los cambios en el angulo de resonancia Bz (como consecuencia de los cambios en el indice de refraccion) son
censados de forma continua, permitiendo obtener informacidon en tiempo real acerca de los cambios en la
composicion 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 dngulo de resonancia como consecuencia de
los cambios en la solucién) se conoce como Sensorgrama y permite detectar en tiempo real la inmovilizacién de
moléculas a la superficie (ligando) asi como la asociaciéon y disociacién de las moléculas inyectadas (analito). Este
tipo de informacidon permite obtener datos cualitativos (confirmacion e identificacién de interactores, mapeo
antigénico, etc.) y cuantitativos (concentracion, Kq, kon, kot) relacionados con las interacciones moleculares [412].

La interaccion entre CAgv y los nanoanticuerpos se analizé por Resonancia Plasmdnica 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 proteinas de BLV purificadas, segun las recomendaciones del fabricante, en buffer acetato de
sodio 10 mM, a diferente pH en funcién de la muestra inmovilizada (CAy *CTD a pH 4.0 y NTDH6 a pH 5.5). Una vez
inmovilizadas las proteinas 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 disociacion.
Los datos obtenidos se analizaron utilizando el software BiaEvaluation (GE Healthcare Life Sciences).
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7.6.5. ANALISIS POR MICROCALORIMETRIA DE TITULACION
ISOTERMICA (ITC)

La Microcalorimetria de Titulacién Isotérmica es una técnica para cuantificar interacciones moleculares
ampliamente utilizada en biologia [413]. Los microcalorimetros constan de 2 celdas idénticas ubicadas en una
camisa adiabatica termostatizada, donde una actia como referencia mientras que la otra contiene la muestra (uno
de los interactores) y esta adaptada para alojar en su interior una jeringa giratoria, manipulada en forma automatica
para dispensar pequefios volimenes de ligando (el otro interactor) en forma muy precisa. Ambas celdas se
encuentran a la misma temperatura y poseen resistencias independientes que permiten mantener AT=0 en
respuesta a los cambios ocurridos en su interior, mediante la aplicacidn de potencias diferenciales sobre las mismas.

Dado que con cada inyeccién de ligando sobre la celda ocurre un intercambio de calor con el medio (liberacién de
calor si la reaccidn es exotérmica y absorcidn si la reaccién es endotérmica), para mantener la temperatura de
ambas celdas igual y constante, el equipo deberd 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 reaccion
es endotérmica y menor potencia si la reaccidon 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 linea de base e integrar cada inyeccion para obtener el calor liberado o absorbido por
mol de ligando en cada inyeccién. Dado que las concentraciones totales de cada interactor son conocidas a lo largo
de toda la titulacion, es posible graficar el calor por mol de ligando en funcién de la relacién molar de ambos
interactores y mediante el ajuste matematico a un modelo determinado, extrapolar los pardmetros
termodinamicos de la reaccidn. La técnica de ITC permite obtener simultdneamente AG (y por ende Kq), AH y AS en
un Unico experimento y realizando experimentos a diferentes temperaturas es posible determinar cambios en la
capacidad caldrica (ACp) [414].

El analisis por microcalorimetria de titulacién isotérmica se llevé a cabo con un equipo Micro Cal VP-ITC (Malvern),
inyectando concentraciones conocidas de los nanoanticuerpos sobre las proteinas virales diluidas en el mismo
buffer, a concentraciones también conocidas. Las titulaciones se realizaron a 25°C, en PBS con inyecciones de 10uL
separadas por tiempos de 10 minutos. Las muestras fueron cuidadosamente filtradas y desgasificadas previo a la
titulacién, segun las recomendaciones del fabricante. El andlisis de los datos se realizé utilizando programas de
dominio publico NITPIC [415, 416] para la definicion de la linea de base e integracidn de las inyecciones, SEDPHAT
[417, 418] para ajustar los datos a un modelo de interaccion molecular y GUSSI [419] para obtener figuras de
calidad en forma directa.

7.7. ANALISIS ESTRUCTURAL DE NANOANTICUERPOS

Los nanoanticuerpos purificados y concentrados fueron sometidos a ensayos de cristalogénesis (tanto en forma
aislada como en complejo con los respectivos dominios de CAgwy). En los casos de andlisis 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 busqueda de condiciones de cristalizacién en forma robdtica, con el objetivo de
identificar las mas promisorias para luego proceder a su optimizacidn y analisis por difraccién de rayos X en la
Unidad de Cristalografia de Proteinas, IP Montevideo).
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7.7.1. BUSQUEDA Y OPTIMIZACION DE CONDICIONES DE
CRISTALIZACION (ROBOTICA)

La busqueda inicial de condiciones de cristalizacidon de proteinas se efectué mediante el método de difusion 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 cristalizacién Honeybee 963°
(Digilab) en placas de 96 pocillos (Greiner) conteniendo 90 uL de soluciéon comercial por pocillo y gotas preparadas
con 0.3uL de proteina y 0.3 uL del reservorio. Las placas fueron selladas, incubadas a (19 £ 1) °C durante varios dias
y evaluadas peridodicamente con el objetivo de identificar condiciones con material cristalino para proceder a su
optimizacion.

Para realizar dicha optimizacion, en algunos casos (VHH8c y complejo VHH8¢/CTD) fue necesario agregar aditivos
en forma robédtica. Esto se llevd a cabo usando el kit de aditivos Additive Screen HT (HAMPTON Research) segun
recomendaciones del fabricante.

7.7.2. OPTIMIZACION DE CONDICIONES DE CRISTALIZACION
(MANUAL)

La optimizacidn de condiciones de cristalizacién identificadas a partir de la busqueda inicial se llevé a cabo en forma
manual por el método de difusién de vapor en gota colgante, usando placas tipo Linbro de 24 pocillos (HAMPTON
Research) con 1mL de solucidn de reservorio. Las placas fueron selladas, incubadas a (19 + 1) °C durante varios dias
y evaluadas periédicamente.

Las condiciones para evaluar fueron preparadas manualmente variando la concentracion de proteina (2.9-3.9 mM),
la relacion volumétrica de proteina-reservorio (diferentes combinaciones de 1 a 3ulL de proteina y/o reservorio) y
las concentraciones de precipitante, buffer, aditivos y pH. En la seccion 8.6.3 de Resultados se describen en detalle
las condiciones que arrojaron resultados promisorios durante la etapa de optimizacién.

En los casos que se obtuvieron cristales de proteina, se procedid a su crio-preservaciéon por medio de incubacion
durante 60 segundos en la condicidn de cristalizacion suplementada con 25 % (v/v) de glicerol. Los cristales tratados
con esta solucion fueron congelados rdpidamente y almacenados en N; liquido hasta la coleccion de datos por
difraccidn de rayos X.

7.7.3. DIFRACCION DE RAYOS X Y DETERMINACION DE ESTRUCTURA
TRIDIMENSIONAL DE PROTEINAS.

Los datos de difraccién fueron en colectados en el French National Synchrotron Facility (Soleil, linea Proxima 2A).
Los datos se obtuvieron a partir de cristales Unicos a 100K. Los datos completos fueron procesados en forma
automatica 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 VHHS8c fue resuelta mediante reemplazo molecular
utilizando Molrep [423] y como sonda de busqueda se utilizé un dominio VHH obtenido de PDB ID: 4XT1. Mediante
ciclos iterativos de construccion manual de modelo con Coot [424] y refinamiento con phenix.refine dentro del
paquete Phenix [425], el modelo pudo ser refinado (la informacion detallada se muestra en la Tabla 10).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. OBTENCION DE ANTIGENOS VIRALES

8.1.1. CLONADO Y SECUENCIACION

Todas las construcciones de antigenos virales fueron clonadas en los respectivos vectores de expresion y sus
secuencias fueron confirmadas por secuenciacién automatica utilizando primers universales (77 forward y T7
terminator reverse). La mayoria de las construcciones para expresar proteinas de CAgy fueron disefiadas 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 procedié de igual manera cotejando las secuencias obtenidas
con las secuencias tedricas y solo fueron tenidas en cuenta aquellas secuencias con 100% de homologia en ambos
sentidos. Las secuencias aminoacidicas con sus caracteristicas mas importantes se presentan en la Figura 26.A.
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Figura 26. Secuencias aminoacidicas de los genes clonados para la purificacion de proteinas. A) Se detalla la estructura
primaria de las construcciones secuenciadas y sus caracteristicas mds 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 nimeros 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 superposicion de todas las estructuras
manteniendo el mismo cédigo de colores y demostrando que los dominios de CA no sufren cambios drasticos en su estructura
terciaria cuando forman parte de CAsy 0 cuando se expresan en forma aislada.

Cabe destacar que la construccion nativa presenta una metionina en la posicion inicial que es removida en forma
co-traduccional por la maquinaria bacteriana dando lugar a una proteina idéntica a la CAg,y madura, con capacidad
de formar el B-hairpin caracteristico en el extremo N-terminal mediante la formacién de un puente salino entre los
residuos P; y Dss. Por su parte HsCA (y *CA) no posee estructura B-hairpin y pueden ser considerada similar a la
CAgy inmadura. En el caso de los dominios NTDHg 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 NTDHg, la metionina es
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removida de igual manera que en CAn, permitiendo la formacién de la estructura B-hairpin. A pesar de las

diferencias introducidas fundamentalmente por remocidn de dominios enteros o modificaciones en el extremo N-
terminal y en la region bisagra, todas las construcciones dan lugar a proteinas estructuralmente similares (Figura
26.B).

8.1.2. PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES

La obtencién de las diferentes versiones de los antigenos de BLV fue crucial a lo largo de las diferentes etapas de
esta tesis (desde la inmunizacion de llamas hasta la obtencién de cristales de complejos con nanoanticuerpos). La
cantidad de proteina requerida en cada experimento depende de la naturaleza de estos; los analisis por ELISA o
Western Blot requieren baja cantidad de muestra en comparacién con los ensayos de optimizacién de condiciones
de cristalizacién, experimentos de ITC o de ensamblado de CAg.y. Por tal motivo, la escala de producciéon se adecud
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 seccidon corresponden a ejemplos representativos de la expresién y purificacion de las
diferentes construcciones de antigenos de BLV, llevadas a cabo a lo largo de las diferentes etapas de esta tesis.

La expresion bacteriana fue evaluada comparando los cultivos antes de la induccién y luego de 4 horas de induccién
por SDS-PAGE seguida de tincién por Coomassie (seccion 7.5.1). Para ello se normalizé la cantidad de biomasa,
diluyendo las muestras en funcién de los valores de densidad dptica D.O. a 600nm para las proteinas HeCA, NTDHg
y HeCTD 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 expresion
considerables en forma soluble.

Por su parte el andlisis de los diferentes pasos de purificacion fue realizado sembrando una alta concentracion de
muestra, con el objetivo de determinar la pureza de estas por densitometria (seccion 7.5.2) y detectar
contaminantes presentes incluso con baja concentracion.

En el caso de las proteinas con His-tag, la purificacidon por cromatografia de afinidad fue suficiente para alcanzar los
niveles de pureza requeridos y en tal sentido el segundo paso de purificacion por SEC representd un control extra
de pureza (ver Figura 27.A, carriles AF y SEC).

La Figura 27.B presenta el perfil de elucion de NTDHg a partir de una columna de IMAC mediante aplicacion de
gradiente de imidazol, mientras que en la Figura 27.C se muestra el perfil de elucién de *CTD con PBS, luego de ser
clivado en la columna de IMAC (resultado constatado sistematicamente tanto para *CTD como *CA). La aplicacion
de un gradiente de imidazol a continuacidn no evidencia la elucién de material proteico demostrando que el total
de la proteina fue clivado con trombina; ademas las proteinas clivadas en columna fueron sometidas a un segundo
paso de IMAC, siendo colectadas en la fracciéon no unida como resultado de la remocion 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 aplicacion 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 elucion por SEC
presentado en la Figura 27.D corresponde a técnicas preparativas, de modo que en la mayoria de los casos se
observa una saturacion de la sefial de Ao como resultado de la alta concentracion de proteina. En el caso de la
proteina CAn (sin tag de purificacion), el ultimo paso de purificacion fue una SEC, donde la misma eluyd
aproximadamente a los 68mL en una columna Superdex 75, 16-60 (Figura 27.E).
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Figura 27. Expresion y purificacion de proteinas de BLV: A) Analisis por SDS-PAGE y tincidon con Coomassie de las fracciones
correspondientes a la purificacion de *CA, NTDHe y *CTD (NI, fraccidn total no inducida; IND fraccion total inducida; S, fraccién
soluble inducida; AF, eluato de la cromatografia de afinidad; SEC, eluato de la gelfiltracion; M, marcador de peso molecular).
B) Elucién con Imidazol de NTDHs a partir de una IMAC. C) Elucién con PBS de *CTD clivado en columna de IMAC y aplicacion
posterior de un gradiente de imidazol. D) Purificacion por SEC de las proteinas *CA, NTDHe y *CTD, utilizando una columna
Superdex 75 16-60. E) Purificacion por SEC de CAn (la fraccidn entre 64-75mL corresponde a la proteina pura).

La pureza, homogeneidad y el correcto tamafo de las proteinas purificadas fue evidenciado mediante técnicas
analiticas como SDS-PAGE (Figura 27.A) o SEC analitica (no mostrado). Los valores de pureza determinados por
densitometria luego del ultimo paso de purificacién mostraron en todos los casos valores entre 94 — 97 %. En
aquellos casos que la pureza se ubicd por debajo de 90% o se detectd una banda de tamafio no esperado por SDS-

PAGE, se realizé un segundo paso de purificacién por SEC.

Todas las construcciones de proteinas de BLV recombinante utilizadas en esta tesis, mostraron altos rendimientos
de produccion luego de purificar y concentrar las muestras, evidenciando ademas una gran estabilidad en solucion.
Los rendimientos fueron variables entre diferentes “batches” y con las diferentes construcciones utilizadas. A modo
meramente descriptivo, podemos decir que los rendimientos de produccion de proteinas de BLV obtenidos a lo
largo de esta tesis fueron superiores a 60 mg L' de cultivo, con niveles de pureza promedio en el entorno del 95%.
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8.2. GENERACION DE LA LIBRERIA DE NANOANTICUERPOS

8.2.1. INMUNIZACION DE LLAMAS CON CABLV Y ANALISIS DEL
TITULO DE ANTICUERPOS.

La proteina CAnw es considerada un inmundgeno débil [426, 427], sin embargo la respuesta de anticuerpos obtenida
en llamas con CAgy fue aceptable incluso después de la segunda inmunizacién, con titulos 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 CAg arrojaron resultados muy similares cuando comparamos los titulos 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 titulo 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 antigenos no relacionados utilizados en el mismo programa de inmunizacién (hPD1 con
titulo promedio de 1:9800, 92 veces superior al de la llama control) sugiriendo que las inmunizaciones generaron
una respuesta de anticuerpos aceptable y con titulos de anticuerpos dentro de lo esperado. El otro antigeno
administrado en paralelo presentd valores sensiblemente superiores (TL1A con titulo promedio de 1:25.300,
representando un valor 146 veces superior al de la llama control).

Se evalud mediante ELISA el titulo de anticuerpos con inmunizaciones posteriores mostrando valores bastante
similares, no obstante se utilizaron diferentes condiciones de inmovilizacién de antigeno y otros sueros anti-llama,
arrojando valores de absorbancia diferentes (no mostrado). La quinta y sexta inmunizacién no pudieron ser
evaluadas por ELISA debido a dificultades operativas relacionadas al manejo de los animales en el Zooldgico
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Figura 28: Titulo de anticuerpos de llama contra CAsw. Comparacion 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 desviacidn estandar. Las
curvas representan el ajuste por regresion no lineal de los datos a un modelo dosis-respuesta sigmoidal de pendientes variables
a partir del cual se determind el titulo de anticuerpos.
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8.2.2. PURIFICACION DE LINFOCITOS Y EXTRACCION DE ARN

A la luz de los resultados obtenidos luego de las inmunizaciones se decidid seguir adelante con la obtencidén de
nanoanticuerpos. Previo a la purificacion de linfocitos se optimizaron diversos parametros como la dilucién de las
muestras de sangre y la aceleracién y desaceleracién del rotor durante la centrifugacién en gradiente de Ficoll.

Para la obtencién 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 separacion de fases: suero y eritrocitos separados
por una fraccidn leucocitica (buffy coat) que pudo ser aislada correctamente (Figura 29.A). El nimero de células
obtenidas fue de 1.57 x102 células totales en 4mL de PBS. Luego de la extraccion de ARN se obtuvieron 30 pg totales
diluidos en 154 pL de agua a una concentracién de 195 pg/mL, con un indice de pureza aceptable (relacion
Azs0/A230=1.94). La integridad del ARN purificado fue analizada por electroforesis en gel desnaturalizante de agarosa
sembrando 4 pg 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 purificaciéon. Dado que el marcador de peso molecular
utilizado en este caso es para ADN, no fue posible extraer conclusiones acerca del tamafio de las subunidades
ribosomales obtenidas no obstante este resultado permitié continuar con la estrategia de obtencién de VHHs.
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Figura 29: Generacion de una libreria de fagos y clonado en el fagémido pComb3x para su seleccion. A) Purificacién de
linfocitos mediante centrifugacion de sangre en gradiente de Ficoll. La capa de linfocitos (“buffy coat”) se sefiala con una flecha
de color blanco. B) Electroforesis en gel desnaturalizante de agarosa con 4 pg 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
combinacién con diferentes forward primers (VH1, VH3 y VH4). En la PCR se incluyé como control positivo una secuencia de
un VHH no relacionado (especifico contra Triclocarban, TCC). D) Electroforesis en gel de agarosa de la reaccién de ligacion de
los genes VHH y el vector fagémido pComb3x (1, inserto; V, vector digerido; M, marcador de peso molecular; L, producto de
ligacion). Tanto la fraccion de los insertos como el vector fueron digeridos con Sfil, 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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8.2.3. GENERACION DE LA LIBRERIA DE FAGOS PRESENTADORES DE
NANOANTICUERPOS

El ADNc de genes VH y VHH fue obtenido a partir de 2/3 del ARN linfocitario (20ug), y los genes VHH fueron
amplificados a partir de la mitad del ADNc obtenido, utilizando los primers VH1, VH3 y VH4 (15 PCR de 50uL con
cada primer). El tamanio de los amplicones obtenidos fue corroborado por electroforesis en gel de agarosa mediante
comparacion con el ADN codificante de un VHH no relacionado anti Triclocarban (TCC) previamente caracterizado
[375] dando fragmentos de alrededor de =400pb (Figura 29.C). La cantidad de ADN amplificado con cada primer
fue de =20 pg (60 pug totales) los cuales fueron posteriormente digeridos con Sfil y purificados a partir de gel de
agarosa. En paralelo también se digirieron con Sfil, 100 ug del fagémido pComb3x, el cual se purificd dos veces
consecutivas a partir de gel de agarosa para evitar religaciones con los fragmentos de relleno (stuffer sequences) ya
gue las mismas se encuentran flanqueadas por sitios Sfil. Estos dos pasos consecutivos de purificacién fueron
responsables de una caida en el rendimiento (apenas se recuperd 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 Sfil, asi como del producto de ligaciéon se evalué por
electroforesis en gel de agarosa mostrando resultados concordantes con una ligacion exitosa (bandas de diferente
tamafio caracteristicas de vectores cerrados con diferentes niveles de enrollamiento) con un tamafio mayor al del
vector abierto (Figura 29.D). El total de fagémidos recombinantes fue utilizado para transformar mediante
electroporacién, la cepa bacteriana E. coli ER2738. Dicha cepa se utiliza en phage display debido a que es capaz de
suprimir el codén stop UAG (amber) produciendo los VHHs ligados a la proteina plll del fago M13 cuando es
coinfectada por un fago helper (Figura 21.C). El tamafio de la biblioteca resulté ser del orden de 108transformantes,
por lo que se obtuvo una buena representacion de la diversidad original considerando que se partié de un nimero
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 tamafio esperado en mds del 97% de los casos (34 de
35). Esto permitié confirmar que la biblioteca presentaba los correspondientes genes VHH en un alto porcentaje
(Figura 29.D). Una vez generados los fagos se alcanzaron titulos de 1,1 x 102 cfu/mL de aquellos que portan el
pagémido (recuento en placas de ampicilina) y titulos de 6,50 x10%° 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 librerias de
fagos. La biblioteca obtenida fue debidamente identificada como Libreria Preinmune y almacenada a -80°C.

8.2.4. SELECCION DE FAGOS REACTIVOS POR PHAGE DISPLAY

Para la seleccidn de fagos por phage display se realizaron cuatro rondas de panning con diferente cantidad de
antigeno inmovilizado y diferentes procedimientos de lavado (tal como se describe en la seccién 7.4.3.5). Al final
de cada ronda se obtuvo una sub-biblioteca de fagos enriquecida que fue posteriormente amplificada mediante
coinfeccién con el fago helper dando lugar a una libreria amplificada que fue utilizada en la siguiente ronda. Las
librerias fueron cuantificadas y los resultados se resumen en la Tabla 6. La disminucién observada en el tamafio de
la libreria después de la ronda 2 se explica por la aplicacién de condiciones de lavado mas selectivas.
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Tabla 6. Tamafio de la libreria de fagos al final de cada ronda de panning. La cuantificacion de la libreria amplificada solo se
llevé a cabo después de la primera ronda.

RONDA DE PANNING *TAMANO LIBRERIA SIN AMPLIFICAR *TAMANO LIBRERIA AMPLIFICADA
1 2.6x107 cfu/mL 3.1x10*? cfu /mL

2 3.3x10° cfu /mL -

3 3.8x107 cfu /mL -

4 1.3x107 cfu /mL -

* El volumen total fue de 600 pL

8.2.5. EVALUACION DE LA ESPECIFICIDAD DE LA BIBLIOTECA
SELECCIONADA

Dado que la llama utilizada para la generacién de nuestra libreria de fagos fue sometida simultaneamente a
inmunizaciones con diversas proteinas, se expresaron en baja escala (seccidn 7.2.2.2) 10 clones provenientes de la
segunda ronda de panning con cada una de las proteinas utilizadas durante la inmunizacién. 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 supresién del codén amber no es total. La detecciéon de los mismos se llevd 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 inmundégenos y un VHH T11 anti Triclocarban (TCC) previamente
purificado ([375]). Se incluyeron ademds dos controles basados en BSA y el hapteno Triclocarban (TCC).

Los resultados presentados en la Figura 30 muestran que 9 de los 10 clones seleccionados contra CAgy después de
la segunda ronda de panning, fueron capaces de reconocer la proteina inmovilizada y no presentan reactividad
cruzada con los demas inmundgenos ni con BSA o el hapteno Triclocarban. Solo por completitud se muestra que
las rondas de panning realizadas en paralelo con los demas inmundégenos también fueron efectivas, demostrando
ademads que esta metodologia 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
utilizé una estrategia andloga frente a los dominios NTD y CTD de capside, confirmando que la libreria de fagos
presentaba clones especificos contra ambos dominios (no mostrado). La misma fue debidamente identificada como
Libreria anti CAgv Y almacenada a -80°C.
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Figura 30: Analisis 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 CAswv (rojo), fueron evaluados por ELISA en forma
cruzada contra los tres antigenos utilizados para inmunizar la llama. También se incluyé el analisis cruzado de 10 clones
seleccionados de igual forma contra los otros inmundgenos (hPD1 y TL1A en verde y azul respectivamente). Se evalud la
reactividad contra BSA como control negativo y el clon T11 no relacionado (contra Triclocarban) como control positivo.

8.2.6. CLONADO “EN MASSE” EN pINQ-BtH6 Y EXPRESION DE VHHs
BIOTINILADOS

Una vez que se corrobord la especificidad de la libreria de fagos frente a CAgvy sus dominios, se procedié a clonar
la libreria en el vector pINQ-BtH6, con el objetivo de producir VHHs contra CAgv en forma aislada (no unidos a
fagos) y biotinilables in vivo en las antipodas del paratope. Esto representa una gran ventaja desde el punto de vista
de su uso en diagndstico o para la inmovilizacidn de VHHs de forma orientada [428-430], sin embargo en nuestro
trabajo explotaremos esta caracteristica durante la seleccién 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 presentd 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 plasmido pCY216
portando el gen BirA codificante de la biotina ligasa [400] y producir los VHHs en forma biotinilada. Este clonado se
llevé a cabo ponderando la eficiencia de transformacién para minimizar la pérdida de diversidad, la cual fue
considerada el precio a pagar por tener una biblioteca de nanoanticuerpos especificos contra CAg.y, con capacidad
de ser producidos en un area convencional de produccién de proteinas recombinantes libre de fagos y con una
molécula de biotina ligada al residuo Lys del péptido BAP.

Las bibliotecas enriquecidas de nanoanticuerpos anti CAgy 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 2y 3.

Luego de transformar bacterias BL21 (DE3) conteniendo el plasmido pCY216 se seleccionaron de manera aleatoria
95 clones VHH (los clones 1-64 pertenecientes a la segunda ronda de panning por ser la mas variable y del 65-95
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pertenecientes a la tercera), los cuales se expresaron en forma biotinilada en mini-cultivos de 1mL. Esto representd

una disminucién muy grande del repertorio de nanoanticuerpos, pero nos permitid aplicar criterios de seleccién de
clones (tal como se describe en la préxima seccidn), para ser producidos a mayor escala y caracterizar su interaccion
con la proteina CAgy.

8.3. SELECCION DE CLONES DE INTERES

Estrictamente hablando, el primer “criterio” de seleccidn aplicado fue el azar ya que pasamos desde una libreria de
VHHs con un tamafio 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 representd una caida enorme en el tamafio de la libreria analizada, sin embargo fue necesario pasar a un
numero asequible de clones para comenzar a entender cudles son las caracteristicas de los nanoanticuerpos
producidos. En paralelo, la posibilidad de que las librerias Preinmune, Anti CAgv y pINQ-BtH6 anti CABLV 2y 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.

8.3.1. CRITERIO DE SELECCION 1: EXPRESION A BAJA ESCALA

En primer lugar, se evalud la expresion y purificacion a baja escala de los 96 clones seleccionados (incluyendo el
VHH control no especifico), con el propdsito de descartar aquellos clones que no se expresan en forma correcta.
Los VHH correspondientes fueron expresados y purificados por cromatografia de unidn a metales en formato high
throughput.

La Figura 31 presenta una composicién de imagenes 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 purificacién por cromatografia 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 proteina sensiblemente superior. En todos los casos los clones
purificados presentan un peso molecular aproximado entre 14-15KDa. En algunos casos se detecté mas de una
banda, lo cual podria estar asociado a productos de degradacion, anomalias en la migracidn electroforética o
presencia de mas de un VHH con pesos moleculares diferentes (aun cuando los mismos provienen de colonias
aisladas).
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Figura 31: SDS PAGE tenido con Coomassie para evaluar la purificacion de 95 clones de VHH por cromatografia de afinidad
a baja escala. Los niveles de expresion 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.

8.3.2. CRITERIO DE SELECCION 2: MAPEO ANTIGENICO

Se realizé una prueba ELISA inmovilizando *CA, NTDH6 y *CTD en diferentes pocillos, con el objetivo de clasificar
los VHH biotinilados dentro de cuatro categorias posibles: aquellos clones que exclusivamente reconocen CAgy a
través del CTD (CTD), aquellos que lo hacen exclusivamente a través del dominio NTD (NTD), aquellos clones que
reconocen ambos dominios de CAgv (MIXTO) y aquellos clones que no reconocen ninguno de los dos dominios de
CAgwv por ELISA (NEGATIVOS). El criterio fue arbitrario considerando reactivos a aquellos clones con una
absorbancia superior a 1.0 (obtenida luego de restar la sefial obtenida con el clon 96 no relacionado). Los resultados
correspondientes al ELISA contra ambos dominios de CAg.y se presentan en la Figura 32, agrupados de acuerdo con
la categoria 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 sefial no se debe al reconocimiento de residuos ausentes en las construcciones de
los dominios (regidn bisagra), sino mas bien a falta de reactividad, ausencia de biotinilacién in vivo, problemas de
estabilidad de los VHH o bajo nivel de expresion (como se demuestra en el apartado 8.3.1 para el clon 93).
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Figura 32: Mapeo antigénico de VHHSs por ELISA. Se presentan los resultados del ELISA realizado para definir la reactividad de
los 95 clones seleccionados al azar contra los dominios de CAsLyv. Los resultados obtenidos luego de restar la absorbancia
obtenida con un clon no reactivo (VHH96) se presentan agrupados en funcidn de las categorias definidas en forma arbitraria:
clones especificos contra el CTD (panel superior), clones especificos 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 sefialan en color
gris.

Estos resultados demuestran ademas que el protocolo de biotinilacion 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 caracterizacion
por ELISA mostrando que un 46% reconoce exclusivamente el CTD, un 25% reconocen exclusivamente el NTD y un
26% reconoce CAgy a través de ambos dominios. Si bien la muestra no es significativa debido a su pequefio tamaiio,
los resultados podrian permitir sugerir que el dominio CTD podria ser mas inmunogénico que el NTD, teniendo en
cuenta que un nimero mucho mayor de clones reconocen este dominio a pesar de presentar un menor tamafio.
De hecho, casi la totalidad de los VHH (incluso aquellos que fueron categorizados como especificos contra NTD por
presentar una interaccion mucho mas marcada con este dominio) presentan algun tipo de interaccién basal con el
dominio CTD por ELISA. Otra explicacion posible para esta supremacia de nanoanticuerpos reactivos contra este
dominio podria ser que durante las rondas de panning (donde los fagos se incubaron durante tres dias con el
antigeno inmovilizado sobre placas de poliestireno y en presencia de detergente), el dominio NTD sea mas
propenso a sufrir algun tipo de desestabilizacion conformacional afectando su estructura terciaria y en
consecuencia se hayan seleccionado un mayor nimero de clones reactivos contra el CTD.



RESULTADOS Y DISCUSION m

Tabla 7. Clasificacion de clones por ELISA de acuerdo con el dominio de CAsw reconocido y su afinidad relativa definida de
acuerdo a la seccion 8.3.3.

AFINIDAD CTD NTD MIXTO NEGATIVOS
RELATIVA (44 clones) (24 clones) (25 clones) (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
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

8.3.3. CRITERIO DE SELECCION 3: AFINIDAD RELATIVA

Dado que los 95 clones presentan niveles de expresién 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 CAgy 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 expresion, de modo que la sefial obtenida sea proporcional a la afinidad/avidez de los clones.
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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 (Asso> 0.8), Media (0.8 > Asso> 0.2) y Baja (Ass0 < 0.2) tal como se detalla en la
Tabla 7. Los limites de absorbancia para definir cada categoria fueron escogidos en forma arbitraria y la cantidad

de VHHs distribuidos en cada categoria no constituye un dato significativo

Mas alld 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 disminucion del tamafio de la biblioteca), resulta sorprendente que los clones de las categorias
con afinidades alta y media hayan sido mayoritariamente seleccionados con la ronda 2 de panning. Teniendo
presente que el tamafio de la muestra es muy bajo en comparacion con el de la biblioteca y por ende es incorrecto
extraer conclusiones definitivas, tomamos la cantidad de VHH en cada categoria e hicimos correcciones para
independizarnos del mayor nimero de clones provenientes de las diferentes rondas de panning. Asi, encontramos
que las categorias 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 categoria con afinidad baja tiene su origen en la
tercera ronda de panning.

En caso de existir un sesgo de este tipo, una explicacidon posible seria que durante las rondas de panning 3y 4
llevadas en condiciones mas agresivas, la proteina CAgy inmovilizada haya sufrido algun tipo de desnaturalizacion
(similar a la propuesta con el NTD para explicar el mayor nimero de clones reactivos contra el CTD) y en
consecuencia se hayan seleccionado clones de menor afinidad por la proteina nativa en las rondas finales. Otra
hipotesis basada en la fuerte presencia de clones de baja afinidad en la categoria mixta proveniente de la ronda de
panning 3, es que las rondas 3 y 4 hayan favorecido la seleccién de clones de menor afinidad, pero con capacidad
para interactuar con ambos dominios de CAg,y.

Ante estos resultados inesperados teniendo en cuenta que las sucesivas rondas de panning deberian seleccionar
clones con mayor afinidad, algunos clones clasificados por su afinidad dentro de las categorias 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 purificacién de VHHs a baja escala fueron inyectadas durante dos minutos sobre un chip
CM5 con *CAg inmovilizada. Los clones de alta afinidad (2, 16, 32 y 42) mostraron una sefial de asociacion
caracteristica en contraposicidn con los clones de baja afinidad (14 y 40), validando los resultados obtenidos por
ELISA y permitiéndonos incorporar el criterio de seleccion de clones en funcién de su afinidad relativa. Las
concentraciones no fueron ajustadas en este experimento. De todos modos, se incluyeron clones positivos que
mostraron niveles bajos de expresion (VHH2 y VHH16) junto con clones positivos que mostraron niveles de
expresion superiores (VHH32 y VHH42), no observandose diferencias notorias en el perfil de las curvas de asociacion
y disociacion.
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Figura 33: Analisis cualitativo por SPR de clones de VHH de alta y baja afinidad de acuerdo con la clasificacién 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 CAsLy inmovilizada en la
superficie de un chip. La respuesta se obtiene por sustraccion de la sefial de una superficie control sin CAsvv.

8.3.4. CRITERIO DE SELECCION 4: VARIABILIDAD DE SECUENCIA

Una vez que los 95 clones fueron categorizados en funcién de la afinidad y de la regidén antigénica, se seleccionaron
algunos de ellos para purificar pldsmidos y secuenciar los genes VHH, con el objetivo de analizar la variabilidad de
secuencia y descartar clones redundantes. Ademas, se priorizaron aquellos clones que no presentan
heterogeneidad de tamanios por electroforesis (Figura 31). Los clones seleccionados se crecieron sobre placas de
LB agar suplementado con antibidticos, 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 ¢) se purificd el ADN
plasmidico con el propdsito de asegurar que el material secuenciado corresponda a una Unica copia. Ademas, se
repitid 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 encontrdé un nimero menor
de clones con reactividad cruzada entre dominios sugiriendo que esto podria ser consecuencia de la presencia de
mas de un VHH en la seleccidn inicial.

Si bien la eficiencia de produccién de plasmidos a partir de la cepa BL21 (DE3) es baja en comparacion con cepas de
E. coli modificadas para este fin, y el plasmido pET28a del cual deriva el plasmido pINQ-BtH6 se produce en un bajo
numero de copias, fue posible purificar y secuenciar de manera correcta algunos de los clones escogidos. El
secuenciado se llevé 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 especificos contra ambos dominios incluidos en las categorias
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 distribucién acorde al disefio experimental. El alineamiento de las secuencias
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aminoacidicas fue realizado utilizando CLUSTAL/OMEGA vy su presentacion en forma grafica posteriormente

modificada de acuerdo con el sistema de numeracion global IMGT. Esto permitié evidenciar la presencia de ciertos
elementos caracteristicos de la estructura primaria de los VHHs (Figura 34) y asi comparar las secuencias de los
clones seleccionados.

Tabla 8. Clones para los que se obtuvo la secuencia completa de genes VHH.
MAPEO ANTIGENICO/AFINIDAD

CLONES SECUENCIADOS
CTD NTD MIXTO
VHHS8Cc 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 lider OmpA, el péptido de
biotinilacién (BAP) y el tag de purificacidon (H6) en la totalidad de los clones. Ciertos residuos conservados en los
gue se basa el sistema de numeracion global IMGT como Cas, Lss ¥ Ci04 €stdn presentes en las 8 secuencias aisladas,
mientras que Wiigsolo esta ausente en el clon 19b y W4, estd presente en la mayoria (con excepcién de 8c, 31by
42c).

En cuanto a las regiones framework, FR4 es la mas conservada, lo cual no resulta sorprendente dado que buena
parte de esta es codificada por el Unico reverse primer JH utilizado durante la amplificacidn de genes VHH para la
preparacion de la biblioteca. En el mismo sentido, la regidon 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
caracteristicas de las regiones variables de anticuerpos de cadena pesada en la regién FR3 de algunos clones:
residuos Fa2 0 Ys2 y Rso en todos los clones excepto el 19b, E49 en los clones 41a y 42c y residuos Gs; y Ls; en los
clones 19b y 51a.

Se realiz6 también un alineamiento de secuencias segun el IMGT [402, 403] permitiendo analizar los posibles
origenes de cada clon. La regidon 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 mas probable de codificar la
regidon N-terminal de la mayoria 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 Unico primer JH reverso que presenta homologia
de secuencia con este gen. No podemos descartar que durante la amplificacidén 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 demas genes de este grupo; en tal caso el residuo Glni»3 habria sido impuesto por el
primer JH durante la amplificacidon y en su lugar habria un residuo Leucina.
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Los CDR1y CDR2 poseen longitudes normales (entre 7-8 residuos) mientras que los CDR3 poseen de 10-14 residuos,
siendo los clones 8c, 42cy 31b los que poseen los CDR3 mas largos. Los CDR3 de todos los clones secuenciados son
mas cortos que la media de los hcAbs (estimada en 15 residuos [431]) y no poseen cisteinas no canodnicas. La
presencia de estas es una caracteristica 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 analizé la identidad de secuencia de los VHH considerando la secuencia total o Unicamente los CDRs, se
obtuvieron resultados similares, lo cual es esperable teniendo en cuenta que estas regiones son las principales
determinantes de variabilidad.

Encontramos mayor homologia 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 homologia entre los clones VHH42c y
VHH31b respecto del VHHS8c. Por su parte entre los clones que reconocen exclusivamente el dominio NTD, vemos
que el VHH17b y VHH23b se diferencian Unicamente por dos residuos en la regidn FR3, por lo que son considerados
redundantes. El VHH19a se agrupa junto a estos, pero presentando una identidad de secuencia mas baja (podria
tratarse de un VH en lugar de un VHH, teniendo en cuenta que algunas de las sustituciones en la FR2 tipicas de VHH
no se encuentran en esta construccion) y el 51a se presenta mas apartado de estos. En cuanto al clon que reconoce
ambos dominios, se ubica separado del resto, aunque mas relacionado con el grupo que reconoce el CTD. Incluso
con algunos clones se evidencia una aparente correlacién 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
numero de secuencias analizadas, no permiten confirmar de manera inequivoca esta relacion.

La relacion entre el arbol filogenético creado y los datos de afinidad relativa y de mapeo antigénico, podria
representar un primer paso hacia la identificacién de nanoanticuerpos anti CAgy funcionalmente interesantes,
mediante aplicacion de técnicas de secuenciado masivo como método alternativo [432].
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Figura 34: Analisis de secuencias
aminoacidicas de los clones aislados.
A) Alineamiento modificado de
acuerdo al sistema de numeracién
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 mds relevantes
(secuencia lider OmpA, péptido de
biotinilacion BAP, His tag, y las
regiones framework y CDRs de los
VHH) B) Representacion redundante
en forma de cladograma y arbol
filogenético con disposicion radial,
realizado a partir de las secuencias
completas de VHHs. Se destaca la
separacion en clusters de los
nanoanticuerpos que reconocen
dominios  diferentes. Para la
representacion de los darboles se
utilizo el sitio web
https://www.phylogeny.fr/ [433].
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8.4. CARACTERIZACION INICIAL DE VHHs 8c Y 19a

En funcién de los criterios expuestos en la seccién anterior, se seleccionaron los clones 8c y 19a para caracterizar
su interaccién con CAgy. Esta decisién se tomd teniendo en cuenta que: ambos se expresan bien y se purifican
dando una banda Unica por SDS PAGE, poseen secuencias bien diferenciadas manteniendo todas las caracteristicas
propias de nanoanticuerpos y reconocen dominios diferentes de CAgyv en forma especifica, sin presentar
reactividad cruzada y con afinidades relativas aparentemente mas 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 CAgy.

En tal sentido cabe aclarar que, a partir de las colonias Unicas obtenidas, se volvieron a expresar los VHH biotinilados
a baja escala y se repitié el ELISA contra los dominios NTDH6 y *CTD, constatandose la ausencia de reactividad
cruzada entre dominios.

En esta seccidon buscamos optimizar la expresion y purificacién de ambos clones con el objetivo de llevar a cabo una
caracterizacién inicial de los mismos. Para ello, se transformaron bacterias BL21 (DE3) con las miniprep de los VHHS8c
y VHH19a clonados en el vector pINQ-BtH6, y se llevd a cabo la expresion, biotinilacion in vivo a mediana escala 'y
purificacién de estos. El objetivo de esta seccion fue poner a punto la purificacién de los nanoanticuerpos y sus
antigenos de BLV en forma soluble, pura y en condiciones similares para evaluar la interaccién, reduciendo posibles
artefactos por causa de diferencias en la composicidn de los buffer. Como se discutird a continuacion, los intentos
por producir los nanoanticuerpos en el mismo buffer utilizado previamente para purificar CAgv fueron infructuosos
y por tal motivo fue necesario poner a punto su purificaciéon en PBS.

8.4.1. OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE VHH8c A MEDIANA
ESCALA

Si bien la expresién de ambos VHH a partir del fagémido habia sido confirmada previamente durante la seleccidn
de clones e incluso los mismos fueron biotinilados in vivo y extraidos con éxito mediante lisis y purificacion a baja
escala, fue necesario optimizar la expresion y purificacién de VHHs a partir de periplasma de E. coli para proceder
a su caracterizacién. La expresion de nanoanticuerpos en periplasma de E. coli (menos reductor que el citoplasma),
asegura la correcta formacion de puentes disulfuro, esenciales para garantizar su correcto plegamiento, estabilidad
y funcionalidad. Si bien existen reportes de expresion 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 expresion al espacio periplasmico

de las bacterias y purificarlos a partir del mismo mediante shock osmético, aun sabiendo que los rendimientos
suelen ser inferiores a los obtenidos con proteinas expresadas y purificadas a partir de la fraccion citoplasmatica.

En esta primera instancia se llevo a cabo una expresién a mediana escala del VHHS8c biotinilado (250mL de cultivo).
Las fracciones de los extractos resuspendidos en buffer de sacarosa y de shock osmdtico fueron sometidas a
purificacién por IMAC no detectandose proteinas en la primera y un pico de A;so eluido con imidazol en la segunda.
Cuando dichas fracciones fueron analizados por SEC analitica inyectando 20 pL de cada fraccién en una columna
Zorbax GF-250 equilibrada en PBS a 2mL/min como forma de evaluar los resultados en forma rapida (Figura 35.A),
solo se obtuvo un pico con un volumen de exclusién esperado (11.6 mL) en la fraccién de shock osmético purificada
por IMAC. Dicho resultado fue posteriormente confirmado por SDS-PAGE tefiido con Coomassie (Figura 35.B) y la
identidad del VHH8c confirmada por espectrometria de masas (MS), demostrando la presencia del VHH8c en el
espacio periplasmico y la aplicabilidad de este protocolo de purificacion a mediana escala para obtener
nanoanticuerpos puros.
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También se analizaron por SDS-PAGE las fracciones de cultivo bacteriano a diferentes etapas de induccion (pre-
induccidn y luego de 4 horas de induccién) no detectandose diferencias notorias en las proteinas con tamario
cercano a 15KDa, lo cual sugiere de antemano que los niveles de expresidn no son suficientemente altos para ser
detectados por esta técnica.

Teniendo en cuenta estos resultados se expresd el VHH8c a partir de 1 litro de cultivo, y se purificé por IMAC seguida
de SEC preparativa en buffer 20mM HEPES pH 7.4, 50mM NaCl obteniéndose una proteina que eluye de la IMAC
gradiente de imidazol y de la SEC con un pico simétrico en un volumen de exclusidn acorde al tamafio de los VHHs
(Figura 35.C-D).

La purificacion inicial de nanoanticuerpos en buffer 20mM HEPES pH 7.5, 50mM NaCl (utilizado previamente en
nuestro laboratorio para purificar y caracterizar CAgs.y [88, 89]) se llevd a cabo pensando en los estudios posteriores
de interaccién en solucién.

A bajas concentraciones, se vio que la solucién de VHH8c en buffer 20mM HEPES pH 7.4, 50mM NaCl a 4°C es
perfectamente soluble y su estado de oligomerizacidn aparentemente monomérico, no obstante, la solucidon
mostré claros signos de turbidez cuando fue concentrado 30 veces por ultrafiltracidn. Diferentes tratamientos
como aumento de la concentracion de NaCl, didlisis en diferentes buffers/pH o incubacién a diferentes
temperaturas no lograron revertir este estado, evidenciando un proceso de agregacién irreversible en estas
condiciones. La muestra agregada fue sometida a centrifugacién a 16.000 g durante 20 minutos seguido de
filtracidon por 0.22um y el material soluble remanente fue cuantificado y analizado por DLS. El material recuperado
representd un porcentaje muy bajo de la cantidad obtenida por SEC inicialmente (<10%) y los resultados de DLS
mostraron una distribucion de tamanos polidispersa, caracterizada por 2 poblaciones con didmetros de
aproximadamente 2.4 nmy 8.1 nm (Figura 35.E). Si bien la poblacién con didmetro de 2.4nm podria corresponder
al VHH monomérico, la misma es extremadamente polidispersa y representa un porcentaje muy bajo de la muestra
total. Los eventos de agregacion irreversible dependientes de la concentracién son una caracteristica propia de
nanoanticuerpos fundamentalmente con caracteristicas como los nuestros: carentes de puentes disulfuro no
candnicos que estabilicen los loops y con ausencia de CDR3 largos que protegen la cara del dominio equivalente a
la interfaz VH-VL de anticuerpos clasicos [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 investigacion de la Catedra de Inmunologia del Instituto de Higiene (Facultad de Quimica, Universidad
de la Republica) y considerando que su uso esta ampliamente distribuido de acuerdo con la literatura. Ademas los
iones fosfato son promotores del autoensamblado de CAg v en forma dependiente de la temperatura [88, 89], tal
como se muestra en la Figura 6.F lo que nos permitio mas adelante evaluar la capacidad de inhibir el ensamblado
de CAgy sin necesidad de sustituir el buffer.

En estas condiciones fue posible concentrar la muestra 32 veces por ultrafiltracion (a concentraciones por encima
de 5mg/mL) y demostrar por SEC analitica en PBS, que no se evidencian cambios en el volumen de exclusion (Figura
35.F). Por otra parte no se detecté aumento de la turbidez y por DLS se observo que la muestra es monodispersa y
con una distribucion de tamarios 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.
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Figura 35: Purificacion de VHHs expresados a mediana escala. A) SEC analitica utilizando una columna Zorbax GF-250 a flujo
1mL/min donde se compara el perfil de exclusion molecular del buffer de elucidon de IMAC vy las fracciones de sacarosa y shock
osmotico purificadas por IMAC. En esta Ultima se detecta un pico correspondiente al VHH8c. B) SDS-PAGE con las fracciones
obtenidas durante la expresion y purificacién del VHH8c. Las fracciones no inducidas e inducidas solubles se cargan en los
primeros carriles evidenciando expresion débil en forma soluble. Los carriles 1 y 4 contienen los sobrenadantes de sacarosa y
shock osmético previo a la purificacidon 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 analizé la fracciéon obtenida de la purificacion
por IMAC a partir del sobrenadante de shock osmético, denotando la presencia de una proteina de peso molecular acorde con
un nanoanticuerpo. C) Purificacién 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 exclusién de 78mL. E)
Analisis por DLS de la fraccidn soluble del VHH8c purificado por SEC y concentrado 15 veces por ultrafiltracion evidenciando
agregacion irreversible. Se observan dos poblaciones de diametro 2.4 y 8.1nm (la funcidn de autocorrelacién obtenida se
presenta en el inset). F) SEC analitica utilizando una columna Zorbax GF-250 a flujo 1mL/min. El perfil de exclusion 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 ultrafiltracion
(tonos de azul). El perfil de exclusién molecular no cambia cuando la concentracidn de proteina es incrementada hasta 32 veces
por ultrafiltracion.
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8.4.2. ANALISIS CUALITATIVO DE INTERACCION

Con el propdsito de confirmar los resultados del mapeo epitopico obtenidos previamente por ELISA (con las
proteinas producidas a baja escala), se evalud la capacidad de reconocimiento de CAgLy 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 CAgv por Western blot. Por su
parte los clones VHH8c y VHH19a se unen a los dominios CTD y NTD respectivamente y no existe reaccién cruzada
con el otro dominio. Estos resultados demuestran que ambos clones mantienen sus propiedades de interaccion con
CAgv cuando son producidos a mayor escala reconociendo en forma especifica epitopos lineales de ambos
dominios.

Del mismo modo se analizd por SPR la capacidad de reconocimiento de epitopos conformacionales de CAgy
expresada en forma nativa (CAn) y de ambos dominios. Para ello se inmovilizaron las proteinas 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 proteina de la capside 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 CAgy en solucién, de forma
especifica y diferencial. La sefial quimio luminiscente obtenida por Western blot parece mas intensa en el caso del
VHH19a y los sensorgramas obtenidos por SPR muestran una disociacién del VHH19a algo mds lenta que el VHHSc.
Estos resultados podrian sugerir una mayor afinidad del VHH19a por CAgiv 0 al menos una interaccién caracterizada
por una constante cinética de disociacién (ko) mas lenta; sin embargo, estos estudios tuvieron como unico
cometido realizar un primer acercamiento cualitativo, para caracterizar la interaccion de los VHHs y CAgwyv
expresados en periplasma de E. coli y purificados a mayor escala.

Por ultimo, se analizé la formacién de complejos con el VHH8c y la proteina CAn por SEC analitica intentando definir
una estrategia para purificar complejos estables que permitan llevar a cabo estudios estructurales. Para ello se
comparo el perfil de elucidon de CAn inyectada en forma aislada, con el perfil de elucién de mezclas CAn:VHHS8c 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 proteinas se observa una caida en la cantidad de CAn libre, directamente proporcional
a la cantidad de VHH presente y se evidencia un hombro de mayor tamafo que podria corresponder a complejos
CA-VHHS8c. Dichos complejos representan un porcentaje minoritario de la mezcla y el drea bajo la curva no cambia
cuando se aumenta la concentracidon de VHH, sugiriendo que poseen una corta vida media en las condiciones
evaluadas.

Se intentd sin éxito utilizar la técnica de SPR para cuantificar la interaccidn de los VHHs 8c y 19a con los dominios
de CA (no mostrado). Para ello se inmovilizaron ambos dominios de CAg.v en diferentes superficies y se inyectaron
los VHH purificados a diferentes concentraciones. Tal como esperabamos, se detectd interaccion especifica con una
sefial proporcional a la concentracién de VHH inyectada; sin embargo los datos obtenidos no pudieron ser ajustados
a un modelo cinético de Langmuir [436] el cual describe una interaccién 1:1 donde una molécula de VHH (analito)
interactda con una Unica molécula de dominio de CAgv inmovilizado (ligando), dando lugar a la formacidn uniones
equivalentes entre si e independientes para todos los sitios generando complejos con una cinética de pseudo-
primer orden. Teniendo en cuenta que las proteinas de las capsides retrovirales forman ensambles
supramoleculares, existe la posibilidad de que los VHHs sean capaces de unir mas de un epitopo dentro de los
propios dominios de CAgwv (por ejemplo, reconociendo la interfaz de dos dominios NTD o CTD que se dispongan
cercanos en la lattice hexagonal de la capside). Si bien esta hipdtesis explicaria un modelo de interaccién no 1:1,
parece poco probable que se hayan seleccionado clones con capacidad de reconocer dominios adyacentes,
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teniendo en cuenta el método de seleccidn por panning, donde CAgv fue inmovilizada en placas de ELISA a bajas
concentraciones. Ante este hecho, parece mas probable que la incompatibilidad del ajuste de los datos obtenidos
por SPR con un modelo de interaccidn 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 unién de la molécula inmovilizada teniendo en cuenta que la orientacidn de las mismas es
aleatoria y no dirigida), efecto de avidez causado por re-asociaciones un VHH con mas de una molécula de CAgy
(“analyte re-binding”), presencia de contaminantes, interaccién a través de cambios conformacionales, limitacién
por transporte de masa a raiz de la difusion diferencial del analito en la red de carboximetil dextrano en la superficie
del chip, e interaccién no especifica con la superficie del mismo. En particular esta ultima suele ser una causa de no
ajuste al modelo de Langmuir bastante comun en SPRy dificil de atacar ya que sus origenes 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 caracterizacion primaria, los rendimientos finales alcanzados hacen que
se requiera grandes volumenes de cultivo a la hora de llevar a cabo una caracterizacidn biofisica mas exhaustiva,
asi como estudios estructurales o de interaccién molecular con CAgyv.

A VHH 8¢ . s VHH 19a Figura 36: Analisis cualitativo de interaccion
o 310 o < L L entre VHHs y CAswv. A) Mapeo epitdpico
- - lineal mediante Western blot para analizar la
interaccién entre los VHH8c y VHH19a con
CAn y sus respectivos dominios. Los VHH
fueron expresados mediante biotinilacién in
- - vivo y revelados con Estreptavidina-HRP,
mientras que el control positivo (C+)
VHiHeG va CA VHiHEG va NTD VHHBe vs CTD consistente en un anticuerpo monoclonal
contra CAsLv fue revelado con un anticuerpo
contra Inmunoglobulinas murinas conjugado
e a HRP. B) Mapeo epitépico conformacional
TR llevado a cabo mediante SPR. Los antigenos
s VHH18a vs CTO CAn, NTDHe y *CTD fueron inmovilizados en
diferentes superficies de un chip y los VHH8c
y VHH19a inyectados durante 5 minutos con
T B T T e e T T un periodo de disociacion de 20 minutos. C)
50 e e e SEC analitica para analizar en forma
s0| — cA3suM cualitativa la formacién de complejos
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8.5. CARACTERIZACION BIOFiSICA DE LOS VHHs 8c Y 19a.

El abordaje experimental llevado a cabo en la seccidn anterior permitié poner a punto la expresion de los VHHs en
periplasma de E. coli y su purificaciéon en PBS alcanzando rendimientos aceptables. Sin embargo, estos no fueron
suficientes para llevar a cabo otras técnicas que requieren cantidades mayores de proteina como ensayos de
cristalizacién o de inhibicién del autoensamblado de CAgy in vitro. Por otra parte, la imposibilidad de cuantificar la
interaccion por SPR nos puso en un escenario en que la cuantificacion de la interaccion entre los VHH y los dominios
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de CAgLy debid llevarse a cabo utilizando otras técnicas biofisicas como microcalorimetria de titulacidn 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 formacion de complejos estables por SEC ). Por tal motivo fue necesario poner a punto
un protocolo de expresion y purificacidn de nanoanticuerpos a mayor escala.

8.5.1. PRODUCCION DE VHHs A GRAN 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 denominacién utilizada por Baral y Arbabi-Ghahroudi [401] cuyo
protocolo de expresién y purificacion de VHHs en sistemas bacterianos fue adoptado por nosotros para obtener
cantidades razonables de nanoanticuerpos, tal como se describe en las secciones 7.2.2.4y 7.3.3.

Ambos clones fueron expresados en medio minimo M9 y las diferentes fracciones de la extraccién periplasmica
analizadas por SDS-PAGE, detectdndose la presencia de VHHs en las fracciones correspondientes a los
sobrenadantes de cultivo inducidos y de “shock” osmdtico (Figura 37), tal como lo confirmaron resultados de
identificacion por MS. En ambos casos los respectivos VHHs se obtuvieron en la fraccidon correspondiente al
sobrenadante de shock osmatico, en presencia de proteinas bacterianas de diferentes tamanos. Dichas fracciones
fueron sometidas a purificacién por IMAC seguida de SEC preparativa en PBS.
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Figura 37: Expresion a gran escala y extraccion periplasmica de VHHs. Andlisis por SDS-PAGE de las fracciones de la extraccién
periplasmica 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 osmético (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 osmético.

En primer lugar, los VHH8c y VHH19a se purificaron con péptido de biotinilacion (BAP) y His-tag, mediante IMACy
aplicacion de un gradiente de imidazol de 15mL (Figura 38.A-B). A su vez el eluato de cada IMAC se purifico por SEC
preparativa en PBS, obteniéndose picos de Aysp simétricos y con volimenes de exclusion de 78.0 mLy 81.1 mL,
correspondientes a los respectivos VHH8c(BAPH¢) y VHH19a(BAPHs), tal como se muestra en la Figura 38.C.
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Figura 38. Purificacidon a gran escala de los VHH8c y BHH19a conteniendo sitio de biotinilaciéon y His-tag. A) Elucién 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) Purificacion de las proteinas eluidas en A y B por SEC preparativa (Superdex 75 16-60). Las proteinas
VHH8c(BAPHs) y VHH19a(BAPHe) eluyen a volumenes de exclusién de 78.0mLy 81.1mL. Tres lotes idénticos de VHH8c(BAPH¢)
fueron almacenados en PBS durante 3.5 meses a diferentes temperaturas (4, -20 y -80 °C) y analizados por SDS-PAGE (D) y SEC
analitica (E), mostrando una degradacion de la muestra a 4°C. F) Analisis 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 remocién proteolitica 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(BAPHs) purificado en PBS se llevd a una concentracion final de 5 mg/mL y se fracciond en tres alicuotas
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 periodo se analizé el tamafio molecular de las tres muestras por SDS-
PAGE en buffer tris-tricina (Figura 38.D) y por SEC analitica (Figura 38.E). Con ambas técnicas se evidencié una
disminucién de tamafo en el caso de la muestra mantenida a 4°C demostrando que la muestra era degradada
cuando se mantenia a 4°C. Un andlisis comparativo por MALDI TOF a partir de las bandas obtenidas por SDS-PAGE
con las muestras mantenidas a 4°C y -20°C permitio 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 mayoria de los experimentos analiticos se
realizaron con las muestras frescas, técnicas como la cristalogénesis de proteinas realizadas a temperatura
ambiente durante un periodo extenso de tiempo, son particularmente sensibles a la heterogeneidad de las
muestras.

En esta etapa del trabajo, la biotinilacién in vivo (util durante la etapa de seleccion de VHHs) no se llevé 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 mdviles y poco estructuradas (para la etapa de
cristalizacién), se procedid a eliminar el sitio de biotinilacion y el His-tag, teniendo en cuenta que este fragmento
(de unos 30 residuos) representa alrededor del 20% de la secuencia aminoacidica 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 seccidén 7.1.2.3). Las nuevas construcciones
fueron confirmadas por secuenciacién nucleotidica, expresadas a gran escala y purificadas por IMAC aplicando
ciertas variaciones en la estrategia de elucién y finalmente por SEC preparativa en PBS.

En este caso, los HsVHHSs 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 unién a IMAC (tal como se hizo con *CA y *CTD) después de
un periodo de 24 horas. Para evaluar si la remocién 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 proteina sin proteolizar y la trombina. En la Figura 39.A y B se muestra la inyeccién de los *VHHs
(digeridos en columna con trombina) en una segunda IMAC/Benzamidina. El pico inicial de Agodetectado en ambos
cromatogramas casi inmediatamente después de su inyeccion, corresponde al material no unido conteniendo los
*VHHs clivados, mientras que la aplicacion de un posterior gradiente de imidazol no evidencié presencia de
proteinas, demostrando que la estrategia de remocién del His-tag fue exitosa en ambos casos. Por su parte la
aplicacion de un gradiente de imidazol en la primera IMAC (no mostrado) evidencié muy poco material eluido,
manifestando ademds que el corte en columna fue sumamente eficiente. La fraccién 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 exclusion molecular a partir de una columna Superdex 75 16-60 para ambos
*VHH mostrando maximos de Azgo a los 85.2 mL en el caso de *VHH8c y 89.5 mL para el *VHH19a. Los volumenes
de exclusion obtenidos en este caso son menores que los obtenidos para los nanoanticuerpos purificados con sitio
de biotinilacion y His-tag (78.0 mLy 81.1 mL), en concordancia con una reduccién del tamafio molecular.

La Figura 39.D presenta un analisis por SDS-PAGE tefiido con Coomassie y sometido a western blot revelado con
estreptavidina-HRP, con el VHH8c(BAPHs) biotinilado “in vivo” y el *VHH8c purificado de acuerdo a la Figura 39.C.
El analisis muestra claramente las diferencias de tamafio como producto de la remocién proteolitica del fragmento
BAPH;s y la deteccién diferencial con estreptavidina del VHH biotinilado. Ademds, este experimento permitid
demostrar que con la construccion carente de BAP y His-tag es posible obtener una banda Unica mientras que en
el caso de la construccidn biotinilada in vivo, se obtienen al menos dos bandas de diferente tamafio y ambas son
biotiniladas, sugiriendo que el péptido BAP conserva la Lys biotinilada.

La optimizacion de la produccién de nanoanticuerpos a gran escala fue un elemento central de esta tesis, ya que
de ella depende el éxito de la caracterizacidn de los clones y su interaccidon con CAgwy. La estrategia de expresidn y
purificacién de nanoanticuerpos a gran escala permitié obtener los clones *VHH8c y *VHH19a, con un alto grado
de pureza (>98% por densitometria) y homogeneidad tal como lo muestran los resultados de SDS-PAGE (Figura
39.E) y con rendimientos entre 15-30 mg L! en una escala de laboratorio. Este aumento de 3-6 veces en el
rendimiento de produccién, permitié producir cantidades suficientes para llevar a cabo experimentos de
caracterizacién biofisica y estructural, asi como los estudios de interaccion con CAgyy in vitro.
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Figura 39: Purificacidon de VHHs sin BAP ni His-tag a gran escala: Los sobrenadantes de shock osmético de los VHH8cy VHH19a
fueron purificados por IMAC y cortados en columna. Después de remover proteoliticamente 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 VHHSs eluidos a partir de la primera IMAC, no interactiian con
la columna y son colectadas en la fraccién no unida (pico de Azgo inicial), mientras que durante la elucién con gradiente de
imidazol no se recupera material proteico indicando que la protedlisis fue efectiva. C) Purificacién 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 utilizé una
columna Superdex 75 16-60 y las proteinas eluyen con volimenes de exclusion 85.2 mL y 89.5 mL. D) Analisis por SDS-PAGE
tefiido con Coomassie y western blot revelado con estreptavidina-HRP del VHH8c(BAPHs) biotinilado in vivo y *VHHS8c
purificado por SEC de acuerdo a C. Solo se detecta interaccion con estreptavidina en el caso del VHH biotinilado in vivo. E)
Andlisis por SDS-PAGE tenido 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 proteina con una correcta relacion de tamafios y una pureza superior
al 98%.

8.5.2. ESTUDIOS BIOFISICOS EN SOLUCION.

Antes de estudiar la interaccion de los VHHs purificados con el/los antigeno/s, se procedié a caracterizar su
comportamiento en solucion. Si bien durante la optimizacion de las condiciones de purificacion 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 realizé un analisis por dispersién dinamica de luz (DLS) obteniéndose para ambos
clones, medidas de tamafio de particula en solucién a concentraciones de 80 y 40mg/mL, respectivamente. En el
caso del *VHH8c se determind la distribucién de tamanos por intensidad mostrando una Unica poblacion cuyo
didmetro hidrodindmico fue de 5.62 * 0.69 nm (Figura 40.A). Por su parte el clon *VHH19a presentd una
distribucién de tamafios por intensidad bimodal con una poblacién mayoritaria de diametro hidrodinamico de 6.06
+ 1.02 nm y una segunda poblacién con didametro hidrodindamico mayor a 1um (Figura 40.B). Cabe aclarar que la
técnica de DLS es extremadamente sensible a particulas de gran tamafo y que en ambos casos podemos considerar
que el =100% de la solucién esta representado por la poblacidn mayoritaria. En ambos casos la poblacion
mayoritaria (con didmetro hidrodindmico entre 5.5 - 6.0 nm) presenté una distribucion monodispersa.

El otro estudio biofisico en solucién llevado a cabo con los clones purificados fue el andlisis de termostabilidad por
DSC. Dado que el autoensamblado de CAgyv en solucion se realiza a 38°C, fue necesario confirmar que las proteinas
purificadas se encuentran correctamente plegadas a esa temperatura. Para ello se realizé el analisis en un rango de
temperatura entre 25 y 90°C con el objetivo de determinar la temperatura de transicion o “melting” (Tu) de cada
nanoanticuerpo. El clon *VHH8c posee una Ty=68.8°C (Figura 40.C) mientras que el VHH19a es menos termoestable
con una Tu=56.8°C (Figura 40.D). En ambos casos se comprobd la reversibilidad de la desnaturalizacién térmica
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mediante repeticion de ciclos de desnaturalizacion y re-plegamiento observandose valores de Ty similares. Los
datos fueron ajustados a un modelo de desnaturalizacion de dos estados (nativo y desnaturalizado) obteniéndose
una mala descripcidn del sistema, lo cual nos lleva a pensar que el proceso ocurre a través de uno o mas
intermediarios.

Si bien los experimentos de DSC no permitieron obtener informacidn termodindmica de la desnaturalizacion
térmica de los VHH analizados, los mismos permitieron determinar su Ty y demostrar que la desnaturalizacidn
ocurre de manera reversible. Esta reversibilidad es probablemente favorecida por el puente disulfuro candnico que
otorga estabilidad a los nanoanticuerpos uniendo sus dos hojas B. Los valores de Ty obtenidos se encuentran dentro
del rango esperable teniendo en cuenta la bibliografia, donde se reportan valores de Ty alrededor de 60°C para
VHH carentes de puentes disulfuro no candnicos que favorezcan su termostabilidad [435, 437-439]. Ademas, en
ninguno de los casos se observan signos de desnaturalizacién térmica a 38°C (temperatura a la cual se obtuvieron
los resultados de inhibicion del ensamblado de CAg.y, descritos en el apartado 8.6.2).
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Figura 40: Analisis biofisico de VHHs en solucion. A-B) Analisis de tamafo de particula por DLS para los clones *VHHS8c y
*VHH19a respectivamente. Las graficas muestran la distribucidn del didmetro de las proteinas por intensidad, obtenida a partir
de la deconvolucidn de las respectivas funciones de autocorrelacién (presentadas como insets en cada grafico). El valor de
didametro hidrodindmico de la poblacién mayoritaria se presenta en cada grafico con su valor de desviacién estandar. 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 (linea punteada gris) y de las proteinas respectivas (linea continua de color negro),
mientras que a la derecha se presentan los termogramas de desnaturalizacién de las respectivas proteinas, luego de sustraer
la linea de base (termograma de buffer), normalizar por la concentracion de proteina y definir como linea de base las
pendientes antes y después de la transicion. En ambos casos se presenta el valor de Tm de la desnaturalizacién térmica.
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8.6. ANALISIS DE LA INTERACCION DE LOS VHHs CON CABLV.

En esta Ultima seccion de Resultados intentamos abordar la interaccion de los respectivos nanoanticuerpos con
CAgy (0 sus dominios) mediante el andlisis termodindmico de la interaccién, el efecto de estos sobre el
autoensamblado de CAgLy y el andlisis estructural de los respectivos complejos. En tal sentido la optimizacién de la
metodologia de purificacion de los VHHs y de las proteinas de BLV (descrito en las secciones anteriores) fue
fundamental para llevar a cabo esta etapa donde se requieren altas cantidades de proteina a alta concentracién y
con altos indices de pureza y homogeneidad.

8.6.1. ANALISIS TERMODINAMICO DE LA INTERACCION

Frente a los intentos fallidos de cuantificacidon de la unién de los nanoanticuerpos y CAg.y, utilizando la técnica de
resonancia plasmodnica de superficie (SPR), decidimos utilizar la técnica de calorimetria de titulacidn isotérmica (ITC)
con el propédsito de obtener informacion termodinamica de la interaccion.

Los resultados del andlisis preliminar de la interaccion de los VHHs con CAgy 0 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 informacidn utilizando esta técnica. En este sentido los rendimientos obtenidos mediante
la expresidn 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 intentd evaluar la interaccién del *VHH8c con *CAn, sin embargo, luego de cada inyeccidon se obtuvo
un cambio en la linea de base dificultando la integracidn de las inyecciones. En condiciones controladas, este tipo
de sefial puede ser utilizado para extraer informacién cinética en sistemas enzimdaticos [440], sin embargo en

nuestro caso donde la concentracién de proteina utilizada es alta, probablemente existan subunidades de CAn
formando autoensambles que por efecto de dilucidon generan este tipo de sefial, cuya interpretacion resulta
compleja.

En el caso de CAgy, la ocurrencia de contactos moleculares a causa del autoensamblado de la misma podria ser
responsable de este artefacto. Por tal motivo, este abordaje no fue adecuado para disefiar experimentos de ITC
que aportaran informacién termodindamica de la unién 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 solucién, se realizaron diversos experimentos con VHHs y los respectivos dominios de CAg,y.

En primer lugar, se tituld *CTD con el *VHHS8c. Para ello se realizaron diversos experimentos con el fin de optimizar
las concentraciones de proteina y finalmente se realizaron dos titulaciones independientes utilizando diferentes
concentraciones (*CTD 1,034 mMy 1,938 mM vs *VHH8c 122 uM y 169 uM, respectivamente). Los datos obtenidos
fueron integrados utilizando el software de integracién automatica NITPIC (tal como se describe en la seccion
metodoldgica) y se realizdé un andlisis global mediante ajuste a un modelo de hetero-asociacion A+B<> AB
utilizando el software SEDPHAT (Figura 41). La constante de disociacién obtenida fue Kys= 8,889 uM (AG = -6,891
kcal/mol) y el perfil termodindmico evidencié una interaccion gobernada por el componente entrépico (TAS =
25,380 kcal/mol), con un componente entalpico desfavorable (AH = 18,489 kcal/mol). En cuanto al ajuste al modelo
podemos decir que es bueno, obteniéndose valores de Ky y AH con intervalos de confianza de 68.3 % (1 desviacion
estandar para una distribucion de error Gaussiana) entre 7.461-10.52 uM vy 16.859 - 20.389 kcal/mol,
respectivamente.

La interaccion *VHH8c /*CTD con estequiometria 1:1 y caracterizada por un valor de K4 cercano a 10 uM, representa
una afinidad relativamente baja, teniendo en cuenta las afinidades maximas de 690pM reportadas para
nanoanticuerpos contra el CTD de CAuy [441]. Sin embargo, cuando comparamos la afinidad del *VHHS8c y las de
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diversos interactores de CAny capaces de inhibir el ciclo replicativo mediante interaccién con el dominio CTD (Tabla
1), encontramos que se encuentran aproximadamente en el mismo rango (micromolar bajo).

Desde el punto de vista termodinamico, la interaccion es endotérmica y gobernada estrictamente por el
componente entrépico (en contraposiciéon con la mayoria de los datos termodinamicos publicados con interactores
entdlpico). Cuando evaluamos la bibliografia dirigida al analisis termodindmico de interacciones entre
nanoanticuerpos y proteinas, también encontramos que el escenario habitual se compone de interacciones
exotérmicas gobernadas por el componente entdlpico. En tal sentido, el VHH8c representa un caso bastante inusual
desde este punto de vista, precedido Unicamente (hasta donde alcanza nuestro conocimiento) por el ejemplo de
Nano-32, uno de seis nanoanticuerpos caracterizados, con capacidad de unir a un epitopo particular del dominio P
de la cdpside de Norovirus, el cual presenta una afinidad de 60 nM con una reaccién gobernada exclusivamente por
el componente entrépico [442]. Puede parecer contradictorio que la formacién de complejos ordenados entre
proteinas se vea favorecida por un aumento de la entropia, no obstante, esto puede explicarse por la presencia de
regiones hidrofébicas expuestas al solvente y rodeadas de capas de moléculas de agua dispuestas en orden,
evitando asi el contacto con la misma. Cuando la interaccién entre proteinas ocurre a través de interacciones
hidrofdbicas ocluyendo dichas superficies, las moléculas de solvente se liberan aumentando la entropia del sistema
(entropia de solvatacién). Otra explicaciéon puede encontrarse en la estabilizacion de complejos proteicos gracias a
la flexibilizacion de diversos grupos internos (entropia conformacional) que se mantienen rigidos cuando las
moléculas no interactian [443]. Los experimentos de ITC se realizaron a 25°C, no obstante seria interesante repetir
los experimentos a diferentes temperaturas y al graficar AH en funcién de la temperatura para determinar el cambio
en la capacidad caldrica del sistema (ACp) el cual se asocia con el calor AS de solvatacion [444].

Teniendo en cuenta estos resultados, es altamente probable que la interaccién del *VHH8c con CAgy ocurra a través
de contactos entre residuos hidrofdbicos de los CDRs y algun parche hidrofébico del dominio CTD de la proteina
viral. El hecho de que se hayan seleccionado VHHs con interacciones hidrofdbicas resulta curioso e incluso
sorprendente teniendo en cuenta que las condiciones de panning implicaron el uso de detergente.
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Figura 41: Analisis termodinamico de la interaccion del VHH8c y el dominio *CTD. A la izquierda se presentan los termogramas
luego de sustraer la linea de base (utilizando NITPIC) para dos titulaciones de *CTD (1034 uM) sobre *VHH8c (122 uM) en rojo
y *CTD (1938 uM) sobre *VHH8c (169 uM) en azul. A la derecha (manteniendo el mismo cddigo de colores) se presenta el
resultado de la integracién de las respectivas inyecciones y el analisis global de los datos (utilizando SEDPHAT) mediante ajuste
a un modelo de heteroasociaciéon A + B <> AB, con los respectivos valores residuales en la parte inferior y la firma
termodindmica como inset. Los parametros termodinamicos obtenidos se presentan en la

Tabla 9.
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Por su parte se llevaron a cabo diversos intentos por evaluar la interaccién del *VHH19a con el NTDHs utilizando
esta técnica. En primer lugar, se llevé a cabo un experimento titulando el dominio NTDHg (102 uM) 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 VHHSc, y en caso de que esa hipodtesis fuera correcta se estaria utilizando un valor c=10; sin embargo este
experimento no permitié evidenciar interaccion entre ambas moléculas. En funcidn de este resultado, se decidid
aumentar las concentraciones, invirtiendo ademads el orden de los componentes de la titulacién (en funcion de la
disponibilidad de proteina). En este caso se titulé 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
heteroasociacidon A + B <> AB, se obtuvo una constante de disociacion Kg= 35,26 uM (AG = -6,075 kcal/mol) y el
perfil termodinamico evidencid una interaccion gobernada por el componente entrépico (-TAS = 8,010 kcal/mol)
con un componente entalpico desfavorable (AH = 1,935kcal/mol) al igual que con el *VHHS8c. Cabe aclarar que el
error en la obtencién de estos pardmetros es alto, dado que el valor c utilizado es relativamente bajo
(aproximadamente 7 asumiendo que el valor de K4= 35 uM es correcto), dando como resultado una isoterma poco
pronunciada. Por otro lado, la relacién molar alcanzada no es suficiente para determinar con precision el calor
absorbido por efecto de dilucion del *VHH19a y/o el NTDH;s (el cual resulta bastante mas elevado que para el
*VHHS8c). Con el objetivo de mejorar estos resultados, se repitid el experimento aumentando 3 veces las
concentraciones tal como se presenta en la Figura 42.C. En este caso se titul6 el *VHH19a (762 uM) con el NTDHs
(6,14 mM) y para nuestra sorpresa no se detectd una sefial sigmoidal clara que permita caracterizar la interaccion.
Los resultados de ITC obtenidos con este nanoanticuerpo no son concluyentes y se requiere explorar otras
posibilidades para cuantificar la interaccion.

A su vez se analizé por DLS el tamafio del NTDHg en solucion a muy altas concentraciones entre 6-21mM (Figura
42.D) observdndose un aumento del didmetro hidrodindmico desde 7.01 (+ 0.88) nm hasta 12.79 (£ 1.52) nm
proporcional a la concentracion. Si bien estos resultados no son concluyentes, el aumento de didmetro
hidrodindmico del NTDHe en funcidn de la concentracién sugiere que puede existir algun tipo de autoasociacién
gue compita con los nanoanticuerpos. Un escenario posible, teniendo en cuenta la capacidad de CAg,v para formar
hexameros mediante contactos entre los NTD, es que el NTDHg forme estructuras multiméricas de tamanio discreto
cuando aumenta su concentracidn. Estas interacciones entre mondmeros de NTDHg podrian afectar la interaccion
con los nanoanticuerpos, ya sea compitiendo por sus sitios de unidn o generando intercambios de calor por efecto
de dilucion que interfieren con el calor de la reaccién. De todos modos, determinar de forma concluyente si este
tipo de interacciones entre NTD tiene lugar en solucion representa una excelente oportunidad para identificar
intermediarios y entender el mecanismo de ensamblado de la lattice hexagonal de BLV. Si bien no se avanzé en
este aspecto, podria ser util invertir el esquema del experimento titulando el NTDHg con el VHH19a a altas
concentraciones o disefiar experimentos de competicién por SPR [445] aprovechando las construcciones de VHH
biotiniladas y sin biotinilar. En este caso se deberia inmovilizar el VHH19a biotinilado y realizar sucesivas inyecciones
de *CA (o el NTDH;s) a idénticas concentraciones en presencia de cantidades crecientes de *VHH19a (no biotinilado).
Este tipo de experimentos podria ser util para estudiar por SPR la interaccién de CA con los nanoanticuerpos,
atacando algunos de los potenciales problemas que impiden la obtencidn de un buen ajuste al modelo cinético de
Langmuir 1:1 (discutidos previamente) y utilizando cantidades y concentraciones de proteina mds accesibles donde
la oligomerizacién de NTD no tenga lugar.
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Figura 42: Andlisis por ITC de la interaccion del *VHH19a con el dominio NTDH6 y analisis de tamafio de NTDH6 en solucién
por DLS. A) Termograma (panel superior) de la titulacién de NTDHs (102 uM) con *VHH19a (1,69 mM) y resultado de la
integracion de las inyecciones (panel inferior). La inyeccién 20 fue eliminada debido a la presencia de una inflexidn en la linea
de base que impide su correcta determinacion y afecta sensiblemente la integracion. B) Termograma (panel superior) de la
titulacion del *VHH19a (247 uM) con el dominio NTDH6 (2,18 mM); integracidn de las inyecciones y ajuste a un modelo de
heteroasociacion A + B €5 AB (panel central), con los respectivos valores residuales (panel inferior) y la firma termodinamica
como inset. Los datos termodindmicos obtenidos (resumidos en la Tabla 9) deben ser considerados con precaucion de acuerdo
a lo discutido en el texto. C) Termograma (panel superior) de la titulacion de *VHH19a (762 uM) con el dominio NTDH®6 (6,14
mM) y resultado de la integracidon de las inyecciones (panel inferior). En este caso no se detecta interaccién. D) Analisis de la
distribucion de tamafio de NTDHs a altas concentraciones por DLS. Se observa un incremento en el didmetro hidrodindmico
promedio (presentado en cada grafico junto con su desviacion estandar) proporcional a la concentracion.

Vale la pena recordar ademads, que la afinidad reportada para el VHHS8c, se encuentran cerca del limite de deteccion
de la técnica, donde se requieren altas concentraciones de proteina (sobre todo del titulante) y donde el efecto de
agregacion de cualquiera de los componentes puede llegar a afectar los resultados.

Tabla 9. Pardmetros termodindmicos obtenidos por ITC para la interaccién de los nanoanticuerpos *VHH8c y *VHH19a con
los dominios *CTD y NTDH6 de CAswv respectivamente. Los valores obtenidos para el par *VHH8¢c/*CTD fueron obtenidos de
acuerdo con el analisis global presentado en la Figura 41. Por su parte los valores obtenidos para el par ¥*VHH19a/NTDHe fueron
obtenidos segun la Figura 42.B, no obstante, deben ser tomados solo como referencia, debido a la presencia de errores
asociados al disefo experimental tal como se describe en el texto.

*VHH8c / *CTD *VHH19a / NTDH6
Kp (LM) 8,9 35,2
AG (kcal/mol) -6,9 -6,1
AH (kcal/mol) 18,5 1,935
AS (cal/Mol K) 85,1 8,0
TAS (kcal/mol) 25,3 26,9

8.6.2. INHIBICION DEL AUTOENSAMBLADO DE CABLV p

Una vez llevados a cabo todos los experimentos para cuantificar la interaccidn de los nanoanticuerpos con CAgy, Y
teniendo en cuenta que muchos de los compuestos capaces de inhibir el ciclo replicativo de HIV mediante su
interaccion con CA poseen afinidades en el orden micromolar bajo, nos enfocamos en evaluar el efecto de nuestros

nanoanticuerpos sobre el autoensamblado in vitro de CAgyy.

Inicialmente se incubé CAn 1mM a 38°C y se midid el avance de la polimerizacién de CAgw, en el tiempo por
turbidimetria. Estas condiciones se escogieron teniendo en cuenta la alta concentracién local de CAgy en la
particula viral (estimada en 1mM para HIV aunque con gran variabilidad [155, 243]) y la temperatura normal de los
bovinos. Los resultados mostraron un aumento rdpido de la turbidez luego de una fase lag de aproximadamente
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15 minutos, alcanzando un valor constante de Ass antes de la media hora, demostrando que cuando CAgy a una
concentraciéon 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
CAgy in vitro [88, 89].

Cuando CAgv se sometio a las mismas condiciones en presencia de los nanoanticuerpos *VHH8c y *VHH19a a
relaciones molares subestequiométricas crecientes (50 a 200 uM), se observé un aumento en la duracién 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 mas baja (Figura 43). En todos los casos, las curvas mostraron un correcto ajuste con
la ecuacidon empirica de Hill:

(Yeeo)”
1+((5))

donde DO es la Az medida a través del tiempo t. DOres la Ass extrapolada a tiempo infinito, tsp es el tiempo

necesario para alcanzar una DO igual a la mitad de DOy, y n es el parametro de cooperatividad.

En el caso del *VHH8c a una concentracién de 200 uM (relacion molar subestequiométrica de 5:1), no se observé
autoensamblado de la cédpside incluso después de 5 horas de incubacion a 38°C (la Figura 43 solo refleja un periodo
de 2 horas) evidenciando una inhibicidn total, mientras que frente a concentraciones cada vez mas bajas de este
nanoanticuerpo se constatoé la capacidad de polimerizar con velocidades cada vez mayores alcanzando DO finales
cada vez mas altas (Figura 43.A). A modo de referencia, el nivel de autoensamblado de CAgy en presencia del
*VHHS8c (a una relacion molar subestequiométrica 20 veces inferior) sufrié una reduccion al 81% mientras que la
velocidad relativa de polimerizacién se vio disminuida al 51%.

Por su parte el *VHH19a (Figura 43.B) mostré un comportamiento similar donde la presencia del nanoanticuerpo
a relaciones molares subestequiométricas cada vez mayores, provocé una disminucién del nivel y de la velocidad
relativa del autoensamblado de CAgv, observandose inhibicidén absoluta (después de 5 horas de incubacion a 38°C)
a concentraciones de 200 uM e incluso 133 uM (relaciones molar subestequiométrica de 5:1 y 7.5:1). A modo de
referencia, el nivel de autoensamblado de CAgsyv en presencia del *VHH19a (a una relaciéon molar
subestequiométrica 20 veces inferior) sufrié una reduccion al 65% mientras que la velocidad relativa de
polimerizacién se vio disminuida a un 32.2%.

Estos resultados muestran que ambos nanoanticuerpos son capaces de inhibir el autoensamblado de CAgy in vitro
y sugieren que el poder inhibitorio del VHH19a podria ser incluso superior al del VHHSc.
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Figura 43: Inhibicion in vitro del autoensamblado de CAsw: A-B) Autoensamblado de CAn 1mM en presencia de
concentraciones subestequiométricas crecientes de *VHH8c y *VHH19a respectivamente (panel superior) y efecto de la
concentracion de dichos nanoanticuerpos sobre la velocidad relativa del autoensamblado de CAn (panel inferior). Las curvas
de autoensamblado fueron ajustadas a la ecuacién de Hill (lineas discontinuas) observandose una disminucion del nivel de
polimerizacion proporcional a la concentracion 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.

8.6.3. ANALISIS ESTRUCTURAL

8.6.3.1. CRISTALOGENESIS

El abordaje para dilucidar detalles estructurales de la interacciéon de los nanoanticuerpos seleccionados y CAgy, se
llevé a cabo intentando cristalizar los respectivos complejos VHHs/dominios de CAgv para luego resolver su
estructura por difraccion de rayos X. En todos los casos se utilizaron las versiones de proteinas de BLV y
nanoanticuerpos sin regiones moviles o poco estructuradas. Asi, se utilizaron el *CTD (sin His-tag) y los VHHs luego
de remover el sitio de biotinilacién y el His-tag. Para obtener cristales de complejos, se analizaron 384 condiciones
de cristalizacion diferentes en forma robética, utilizando relaciones equimolares de VHH/dominio de CAgy. De esta
manera se lograron identificar algunas condiciones en funcion de la aparicidon de pequeios cristales, que fueron
optimizadas mediante introduccion de modificaciones en forma gradual y sistematica, con el objetivo de obtener
cristales Unicos y de calidad.

Para el complejo *VHH19a/NTDH6 se utilizaron concentraciones equimolares de 2.9 mM y se obtuvieron en forma
robdtica pequefios cristales con forma de aguja en la condiciéon 10% (w/v) Polietilenglicol 6000, 0,1 M HEPES pH
7,0. A partir de esta condicidn se hizo una optimizacién en forma manual, utilizando una concentracién equimolar
de complejo *VHH19a/NTDH6 de 2.9 mM, variando las condiciones de cristalizacidn en forma gradual y sistematica
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 proteina. Los resultados mas 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
sincrotron de Soleil para ensayos de difraccién de rayos X. Los resultados de busqueda y optimizacion de las
condiciones de cristalizacidn para estos complejos se presentan en la Figura 44.A.

Por su parte en el caso del complejo equimolar *VHH8¢/*CTD a 2,87 mM se encontraron pequefios cristales en 4
condiciones obtenidas a partir de placas robéticas: a) 0,1 M Bicina pH 9.0, 1,6 M AmSQy; b) 0,1 M Tris pH 8,0, 1,6
M AmSQg; c) 0,1 M Hepes pH 7.5, 1,5 M Li,SO4 y d) 0,1 M Tris pH8.5, 30 % (w/v) Polietilenglicol 400. Las mismas se
optimizaron evaluando diferentes concentraciones de proteinas (complejo equimolar 1.5-3.14 mM), diferentes
relaciones de reservorio:proteina y variando en forma gradual y sistematica las condiciones de cristalizacién. Asi,
se evalud la formacién 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 8.5y d)0.6-2.1 M LiSO,4, 0.1M Hepes pH 7.5. La condicién 1.1 M LiSO4, 0.1M Hepes pH 7.5 presentd pequefios
cristales y por tal motivo se intentd hacer “seeding” (pequefios cristales obtenidos en una condiciéon sembrados en
condiciones similares) y se evalud la adicién de aditivos como glicerol en forma manual o usando un kit comercial
en forma robética, tal como se describe en la seccién 7.7.1. En ningln caso fue posible obtener cristales aptos para
difraccién 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 busqueda de 384 condiciones en forma robdtica utilizando una concentracién de *VHHS8c 3,8
mM, se obtuvieron cristales en las siguientes condiciones: a) 0,1M buffer citrato pH 5.0, 2,4 M AmSOg; b) 0,2 M
acetato de zinc, 20 % (w/v) Polietilenglicol 3350; c) 0.2 M citrato de litio, 20 % (w/v) Polietilenglicol 3350y d) 2,0
M AmSQs, 5% (v/v) 2-propanol. En funcidn de estos resultados se evalué la formacion de cristales en forma manual
en el siguiente rango de condiciones: a) 0,1 M buffer citrato pH 5, 2-3 M AmSQ,; b) 0,2 M acetato de zinc, 16-26 %
(w/v) Polietilenglicol 3350; ¢) 0.2 M citrato de litio, 16-26 % (w/v) Polietilenglicol 33 y d) 1.6-2.6 M AmSQs, 5% (v/v)
2-propanol, siendo esta condicidén la mas promisoria. En tal sentido se continud con la optimizacién variando la
concentraciéon de 2-propanol en el rango 1-9 %, agregando aditivos como 1-11% glicerol en forma manual o usando
un kit comercial en forma robdtica, realizando “seedings” y cambiando las relaciones volumétricas de
proteina:reservorio. Los cristales de mejor calidad fueron obtenidos con *VHH8c 3.8mM en 2.4M AmSO04, 7% 2-
propanol, 4% Pentaeritritol etoxilato (3/4 EO/OH). Los resultados de busqueda y optimizacion de las condiciones
de cristalizacion del *VHH8c en forma aislada se presentan en la Figura 44.C.



RESULTADOS Y DISCUSION 119

A NTD/VHH19a | NTD/VHH19a
basqueda inicial optimizacién

23 CTD/VHHSc CTD/VHHS8c
busqueda inicial optimizacién

(Ol \VHH8c busqueda VHHS8c busqueda VHH8c optimizacion
inicial aditivos aditivos

Figura 44: Busqueda de condiciones de cristalizacion de los VHH seleccionados en complejo con los dominios de CAgwv. A)
Ejemplo de alguno de los cristales obtenidos con complejos equimolares *NTD/*VHH19a. Los cristales optimizados con habito
de crecimiento tipo aguja (derecha) difractaron a baja resolucién, sin embargo, no se ha podido dilucidar auin la estructura del
complejo. B) Ejemplos de cristales obtenidos con complejos equimolares *CTD/*VHH8c. Se intentd sin éxito optimizar cristales
mediante busqueda de condiciones similares a las identificadas durante la busqueda inicial. Ante este escenario negativo se
procedié a buscar cristales del nanoanticuerpo en forma aislada. C) Ejemplos de cristales obtenidos con *VHH8c en forma
aislada. La busqueda de aditivos a partir la condicidn inicial permitié optimizar las condiciones para obtener cristales con habito
de crecimiento cubico (derecha). Estos cristales difractaron a alta resolucién permitiendo dilucidar la estructura tridimensional
del VHHS8c. Las condiciones que dieron lugar a los cristales presentados en esta figura se describen en el texto.

8.6.3.2. DIFRACCION Y ANALISIS ESTRUCTURAL

En el caso del VHH19a, los cristales difractaron a baja resolucién (4.2 A) y el procesamiento de los datos de
difraccidon indicé 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 busqueda distintos VHHs obtenidos de la
PDB, esto no fue posible. Las posibles causas de esta dificultad pueden ser: a) baja resolucién de los datos; b)
anisotropia en la difraccion y c) presencia de simetria no cristalografica traslacional.

Por su parte el cristal obtenido con el VHH8c difracté a una resolucién de 2.1 A y el procesamiento de los datos
reveld una forma cristalina orto-rémbica con un grupo de espacio C222;.
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Tabla 10: Estadisticas de coleccion de datos y refinamiento para la obtencién de estructuras atémicas. En el caso del VHH19a
no contamos con estadistica de refinamiento dado que no se resolvid la estructura. En paréntesis se presentan los datos
estadisticos de la capa de mayor resolucién.

VHH19a VHH 8c
Longitud de onda (A) 0.9801 0.9801
Grupo de espacio P422 C222;
Celda unidad (a, b, c) (A) 100.076 100.076 174.678 120.56 120.72 69.941
[ Rango de resolucién de los datos (A) 43.417 - 4.203 (4.276 — 4.203) 54.09-2.109 (2.184 - 2.109)
2 b4 Reflexiones Unicas medidas 6885 (331) 29555 (2948)
= B Rmerge 0.352 (1.705) 0.1364 (0.6807)
23 R 0.375 (1.818) 0.1516 (0.7564)
22 Rpim 0.126 (0.616) 0.06448 (0.3223)
= Promedio 1/a(l) 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)
Rango de resolucion 54.09 - 2.109 (2.184 - 2.109)
Reflexiones usadas 29555 (2948)
< o Reflexiones usadas por Rfree 1556 (139)
- ‘s‘ Rwork 0.2085 (0.2406)
2 E Rfree 0.2465 (0.2915)
28 RMS (enlaces) 0.003
g 5 RMS(angulos) 0.67
w = Grafico de Ramachandran 99.58/0.42
permitido/no permitido (%)
PDB ID 60C8

La unidad asimétrica del cristal presentd cuatro moléculas completas del VHH8c con una alta homologia estructural
presentando las mayores diferencias a nivel del loop que conecta las hojas beta Cy 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 Cy C’ (superficie que en los anticuerpos clasicos forma parte de la interfaz
VH/VL), el puente disulfuro candnico entre las Cys,s y Cysios manteniendo estabilizadas las hojas beta By G de las
regiones FR1 y FR3 respectivamente (Figura 45.B) y un paratope planar (habitualmente asociado a anticuerpos
generados contra superficies de proteinas) (Figura 45.C). La distribucién de cargas en la superficie de la molécula
muestra una distribucién relativamente uniforme, y mayoritariamente neutralizadas entre si, 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 moviles, y
en tal sentido el CDR3 conformado por un gran loop de 14 residuos de largo esta estabilizado por contactos
hidrofébicos con residuos de la regidon FR2 (Figura 45.E). La molécula no presenta regiones fuertemente cargadas
como lo demuestra la Figura 45.D, con presencia de residuos hidrofébicos expuestos fundamentalmente en el CDR1
y en menor medida el CDR3 (Figura 45.E) apoyando la hipétesis de una interaccién con el CTD a través de contactos
hidrofdbicos. Esta observacidn coincide con la presencia de dos superficies planas a nivel del CTD, con residuos
hidrofébicos expuestos hacia la superficie (Figura 45.F). Dichas superficies corresponden a la interfase de contacto
entre CTDs inter-hexaméricos con caracter hidrofdbico (caracteristica conservada entre retrovirus ([53, 446]) y a la
superficie de contacto intra-hexamero con el NTD del protémero adyacente, por lo que la interaccidon con estas
superficies tiene implicancias directas con la formacién de la /attice.

El CDR1 se presenta como el principal componente de la superficie hidrofébica del paratope y posee estructura
helicoidal, haciendo de este un muy buen modelo para la generacion de péptidos con actividad inhibitoria del
ensamblado de la capside de BLV, de manera similar que con los péptidos inhibidores de la autoasociacién de CAuy:
CAC-1 [241] o CAI [243-245] y sus derivados. Estos poseen residuos hidrofdbicos expuestos hacia la superficie de

contacto con CAyy interactuando con las superficies homadlogas a las propuestas en el parrafo anterior, y podria ser
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un buen modelo de inicio para la aplicacion de técnicas de docking in silico para entender la interaccidn, diseiar
nuevos interactores o mutantes capaces de formar complejos estabilizados por puentes disulfuro.

A

Figura 45: Analisis estructural del VHH8c. A) Representacion en “cartoon” de las 4 moléculas del VHH8c completas que
integran la unidad asimétrica de los cristales obtenidos (izquierda) y superposicion de las cadenas principales de las mismas
denotando una alta homologia 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 (Ca) de la cadena principal en celeste y
del total de las moléculas en amarillo. B) Representacion de la molécula C de VHH8c vista desde dngulos diferentes denotando
su estructura secundaria con los CDRs y el puente disulfuro candnico sefialado. C) Representacion de la superficie del VHH8c
con las mismas orientaciones y cddigo de colores de B, denotando la topologia planar del paratope. D) Mapa superficial de
distribucion de cargas del VHH8c. E) Representacion de la superficie del VHH8c coloreada por hidrofobicidad. Los insets
superiores indican los residuos hidrofébicos de los CDR1 y CDR3 expuestos hacia la superficie del paratope. El inset inferior
derecho indica los residuos hidrofébicos del CDR3 y FR2 que se mantienen mutuamente excluidos del solvente. F)
Representacidn de la superficie de CAgLv coloreada por hidrofobicidad donde se observan dos superficies relativamente planas
a ambos lados del CTD con presencia de residuos hidrofébicos. Los PDB ID del VHH8c y CABLV corresponden a 60C8 y 4PHO.
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 numeracién
de residuos obedece al sistema de numeracion IMGT y no a la posicién en la secuencia nucleotidica del VHH.
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9. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

La obtencién de las diferentes versiones de los antigenos virales fue crucial a lo largo de esta tesis (desde la
inmunizacion de llamas, hasta la caracterizacion de la interaccion de nanoanticuerpos con su blanco y los intentos
por obtener cristales de complejos para difraccion de rayos X). Por tal motivo en cada una de las purificaciones
realizadas, se ponderd el grado de pureza, homogeneidad y solubilidad de las proteinas, sobre la cantidad de
material obtenido (incluso cuando esta es limitante). Buena parte de este trabajo se enfocé en la interaccién entre
los VHH seleccionados y CAgv en condiciones controladas, de modo que contar con todos los componentes en las
mismas condiciones fue determinante. Los nanoanticuerpos seleccionados demostraron ser mucho mas estables
en PBS que en las condiciones de almacenamiento iniciales de CAgLy, motivo por el cual se utilizé este buffer como
condicién final para todas las proteinas producidas. Si bien los iones fosfato divalentes son promotores del
ensamblado de CAg.y, el mismo es inhibido cuando la proteina se mantiene a 4°C, permitiéndonos obtener CAgy y
sus dominios en forma monomérica soluble.

A modo de conclusion podemos decir que se optimizo la produccion en PBS, de todas las proteinas de BLV
utilizadas en los experimentos de caracterizacion biofisica y estructural, lograndose niveles de solubilidad, pureza
y homogeneidad acordes con los requerimientos de técnicas analiticas aplicadas, mostrando rendimientos
superiores a los 60 mg™ L de cultivo bacteriano.

Durante la maduracion de Gag, las estructuras tridimensionales de los dominios NTD y CTD de CAgy Se mantienen
practicamente inalteradas, siendo la formacidon del B-hairpin en el extremo N-terminal del NTD una de las
diferencias estructurales mas importantes entre ambos estados. Esto representa una caracteristica comun a nivel
de retrovirus tal como se ve en la Figura 12 [74, 178, 209] y fue demostrado para el NTD de CAg.y por nuestro grupo
[53], mediante la elucidacién de la estructura atdmica del NTDHg con B-hairpin simulando el estado maduro de
CAgLy (PDB:4PH2) y del dominio *NTD sin B-hairpin simulando el estado inmaduro (PDB: 4PH3), tal como se muestra
en la Figura 26.B.

Teniendo en cuenta este aspecto, la inmunizacidn de la llama se realizé con la construccidon *CAg.y (carente de B-
hairpin) con el objetivo de no dirigir la respuesta inmune contra esta estructura, generando anticuerpos con
capacidad de reconocer CAgy independientemente del estado de maduracion 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 CAgy que podria generar anticuerpos especificos, sin embargo la seleccion
posterior de VHHs con capacidad de reconocer la proteina nativa nos permitié asegurar que el reconocimiento
antigénico de los clones seleccionados, no esta supeditado a estos pocos residuos.

Los datos estructurales obtenidos con HIV han demostrado que independientemente del estado de maduracion de
Gag, el CTD de CA mantiene su estructura tridimensional incambiada participando de hexameros, ya sea
estabilizados por el manojo de 6 hélices (6HB) de la regién N-terminal del péptido SP1 (en la Gag inmadura) o
mediante contactos hexaméricos entre NTDs (en la CA madura). Ademas, durante la maduracion ambos dominios
rotan sobre si mismos de manera que los residuos orientados hacia el interior del hexdgono quedan hacia afuera
[170, 171], lo cual requiere que la region bisagra de CA sufra re-arreglos conformacionales. Atendiendo a los
resultados de mapeo antigénico obtenidos con CAgyv en este trabajo, donde todos los nanoanticuerpos con
capacidad de unirse a CAnreconocen al menos uno de los dominios de CAgLy, podemos decir que la interaccidén con
el antigeno tampoco depende de la regidn central del linker flexible (ausente en las construcciones de NTD y CTD).
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Esto demuestra que cualquiera de los nanoanticuerpos seleccionados y caracterizados en este trabajo son capaces
de reconocer CAgyv 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 particula inmadura.

En definitiva, podemos concluir que la inmunizacion con la proteina CAg.v carente de 8-hairpin dio lugar una
respuesta humoral mantenida en el tiempo, con titulos de anticuerpos en el orden de 1:9000, permitiéndonos
generar una libreria preinmune de VHHs ligados a fagos (con un tamafio de 10*? cfu/mL).

Por su parte, los nanoanticuerpos especificos contra CAg,y reconocen en su mayoria 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 proteina CAgiv madura en la particula viral.

En este trabajo, seleccionamos los VHHs mediante unién a CAgy aplicando lavados con detergente a baja
concentracion. La estabilidad estructural de la proteina blanco resulta crucial en la etapa de inmunizacion afectando
el perfil de la respuesta inmune (algo muy tenido en cuenta durante el desarrollo de vacunas [449]), pero también
durante la seleccidn de los VHH especificos. Tal como se discute en la seccién Resultados y Discusion, la estabilidad
del antigeno 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 seleccidn de clones especificos contra regiones menos
sensibles desde el punto de vista estructural se vera favorecida. En tal sentido, aquellas partes de la proteina blanco
gue presenten mayor inestabilidad estructural en las condiciones de panning, daran lugar a una poblacion reducida
de nanoanticuerpos dado que su reactividad con la proteina nativa se verd relegada. La aplicacidn de técnicas para
estudiar la estabilidad conformacional del antigeno en las condiciones de panning [450] podria ser de gran utilidad
a la hora de seleccionar clones con determinadas caracteristicas.

Los VHH obtenidos a partir de librerias especificas contra CAgy se clonaron en un vector de expresion (pINQ-BtH6)
con un péptido sefial en el extremo N-terminal para direccionar su expresion al espacio peripldsmico (menos
reductor que el citosol), asegurando asi la formacion del puente disulfuro candnico que estabiliza su estructura
terciaria (y por ende su funcionalidad). Ademas, dicho vector nos permitié purificar a baja escala 95 clones
expresados en el espacio periplasmico y biotinilados in vivo, para aplicar diferentes criterios de seleccién. La gran
pérdida de diversidad que esto representd nos permitié comenzar a analizar la libreria anti CAgv y entender las
caracteristicas de algunos clones. En la medida que seamos capaces de traducir dicho analisis (afinidad, mapeo
antigénico, identificacion de residuos clave, similitudes a nivel de secuencia, etc.) a propiedades funcionales,
podremos volver sobre la libreria para direccionar nuestra busqueda a nanoanticuerpos con determinadas
caracteristicas.

Esto nos permite concluir que la libreria completa de VHHs anti CAg.v fue clonada en un vector de expresion para
producir nanoanticuerpos biotinilados in vivo (en ausencia de fagos) y aplicar diferentes criterios de seleccion
escogiendo dos VHH: el VHH8c capaces de reconocer en forma especifica el dominio CTD y el VHH19a con
especificidad por el NTD.

La produccién de estos VHHs a mayor escala nos permitié evaluar las caracteristicas de la interaccidon con sus
respectivos antigenos demostrando que no existe reaccién cruzada, que son capaces de reconocer epitopos lineales
expuestos a la superficie de CAgy y que la afinidad de la interaccidn es relativamente débil en comparacion con las
alcanzadas con nanoanticuerpos en general. Estos resultados y la necesidad de caracterizar los VHH y su interaccion
con CAgy mediante técnicas biofisicas y estructurales, nos obligd a poner a punto un protocolo de produccion 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 antigeno). Incluso
se eliminaron las partes mdviles y/o poco estructuradas con el propdsito de aumentar su estabilidad y
homogeneidad estructural.
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En tal sentido, pusimos a punto un protocolo de expresion y purificacion de VHH a partir de periplasma de E. coli,
con rendimientos de 15-30 mg L 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 seleccidon de clones de alta
afinidad, el VHH8c se une al dominio CTD con un valor de Kq cercano a 10 uM, lo cual representa una afinidad
relativamente baja en comparacién con los reportes de afinidad de nanoanticuerpos. En cuanto al perfil
termodinamico de la interaccion, la misma estd gobernada por el componente entrdpico, una caracteristica poco
comun en nanoanticuerpos que se explica por una interaccidon probablemente a través de residuos hidrofdbicos.
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 disociacidn apenas mds lenta que con el VHH8c. Igualmente dicha disociaciéon ocurre de modo
relativamente rapido, acorde con una constante cinética de disociacién (ko) alta y por ende una afinidad baja. Por
su parte los resultados obtenidos por western blot muestran también una sefial mayor con el VHH19a apoyando la
idea de una afinidad superior, no obstante, ninguno de estos resultados es concluyentes.

A modo de conclusion podemos decir que el VHHSc interacttia con el dominio CTD probablemente a través de
interacciones hidrofobicas con una afinidad de 10 uM, mientras que la interaccion del VHH19a con el NTD
(probablemente algo mayor) no pudo ser caracterizada con precision, requiriendo nuevas aproximaciones
experimentales.

La baja afinidad de los VHHSs seleccionados, no solo dificultd su caracterizacién (requiriendo cantidades mayores de
proteina y concentraciones elevadas) asi como la formacion de complejos estables capaces de ser cristalizados, sino
gue ademads representa una reduccion el abanico de potenciales aplicaciones en diagndstico, investigacion basica
o terapéutica.

El diagndstico de BLV se lleva a cabo mediante técnicas serolégicas (ELISA y AGID) y en tal sentido nuestro grupo
recientemente ha desarrollado una prueba ELISA para detectar anticuerpos contra CA y Enven muestras de sangre
y leche de origen bovino [28]. En el caso de HIV el diagndstico también se realiza por técnicas seroldgicas, sin
embargo la aplicacion de técnicas alternativas basadas en la deteccién de CA.y tiene cabida en ciertas condiciones
[221, 222]. Diferentes test con ultra-sensibilidad han sido propuestos teniendo en cuenta que la abundancia de esta
proteina 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 deteccidn de proteinas y particulas virales en el hospedero es muy baja como consecuencia de los mecanismos
de propagacién basados en la integracion del ADN proviral en linfocitos B con prolongados periodos de latencia [2,
3].

En investigacion basica, la obtencién de VHHs capaces de unir CAgy a través de ambos dominios en forma
diferencial representa una gran oportunidad, que se veria potenciada por la obtencién de clones de mayor
afinidad ya sea mediante seleccidon de nuevos clones, realizacidon de nuevas rondas de panning o introduccién 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 direccidn, la libreria preinmune fue sometida a un nuevo evento de seleccién
por panning en presencia de CAgy soluble como competidor, con el objetivo de seleccionar clones con mayor
afinidad (de acuerdo a [375]). Esta seleccidn fue realizada con la colaboracién de Martin Rossotti, obteniéndose
tres clones capaces de reconocer los dominios NTD y CTD en forma diferencial y con afinidades aparentemente
mayores, cuyas secuencias aminoacidicas presentan bastante homologia con los clones secuenciados en este
trabajo. La caracterizacion de estos VHHSs, su interaccion con CAgLy y la comparacién con los clones VHHS8c y
VHH19a no forman parte de este trabajo, integrando las perspectivas a futuro.
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La obtencidn de clones de mayor afinidad podria ser de gran ayuda por ejemplo en la comprensidn del proceso de
desensamblado e importacion del ARN de BLV al nucleo de la célula infectada. Como ocurre con HIV, es altamente
probable que cuando la capside de BLV es internalizada en la célula hospedera se den interacciones con diversos
componentes celulares (factores de restriccién, cofactores del desensamblado, nucleoporinas, etc.) cuya identidad
permanece ignorada y viene siendo estudiada en nuestro laboratorio mediante acercamientos protedmicos. La
inmovilizacién orientada de VHHs biotinilados in vivo con alta afinidad por dominios de CAgLy, podria ser de utilidad
en la captura de ensambles de esta proteina unidos a interactores citoplasmaticos, para su posterior identificacion.
Incluso disponer de VHHs contra ambos dominios podria dar lugar a elegantes estrategias de elucion por
competicion, sin necesidad de aplicar condiciones severas.

La obtencidn de datos estructurales a partir de complejos entre CAgy y posibles interactores identificados, podria
verse igualmente favorecida por el uso de VHHs de alta afinidad dado que su uso como chaperonas en
cristalogénesis para difraccién de rayos X ha sido bien documentado [454-456] e incluso extendido a otras técnicas
estructurales como NMR [457] y criomicroscopia electrénica [458].

Dado el caracter modular de los VHH, su uso podria extenderse incluso a la identificacion de interactores de CAgy
a nivel celular mediante técnicas de co-localizacidn de fluoréforos [459-461] y microscopia de fluorescencia [462-
466] o bien para definir la localizaciéon espacio-temporal de CAgv a nivel celular [466-468]. La microscopia de
fluorescencia super-resolutiva ha tenido un gran impacto en el estudio de HIV [469] y el marcado directo
nanoanticuerpos evitando la disminucién de la resolucidon generada con otro tipo de sondas de mayor tamafio [470]
podria ser de utilidad para el estudio de BLV.

Dado que, durante buena parte del periodo infectivo BLV permanece latente y la mayoria de las células infectadas
no producen viriones, la deteccién de CAgv en poblaciones celulares especificas puede ser de gran utilidad a la hora
de entender los estimulos y mecanismos que disparan la produccidon de particulas infectivas. Una estrategia
utilizada en HIV se basa en el uso de nanoanticuerpos para detectar y eventualmente manipular poblaciones de
células productoras de CAuwv [471]. La misma consiste en introducir mutaciones desestabilizantes en las regiones FR
de los VHHs especificos fusionados a proteinas fluorescentes, de modo que la unién al antigeno estabilice dichos
clones rescatandolos de la via proteasémica y permitiendo seleccionar las células por citometria de flujo.

Como se vio en la introduccién, el ensamblado de la cdpside de HIV inicia durante la maduracién con la liberacion
del dominio CTD de Gag, el cual se encuentra formando hexdmeros estabilizados por unién a IP6 y por el péptido
SP1 helicoidal que forma un manojo de seis a-hélices (6HB) [170, 171]. No obstante, en BLV no se conoce
exactamente el mecanismo de maduracidn y ensamblado de la cdpside, 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 relacién con ensamblado de
Gag que en HIV [176]. En BLV el dominio MA de Gag sufre protedlisis diferencial en su extremo C-terminal dando
lugar a un pequefio péptido p4 [220] y es el Unico retrovirus donde la dimerizacion del ARN viral depende del
dominio MA. Por tales motivos disponer de VHHs bien caracterizados con capacidad de unirse a ambos dominios
en forma especifica, resulta de interés para entender los mecanismos de ensamblado y maduracién de Gag de BLV.

En esta tesis nos propusimos generar interactores de CAgy que pudieran alterar el habito de autoensamblado de
la capside con el propdsito de bloquear el ciclo replicativo en una o varias de las diversas etapas en que este proceso
tiene implicancias. Ante la ausencia de inhibidores especificos del ensamblado de la capside de BLV, los
experimentos de inhibicién se llevaron a cabo en forma exploratoria y no con fines estrictamente comparativos
frente a otros inhibidores del ensamblado de la capside de retrovirus.

Los resultados muestran una disminucién de la velocidad de polimerizacién y la cantidad de proteina
autoensamblada a medida que se aumenta la concentracion de VHHs, alcanzando una inhibicién absoluta con
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relaciones molares de CA:VHH8c y CA:VHH19a de 5y 7.5, respectivamente. A modo de referencia, Rincén et al.[472]
determinaron la velocidad relativa de autoensamblado in vitro de CAny en presencia del péptido inhibidor CAl
(capaz de unirse al CTD con una afinidad similar al VHH8c [244]) usando una relacidon molar CA:CAl
subestequiométrica de 5. Los autores detectaron una reduccién de aproximadamente el 70% (utilizando
concentraciones bajas de CAyy) mientras que en presencia de agentes de “crowding” dicho efecto fue incluso
menor. Nuestros resultados se presentan extremadamente alentadores en este sentido, aunque bien podriamos
pensar que el gran tamafio de los nanoanticuerpos (en relacién con el dodecapéptido CAl) podria favorecer dicho
efecto por inhibicién 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 CAny en forma reversible),
encontrando que se comporta como un peor inhibidor respecto a CAl con una reduccién de la velocidad de
autoensamblado de CAyy 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 CAgy,
posiciondandolos como herramientas valiosas para el estudio del autoensamblado de CAgy en la particula maduray
como potenciales inhibidores terapéuticos del ciclo replicativo del virus.

Como dijimos, las caracteristicas de union con los dominios NTD y CTD en forma independiente (y en el caso del
NTD en forma independiente de la presencia del B-hairpin), posiciona a los VHH8c y VHH19s como posibles
interactores con dichos dominios a nivel de Gag en la particula inmadura. En tal sentido la inhibicion del
autoensamblado de Gag puede ser (en caso de demostrarse) una herramienta igualmente valiosa en el estudio de
los procesos de ensamblado, brotamiento y maduracidn de viriones de deltaretrovirus, pero también como posible
agente antiretroviral inhibiendo uno de los procesos clave del ciclo replicativo.

La interaccién entre moléculas de CA es a nivel de la Gag inmadura el principal motor de la oligomerizacién de este
precursor durante el ensamblado de la particula retroviral inmadura, por lo que su inhibicién representa una
estrategia interesante para bloquear la produccion de viriones, como lo representan los numerosos intentos por
inhibir el autoensamblado de CAny utilizando pequefias moléculas (Figura 13). En el caso de los VHH producidos en
este trabajo, su tamafio y solubilidad representan un problema a la hora de atravesar la membrana celular de la
particula infectada. En este sentido vale la pena destacar el uso de secuencias peptidicas con capacidad de penetrar
células (CPP por cell penetrating peptides) para dirigir proteinas [473, 474] y anticuerpos [475] al interior de la
célula. El uso de CPPs representa una estrategia muy versatil para atacar blancos intracelulares para los que no
existen pequefias moléculas [476, 477] a tal punto que con el nombre de “TransMabs” este tipo de anticuerpos
modificados ha sido considerado la nueva generacidon 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]. Ademds, 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 introduccidn de este tipo de péptidos en la célula infectada. El desarrollo de lineas reporteras de
infeccidn 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 identificacidon de “compuestos lideres” basados en estos VHHs [480].

Cuando comparamos ambos clones entre si, encontramos que el VHH19a presenta una actividad inhibitoria incluso
mayor a la del VHHS8c. Estas observaciones deben ser evaluadas y confirmadas en forma inequivoca, mediante la
realizacion de experimentos de autoensamblado por duplicado en diversas condiciones, para lo cual seria
extremadamente util optimizar el disefio experimental con el objetivo de reducir los requerimientos de proteina
(condiciones que potencien el ensamblado, placas de 384 pocillos, aumento de la sensibilidad, etc.). Ademas, la
determinacién de la Kq del VHH19a en forma precisa podria ayudar a entender la relacién entre la afinidad de los
VHHs y la capacidad de inhibicion del autoensamblado de la capside.
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El autoensamblado de cdpsides virales es un proceso autorregulado donde la baja afinidad entre subunidades
asegura la formacién de intermediarios viables en baja proporcidn permitiendo la formacién 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 desplazaria el equilibrio hacia la formacién de
intermediarios en lo que se conoce como “trampa cinética”, reduciendo asi la concentracidn de subunidades libres
y favoreciendo la creacién de estructuras supramoleculares incompletas, amorfas o no funcionales [481]. Los altos
niveles de inhibiciéon 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 colocaria en un escenario donde los inhibidores queden
secuestrados en una suerte de “trampa cinética” dando lugar a niveles de inhibicion mas bajos. En tal sentido el
analisis de inhibicién de VHHs capaces de reconocer los mismos epitopos con mayor afinidad puede ayudar a
responder esta pregunta.

La identificaciéon de los contactos moleculares entre ambos VHHs y CAgLy, representa una estrategia interesante
para mejorar la afinidad conservando el epitopo y asi evaluar el efecto de la afinidad sobre el autoensamblado,
pero también para comprender el mecanismo de inhibicion. Esto permitiria entender mejor las bases biofisicas del
proceso de autoensamblado de las cdpsides virales y podria ser de gran utilidad durante el proceso de seleccién de
nuevos y mejores inhibidores.

Los mecanismos de inhibicidn del ensamblado de cdpside en HIV son multiples. Por ejemplo mediante interaccién
directa con las superficies de contacto en la lattice hexagonal a nivel de NTD (CAP-1y CAP-2 con afinidades de 800
UM y 50 uM, respectivamente [230]) o CTD (CAC-1 con afinidades de 50 uM[241]); deformacion de dominios
alterando estas interfaces (BM4 [231]); interaccion con bolsillos hidrofébicos emulando interactores celulares como
Nup153 o CPSF6 (PF74 [234, 235] y BI-2[236]) estabilizando la estructura y compitiendo con los procesos asociados.

La interaccidn de factores de restriccion celular como TRIM5a con CAxy ha demostrado inducir una rigidificacidn
global la capside que se transmite alostéricamente afectando los contactos intermoleculares de toda la estructura
sin ser necesaria la interaccidn especifica con las interfaces individuales [482].

Podemos concluir que los VHH8c y VHH19a a concentraciones subestequiométricas 20 veces por debajo de la
concentracion de CAg.y, 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 CAg,v, la inhibicion es completa. Los
experimentos de inhibicion fueron realizados con concentraciones de CAg.y de 1 mM, representando un ambiente
con crowding molecular similar al que podriamos encontrar en la particula viral.

Lamentablemente la obtencion de datos estructurales a partir de complejos de VHH y CAgy no fue posible a pesar
de los esfuerzos realizados para obtener proteinas solubles homogéneas y sin partes moviles o poco estructuradas.
La baja afinidad del VHH8c podria 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
obtencién de cristales a partir de mezclas equimolares de NTD y VHH, nos alientan a continuar por esta via
intentando dilucidar la estructura tridimensional de complejos e identificar los contactos moleculares de los
estabilizan.

Nuestro grupo encontré que la plasticidad conformacional de los contactos intermoleculares de CAgLy en la lattice
hexagonal tienen relevancia en el ensamblado de la misma [53], y si bien necesitamos entender mejor los
mecanismos de inhibicién de los nanoanticuerpos seleccionados, los mismos podrian generar efectos que se
transmiten alostéricamente al resto de la estructura bloqueando el ensamblado.

La obtencién de la estructura tridimensional del VHHS8c por difraccion de rayos X, permitié evidenciar una proteina
polary un paratope con topologia planar, presentando algunos residuos hidrofdbicos expuestos fundamentalmente
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en el CDR1. Esto, junto con los resultados de caracterizaciéon termodinamica por ITC y la conservacion de estos
residuos hidrofébicos a nivel de secuencia en el CDR1 permite hipotetizar que la interaccion con este dominio se
de a través de las caras planas del CTD donde se presentan parches hidrofébicos con implicancias en el ensamblado
de la red de hexdmeros. Dado que una de las caras se ubica hacia la parte externa del hexdgono interactuando con
su homoéloga en el hexdmero adyacente y la otra contacta directamente con el NTD del protdmero adyacente en el
mismo hexdmero, identificar cudl de estas es el blanco del VHH8c tiene profundas implicancias en el mecanismo de
inhibicién.

La estructura helicoidal del CDR1, la exposicion de residuos hidrofébicos en el paratope, la presunta interaccién con
superficies relativamente plana a través de contactos hidrofébicos, la afinidad en el entorno de 10 uM vy la
capacidad de inhibir el autoensamblado de CA son caracteristicas 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 VHH8¢/CTD, los contactos establecidos entre CAl o
CAC-1vy el CTDny, se presentan como un buen punto de partida para la realizacién de predicciones de la orientacion
de ambas moléculas por modelado molecular (“molecular docking”). En este mismo sentido, el loop helicoidal del
CDR1 podria ser per se un inhibidor del ensamblado de CAgyy.

A modo de conclusion, la obtencion de la estructura tridimensional del VHH8c a alta resolucion en conjuncién con
los datos termodindmicos obtenidos por ITC y el mapeo epitdpico realizado, permitieron identificar dos posibles
sitios de contacto a nivel del CTD.

La naturaleza de los contactos moleculares entre los VHH y CAgyv tienen estrecha relaciéon con los mecanismos de
formacidn de la lattice y los mecanismos de inhibicidn de la formacidn de esta. La obtencion de VHHs diferentes
con capacidad de inhibir el ensamblado de la lattice hexagonal por mecanismos diferentes se presenta ademas con
una herramienta util para esclarecer los mecanismos del autoensamblado, identificar intermediarios del proceso y
diseiar inhibidores especificos dirigidos a bloquear la formacion de estos o los arreglos supramoleculares a partir
de estos.

A modo de conclusion general, este trabajo describe la generacion y caracterizacion de dos nanoanticuerpos con
capacidad de reconocer en forma especifica y diferencial los dominios NTD y CTD de CAgv con dfinidades
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 particula viral.

Los resultados obtenidos apoyan ademads la idea de que dichas interacciones podrian darse también a nivel del
precursor Gag, y tener implicancias similares en el ensamblado del virion. Estas moléculas representan el primer
ejemplo conocido (hasta donde alcanza nuestro conocimiento) de moléculas generadas para inhibir el
autoensamblado de la cdpside del BLV.

La estructura tridimensional de uno de estos nanoanticuerpos fue resuelta a 2.1 A y depositada en la PDB (60C8)
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 capside de BLV, formular una hipétesis respecto
a los posibles sitios de interaccion y los posibles mecanismos de inhibicion del autoensamblado de CAg,v.



DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES 130




PERSPECTIVAS 131

10. PERSPECTIVAS

Los nanoanticuerpos generados en este trabajo y los datos obtenidos a partir del analisis de estos en solucion y de
la interaccidn con la proteina CAgy, representan una herramienta Util para disefiar posibles aplicaciones en el
campo de la investigacion basica del BLV y para definir estrategias de inhibicidn del autoensamblado de las capsides
de retrovirus. Por otro lado, diversas preguntas e hipdtesis relacionadas al mecanismo de autoensamblado y su
inhibicién 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 realizacién debera ser llevada a cabo en un futuro mas 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 interaccidon del VHH19a con el dominio NTD, no pudo ser
medida con precisidén 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
inmovilizacién. La implementacion de variantes experimentales como ensayos de SPR por competicidn inyectando
CAgy 0 NTD en presencia de cantidades crecientes de VHH19a sin biotinilar (cuya construccidon también fue
generada en esta tesis) podria ser de utilidad para medir la afinidad en condiciones de equilibrio. Otras técnicas
para medir constantes cinéticas de afinidad como interferometria de biocapa (Bl por “biolayer interferometry”) o
afinidad en equilibrio por ultracentrifugacién analitica (AUC por “analytical ultracentrifugation”), termoforesis a
microescala (MST por “microscale thermophoresis”), entre otras podrian ser de utilidad. La generacidon de mutantes
disefiados a partir de las estructuras de CAgy formando arreglos hexaméricos y la purificacién de hexameros
estabilizados por puentes disulfuro permitiria evaluar la interaccién con el VH19a y comenzar a entender el
mecanismo de inhibicion del autoensamblado y llevar a cabo estudios estructurales. Incluso si dicho
nanoanticuerpo es capaz de interactuar con los hexadmeros, se podrian llevar a cabo experimentos por ITC.

Dado que las afinidades de los nanoanticuerpos obtenidos son relativamente bajas, resulta interesante analizar la
estabilidad conformacional de CAg,v 0 sus dominios en diferentes condiciones usadas durante las rondas de panning
por phage display. En tal sentido, técnicas como por dicroismo circular (CD) para detectar cambios en la estructura
secundaria o técnicas como microcalorimetria diferencial de barrido de temperatura (DSC) o nano fluorimetria
diferencial de barrido de temperatura (nanoDSF por “differential scanning nano fluorimetry”) para andlisis de
termostabilidad de moléculas en diferentes condiciones pueden ser de muchisima utilidad. En caso de que la
estabilidad conformacional se vea comprometida en las condiciones de panning utilizadas en este trabajo, seria
ventajoso hacer un nuevo panning por phage display a partir de la libreria preinmune generada en esta tesis,
utilizando competidores como por ejemplo CAgy en solucion o los propios VHH8c y VHH19a purificados, dando
ventaja a aquellos clones de mayor afinidad.

Ademas, se continuard con la caracterizacién de los nanoanticuerpos obtenidos por phage display con CAgy como
competidor (realizado en paralelo por Martin Rossotti), los cuales evidenciaron resultados preliminares que
sugieren una afinidad mayor por CAg.y.

Los datos estructurales del VHH8c obtenidos en este trabajo representan un primer paso hacia la identificacion de
los contactos moleculares que gobiernan la interaccion. La implementacion de técnicas computacionales como
modelado por “docking” de las superficies de contacto, simulaciones por dindmica molecular y modelado molecular
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utilizando datos de secuencia aminoacidica e identificacidon de residuos conservados, podrian ser de utilidad en la
identificacion de residuos clave para realizar experimentos de mutagénesis (donde la informacién estructural de
péptidos formando complejos con CAuyv puede ser un buen punto de inicio). Otras alternativas como evolucidn
dirigida, mediante introducciéon de variabilidad en regiones clave seguido de andlisis funcional, o experimentos de
cross-linking e identificacion de residuos clave por espectrometria de masas también deberan ser puestas al servicio
de la modificacidon de manera racional para aumentar la afinidad.

La introduccidon de mutaciones en las regiones de CAgyv que segln nuestra hipdtesis son importantes en la
interaccion con los VHH, también representa una estrategia Util para identificar es sitio antigénico y en el caso de
generacion de clones con diferentes afinidades, para identificar aquellos que se unen a través del mismo epitopo.

La obtencidn de nanoanticuerpos con capacidad de reconocer el mismo epitopo con afinidades diferentes puede
resultar una estrategia muy efectiva para entender la relaciéon entre afinidad e inhibicién del ensamblado,
permitiendo reunir informacién para dirigir las caracteristicas de los futuros inhibidores.

Otro elemento que resulta crucial para analizar la potencialidad de estos nanoanticuerpos es entender si el efecto
de inhibicién del autoensamblado de CAg.y in vitro se traduce en un efecto similar en un contexto celular o de la
particula. Para ello puede ser muy util expresar los VHH generados aqui, en células productoras de VLPs
(desarrolladas recientemente en nuestro laboratorio) donde no existe la enzima PR y por tanto la maduracién no
tiene lugar, evaluando su efecto a nivel de Gag. Esto permitiria identificar la capacidad inhibitoria de los VHH a dos
niveles: en la célula impidiendo la formacidon de la particula inmadura y en la propia particula evitando la
maduracién de la particula a través de la formacion de la capside viral. También puede ser util llevar a cabo la
expresidn de los VHH en células productoras de particulas, o insertar CPPs a los VHHSs para internalizarlos en células
productoras de particulas y midiendo después la formacion de estas.

La produccion de VHHs en lineas reporteras de infeccidn por BLV, por ejemplo, permitiria determinar si los VHH
producidos en este trabajo son ademas capaces de desensamblar la capside cuando es internalizada conduciendo
la infeccion a un callejon sin salida.

Del mismo modo que con los VHHs, la identificacion de inhibidores a partir de librerias de compuestos de bajo peso
molecular es otra alternativa interesante. Para ello, disefiar un método para cuantificar la capacidad inhibitoria del
autoensamblado utilizando cantidades mas bajas de proteina 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 deteccidn como fluorescencia intrinseca o nano fluorimetria de barrido de
temperatura (nanoDSF).

En el caso de obtener clones de mayor afinidad, evaluar diferentes alternativas en investigacién basica (ver la
discusién general) podria ayudar a responder otras cuestiones relacionadas con la biologia del BLV. En particular el
uso de VHH de alta afinidad capaces de unirse a CAgyv podrian ser modificados mediante introducciéon de
mutaciones desestabilizantes en las regiones FR. Dichos VHH se producirian acoplados a fluoréforos de modo que
la interaccidon con el antigeno devuelva la estabilidad rescatdandolos de la via proteasdémica y emitiendo una sefial
de fluorescencia que permita clasificar y separar las células. Este disefio experimental permitiria identificar aquellas
células infectadas por BLV que abandonan el estado de infeccidn latente, asi como estudiar los estimulos externos
que generan este cambio.
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11. ANEXO

11.1. ALINEAMIENTO DE NANOANTICUERPOS (CLUSTAL

OMEGA)
17b QVQLOESGGGLVQSGGSLTLSCVVSGVDESDDPMAWYREAPGQQREFVAVISS-GGIPNY 59
23b QVOLQESGGGLVQSGGSLTLSCVVSGVDESDDPMAWYREAPGOQQOREFVAVISS-GGIPNY 59
31b QVOLQESGGGSVQAGGSLRLSCAGSGTMFGMLNIAYYRQAPGROQREFVAGLGR-GGYIRY 59
42c EVOLVESGGGMVQAGGSLRLSCVGSGSIFSRLNVGYYRQAPGKEREFVAGISR-GGHTEY 59
8c EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASASIFRALNVGYYROQTPGRQRELIAGISG-GGSTHY 59
5la QVQLVQOSGGGLVQPGGSLRLSCVAHGNILRANPLGWYRQAPGKQRELVITRTGSIGV-DI 59
19b QVOLVQOSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFGNSPMSWHRQAPGKGLEGVSDITS-SGIATY 59
41a EVOLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGGALSSYHMAWFRQAPGKEREFVARLTKRIGNTYY 60
SRKK s kKKK Kk kkkKk Kok A . I I P *
17b DSSVRGREFTISRDNDKKMVYLOMNSLKPEDTAVYYCNRGRLPG----FTPWGQGTQVTVS 115
23b DSSVRGRFTISRDNGKKTVYLOMNSLKPEDTAVYYCNRGRLPG—----FTPWGQGTQVTVS 115
31b ADPVKGRFTISADNANNRVDLOMNSLKPEDTAVYYCNAGPTLTSGVPGPHWGQOGTQVTVS 119
42c ADPVKGRFTISTDNAENRVDLOMMSLKPEDTAVYFCNAGPTLTSGVAGPFWGPGTQVTIVS 119
8c ADPVKGRFTISRDNAKNRVDLOMNNLKPEDTAVYYCNAGPTLTTGDAGPYWGQGTQVTVS 119
5la ADAVKGRFRIYRDNAKNTVDLOMNSLQTEDTAIYYCYYRDRD---VGIDYWGQGTQVTVS 116
19b ADSVKGRFTISRDNAKNTLYLOMSNLKPEDTARYYCARGGRN---IYMGPYGQGTQVTVS 116
41a IDSVKGRFTISKDNAKNTLYLOMNSLNPEDTALYFCAAGSYI---DEYEYWGQGTQVTVS 117

* e kk Kk Kk * ke . . Kk kk ke khkkk koK ek KAk Kk kK kK

17b S 116
23b S 116
31b S 120
42c S 120
8c S 120
5la S 117
19b S 117
4la S 118
*
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