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Construyen una blblloteca de

nanoanticuerpos de llamas
contra la COVID-19

Se trata del primer reservorio elaborado en la Argentina y que contiene informacion sobre los
anticuerpos que producen estos camélidos frente al SARS-CoV-2. Con la informacién obtenida
de la biblioteca se podran obtener nanoanticuerpos con la capacidad de inhibir la infeccion viral
provocada por el coronavirus-2. Fue lograda gracias al trabajo de investigadores del INTA'y
del Instituto Milstein junto con consorcios nacionales e internacionales.
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Identificado como una de las maquina-
rias biolégicas mas refinadas que exis-
ten, el sistema inmunolégico del ser hu-
mano es la principal barrera de defensa
frente al ataque de un microorganismo
—bacteria, parasito o virus—. Sin embar-
go, este sofisticado escudo natural no
siempre responde a tiempo. De hecho,
frente al SARS-CoV-2 esta en desventa-
ja debido a que mientras el virus puede
hacer hasta 100.000 copias de si mismo
en 24 horas, el sistema inmune tarda en-
tre 15y 21 dias en proteger al cuerpo de
la enfermedad.

Para ayudarlo, un equipo de investiga-
dores —integrado por especialistas del
INTAy del Instituto de Ciencia y Tecnolo-

gia “Dr. César Milstein”, en colaboracion
con el Instituto Nacional para la Salud
(NIH), de los Estados Unidos y el Conse-
jo Nacional de Investigacion de Canada
(NRCC)- construyo la primera biblioteca
de nanoanticuerpos de llamas o VHH, un
reservorio genético que permitira selec-
cionar los anticuerpos que generan es-
tos camélidos cuando son expuestos al
SARS-CoV-2 y que poseen la capacidad
de neutralizar la infeccion viral.

“Gracias a un gran equipo, integrado
por Itati Ibafez, Florencia Pavan e inves-
tigadores de INCUINTA, pudimos cons-
truir la biblioteca de los VHH en solo 10
dias”, afirmé euférica Viviana Parreio,
coordinadora cientifica de INCUINTA del

INTA, y agregé: “Para nosotros esto es
una hazafa, que nos llena de orgullo y
demuestra lo importante que es el traba-
jo interinstitucional”.

El tratamiento con nanoanticuerpos de
llamas es una de las alternativas mas
prometedoras para enfrentar la pande-
mia. Para producir los nanoanticuerpos,
los investigadores inmunizaron a Spike —
nombre de la llama- con la proteina que
forma la corona del SARS-CoV-2; luego
de cuatro dosis de vacunas, extrajeron
una muestra de sangre y, de alli, los linfo-
citos circulantes. A partir de esas células
se purificé el ARN —acido ribonucleico—
mensajero, que contiene informacién de
los anticuerpos que elabora el camélido.
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“Pudimos construir la
biblioteca de los VHH
en solo 10 dias”

(V. Parrefio).

“Toda esa informacion codificada sirve
para armar un gran archivo de genes que
se usara para seleccionar los nanoan-
ticuerpos que estan dirigidos contra el
antigeno de interés”, indico lItati Ibafiez
—viréloga molecular del Instituto Milstein-
CONICET vy especialista en la construc-
cion de este tipo de bibliotecas—.

Con la informacién codificada en los
genes VHH se pueden obtener anticuer-
pos monoclonales que serviran para
inhibir una infeccién viral o como reac-
tivos dentro de un método diagnostico
para detectar el virus. En general, estos
nanoanticuerpos se utilizan para el diag-
noéstico de una enfermedad, entre otras
aplicaciones.

“‘Buscamos los VHH que puedan
neutralizar la infeccion causada por el
SARS-CoV-2”, expresé Marina Bok —in-
vestigadora de INCUINTA y una de las
especialistas que trabaja en el armado
de la biblioteca— y agregé: “Esos nano-
bodies serviran como farmaco preventi-
vo o terapéutico. Nuestro objetivo es que

sirvan para una terapia de inmunidad
pasiva complementaria a la vacunacion”.

Una aguja en un pajar

Encontrar e identificar un gen en un
genoma es una tarea compleja y, mu-
chas veces, se asocia con un objetivo
muy dificil de cumplir. Sin embargo, las
librerias génicas estan disefiadas para
guardar y ordenar grandes volumenes
de informacién sobre el material gené-
tico de interés.

De acuerdo con Bok, los nanoanticuer-
pos son moléculas muy pequefias y para
poder producirlos es necesario obtener
todo el repertorio de genes que codifican
para los anticuerpos que la llama posee,
a ese repertorio se lo conoce como bi-
blioteca de genes. “De ese gran ‘archivo’
se seleccionan los nanobodies especifi-
cos que neutralizan al virus”, sefalo.

En este sentido, Ibafiez agregd que “la
biblioteca de genes debe representar lo
mejor posible el repertorio de anticuer-
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“Buscamos los VHH
que puedan neutralizar
la infeccidn causada
por el SARS-CoV-2"
(M. Bok).

pos que posee una llama, inmunizada
con el antigeno de interés, para mejorar
las chances de encontrar aquellos con
las propiedades deseadas”.

Por esto, es importante que la bibliote-
ca tenga un buen tamano y una alta va-
riabilidad. De este modo, “nos asegura-
mos que la informacién que contiene sea
de buena calidad”, afirmé Ibafez quien
advirtié que el procedimiento para la ge-
neracion de una biblioteca implica varios
pasos y puede llevar varias semanas (el
tiempo depende de los reactivos dispo-
nibles y de los problemas técnicos que
puedan surgir).

Cémo construir una libreria de genes

Para construir la biblioteca de nanoanticuerpos de llamas, el equipo
de investigadores utilizé bacterias (E. coli) que se infectan con un virus

(fago helper).

Durante este proceso, los fagos se enfrentan al antigeno (en este caso
proteinas del virus SARS-CoV-2) y se seleccionan los que lo recono-
cen. Luego, se infectan nuevas bacterias con los fagos que recono-

cieron las proteinas del virus. Este procedimiento se repite tres veces
seguidas para aumentar las chances de encontrar nanoanticuerpos
especificos.

Finalmente, se seleccionan las bacterias que contienen el gen del

nanoanticuerpo que neutraliza la proteina del SARS-CoV-2, se las mul-

tiplica en placas con medio de crecimiento y se seleccionan las colonias
de bacterias que poseen los distintos genes que codifican para distintos
nanoanticuerpos.
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“La biblioteca de genes
debe representar lo
mejor posible el
repertorio de anticuerpos
que posee una llama”

(I. Ibafez).

Cémo ayudaran los VHH al sistema inmunoldgico

Ahora mismo, cientificos de todo el mundo trabajan en el laboratorio
dia y noche en busca de estrategias que ayuden a luchar y combatir al
coronavirus-2.

En términos generales, los virus no son faciles de combatir. Esto se
debe, sobre todo, a su naturaleza: estan constituidos por genes que
contienen acidos nucleicos que forman moléculas largas de ADN o ARN,
rodeadas de proteinas. El SARS-CoV-2 esta integrado por una unica
molécula de ARN (acido ribonucleico), es de cadena simple y de polari-
dad positiva.

Basicamente, cada molécula de virus posee las instrucciones necesarias
para replicarse a si misma. De este modo, al infectar una célula, la usa
para multiplicarse y propagarse rapidamente. Durante este proceso, las
células se deterioran y eso provoca la enfermedad. A par, el sistema
inmunoldgico se activa y se pone en funcionamiento para identificar al
intruso y neutralizarlo.

Cada virus posee una “huella” caracteristica, llamada antigeno, que per-
mite distinguirlo de otros. Asi, le sirve al sistema inmunolégico que bus-
ca, mediante los anticuerpos, cualquier cosa que contenga ese antigeno
para destruir al virus o neutralizarlo. Todo este proceso se desarrolla

en dos semanas aproximadamente, mientras que el virus puede hacer
hasta 100.000 copias de si mismo en solo 24 horas.

Por esto, la implementacion de un tratamiento con nanoanticuerpos de
llamas (VHH) es una alternativa prometedora para enfrentar la pande-
mia. Si bien no evitan la enfermedad, pueden minimizar los efectos.

Por su pequefiez y capacidad de escabullirse, los VHH reconocen la
parte interna del virus y pueden neutralizarlo. De este modo, se detiene
la infeccion.

Sin embargo, mas alla de la inmuniza-
cion del animal, para obtener los frag-
mentos de VHH es necesario realizar un
biopaneo. Con esta técnica, “se pueden
identificar los nanoanticuerpos deseados
que serviran para desarrollar un trata-
miento preventivo”, sumo Ibafez.

La implementacion

de un tratamiento con
nanoanticuerpos de
llamas (VHH) es una
alternativa prometedora
para enfrentar

la pandemia.

Con la biblioteca armada y con varios
clones seleccionados capaces de reco-
nocer y unirse a la proteina Spike del co-

147

ronavirus-2, el equipo de investigadoras
avanza con el analisis de la secuencia
que esta realizando Andrea Puebla, del
servicio de secuenciacion del INTA, y pa-
ralelamente comienza la expresion y pu-
rificacion de los potenciales candidatos
para luego realizar las pruebas in vitro
que serviran para caracterizar funcional-
mente a los nanoanticuerpos.

Asimismo, Parrefio afirmé que “junto
con Elsa Baumeister —del Servicio de Vi-
rosis Respiratorias del Instituto Nacional
de Enfermedades Infecciosas (INEI) de
la ANLIS-Malbran— esperamos realizar
pronto los ensayos de neutralizacién in
vitro del virus”.

“Anhelamos contar con uno o varios
anticuerpos monoclonales, de facil pro-
duccién y purificacion, que serian una
herramienta clave para el tratamiento de
pacientes en estado avanzado y/o con
enfermedades de base”, insistio Parrefio.

La sinergia lograda entre las institu-
ciones y los investigadores hace que se
pueda tener una respuesta excepcional-
mente rapida frente a esta situacion de
emergencia. “Este no es el trabajo de un
solo investigador, sino que es el resulta-
do de la articulacion, el compromiso y la
labor en equipo de Itati Ibafez, Marina
Bok, Florencia Pavan, Juan Pablo Malito,
Gisela Marcoppido, Diego Franco y Laura
Lépez —apoyo fundamental en limpieza
y en esterilizado—; Andrés Wigdorovitz,
Celina Vega y Laura Crispino —apoyo en
compras y en logistica—", resalto.

Mas informacion: Viviana Parrefio
parreno.viviana@inta.gob.ar; Marina Bok
bok.marina@inta.gob.ar; ltati Ibafiez
loreitati@gmail.com
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