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RESUMEN

Objetivo. Producir anticuerpos recombinantes de cadena Unica de alpaca que se unan con alta afinidad y especificidad al
antigeno excretado-secretado (ES) de Fasciola hepatica para el desarrollo de tecnologias nuevas de diagndstico de
fascioliasis humana y animal. Materiales y métodos. Se ha construido una genoteca de cADNde los dominios variables de
anticuerpos de cadena Unica pesada, conocidos como VHH, a partir de células mononucleares de sangre periférica de una
alpaca inmunizada con el antigeno ES de F. hepatica. La genoteca fue tamizada con el antigeno ES por despliegue diferencial
de fagos (phage display), seleccionando diez VHH que se unen especificamente a ES. El VHH anti ES fue clonado en un
vector de expresion, la proteina recombinante (VHH-ES1) de 15,3 kDa fue producida por fermentacion en E. coli'y purificada
a homogeneidad por cromatografia de afinidad. La unién del VHH-ES1 al antigeno ES fue evaluada por ELISA usando VHH-
ES1 como anticuerpo de captura, antisuero policlonal anti-ES de conejo y conjugado anti IgG de conejo con peroxidasa de
rabano. Resultados. Se ha identificado y producido un VHH-ES1 recombinante que se une al antigeno ES (VHH-ES1) que
correspondia a un anticuerpo de la subclase IgG2 de bisagra larga. La unién del anticuerpo VHH-ES1 al antigeno muestra
linealidad respecto a la concentracion de ES en el rango de 50-5000 ng/mL y el valor limite de deteccion del antigeno esta en
el rango de 30-170 ng/mL de ES (R?=0,99). Conclusién. El VHH-ES1 se une con afinidad y especificidad al antigeno ES de
F. hepatica y es un anticuerpo promisorio a evaluar para el desarrollo de nuevas tecnologias de diagnéstico de fascioliasis.

Palabras clave: Anticuerpos de Dominio Unico; Fascioliasis; Anticuerpos; Camélidos del Nuevo Mundo; Pert (fuente
DeCS BIREME).

SINGLE-CHAIN ANTIBODIES FROM ALPACA FOR THE
DETECTION OF Fasciola hepatica ANTIGENS

ABSTRACT

Objectives. To produce recombinant single-chain antibodies from alpaca that will bind to the excreted-secreted (ES)
Fasciola hepatica antigen with high affinity and specificity, so as to develop new diagnostic technologies of human
and animal fascioliasis. Materials and Methods. A gene bank of DNA of the variable dominions of heavy single-chain
antibodies (VHH) has been created, based on mononuclear cells of peripheral blood of an alpaca immunized with the ES
antigen of F. hepatica. The gene bank was screened with the ES antigen by differential phage display, selecting ten VHH
that bind specifically to ES. The anti-ES VHH was cloned in an expression vector, the recombinant protein (VHH-ES1) of
15.3 kDa was produced by fermentation in E. coli and purified to homogeneity by affinity chromatography. The binding
of VHH-ES1 to the ES antigen was evaluated by ELISA using VHH-ES1 as capture antibody, policlonal anti-ES serum of
rabbit and conjugated rabbit anti IgG with radish peroxidase. Results. A VHH that binds to the ES antigen (VHH-ES1) has
been identified through differential phage display and produced by fermentation in E. coli; this corresponds to an antibody
of the long-hinge 1gG2 subclass. The binding of the VHH-ES1 antibody to the antigen shows linearity with respect to the
concentration of ES in the 50-5,000 ng/mL range and the limit of detection value of the antigen is in the 30-170 ng/mL
range of ES (R2=0.99). Conclusions. The VHH-ES1 binds with affinity and specificity to the ES antigen of F. hepatica
and is a promissory antibody to be assessed for the development of new fascioliasis diagnostic technologies.
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INTRODUCCION

A nivel mundial, se estima que existen entre 5-17 millones
de personas con fascioliasis; la infeccién es endémica en las
zonas rurales de paises como Peru, Bolivia, Ecuador, Iran,
Georgia, Vietnam, Egipto, entre otros ("; donde, debido a las
condiciones inadecuadas de provision de agua, salubridad,
educacion y pobreza, el parasito no es contenido en su
ciclo natural en animales herbivoros, logrando infectar a los
humanos @.

A pesar que la fascioliasis es un problema de salud
publica y de sanidad animal ©, las innovaciones de nuevos
agentes para el control y tratamiento de la infeccién son
limitadas, lo cual contribuye a que la fascioliasis sea
una enfermedad desatendida . El desarrollo de nuevas
tecnologias de diagnodstico de la fascioliasis humana y
animal requiere de la identificacion de nuevas moléculas
gue se unan a antigenos marcadores de la infeccién para
el desarrollo de tecnologias de diagndstico sencillas de
bajo costo y aplicables en las zonas rurales pobres que son
endémicas para la infeccion.

Hasta el momento las moléculas usadas para la deteccion
de antigenos de Fasciola hepatica en diferentes formatos
de diagndstico son los anticuerpos monoclonales de raton;
no obstante, los dominios variables de los anticuerpos de
cadena unica de la alpaca (VHH) tienen la capacidad de
unirse a los antigenos de los patégenos “9, y son un recurso
biotecnoldgico promisorio para la generacion de nuevas
moléculas para el diagnéstico de la fascioliasis ©; ya que
pueden ser clonados y expresados en E. coli conservando
la capacidad de unirse a los antigenos con alta afinidad,
especificidad, estabilidad y rendimiento ©, caracteristicas
ventajosas para el desarrollo de tecnologias de diagnostico
de bajo costo y realizables en el campo.

Este estudio tiene como objetivo identificar y producir VHHs
que se unan al antigeno de excretado-secretado (ES) de F.
hepatica con alta afinidad y especificidad para el desarrollo
de tecnologias nuevas de diagndstico de la fascioliasis
humana y animal.

MATERIALES Y METODOS

ES-ELISA DE ALPACAS

Se afadio 300 pl de ES, preparado ), en buffer carbonato-
bicarbonato pH 9,6 por pozo de microplacas (IMMULON 4 &%
Dynex Technologies, INC, USA) e incubd a 4 °C toda la noche.
Las placas fueron lavadas cinco veces por cinco minutos
con PBS-T (PBS 1X, 0,05% Tween 20), bloqueadas con 2%
BSA por una hora a 37° C y lavadas. Se afiadié 100 uL de
suero diluido en PBS-T, 2% BSA, y se incubo a 37 ‘C por una
hora. Luego de cinco lavados se afiadié 100 pL de proteina A
peroxidasa en PBS-T, 2% BSA, y se incubé una hora a 37 'C.
Se afiadio 100 L de tetrametilbenzidina (TMB. KPL, USA)y se
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Motivacién para realizar el estudio. La fascioliasis es una zoonosis
parasitaria de distribucién mundial. La infeccion humana es un
problema de salud publica porque es endémica en las zonas rurales
pobres con prevalencias altas en nifios. Se requiere de métodos de
diagnéstico sensibles y especificos de la infeccién en el campo.

Principales hallazgos. Se ha identificado un anticuerpo de cadena
Unica recombinante contra excretado-secretado denominado VHH-
ES1 que se une el antigeno excretado-secretado del agente infeccioso
causante de la fascioliasis y muestra caracteristicas que ameritan su
evaluacién y desarrollo como una prueba diagnéstica de la infecciéon
humana.

Implicancias. La fascioliasis humana es considerada como una
enfermedad desatendida, por lo que recibe muy poca atencion en el
desarrollo de mejoras en el diagndstico de esta infeccion. El anticuerpo
de alpaca VHH-ESI puede ser una herramienta que permita el
diagnéstico temprano de la fascioliasis en las zonas endémicas para
proveer el tratamiento e implementar medidas de control.

incubd por diez minutos a temperatura ambiente. La reaccion
fue detenida con 50 pL de 2M H,SO,. Se determind A, en un

lector de ELISA (Biotek, USA). El punto de corte de la prueba
esA,,=0,1657,

INMUNIZACION CON ES DE LA ALPACA

Una alpaca fue inmunizada con 400ug de ES con adyuvante
completo de Freund en la primera inmunizacion y refuerzos
con 500 pg y 700 ug de ES con adyuvante incompleto de
Freund (Sigma-Aldrich, USA).

PREPARACION DE ARN TOTAL DE CELULAS BLANCAS
DE ALPACA

Se colectaron muestras de sangre de la alpaca inmunizada
con ES en tubos Vacutainer con EDTA. Las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC, sigla del inglés
peripheral blood mononuclear cell) fueron separadas por
centrifugacion en Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, USA) y
lavadas con solucién Hanks (Sigma-Aldrich, USA). El conteo
celular se realizé en una camara Neubauer. Las células (3
x 10°) fueron suspendidas en 0,75 ml Trizol LS (Invitrogen)
y almacenadas a -80 ‘C. El ARN fue purificado con el kit
Qiamp RNA blood, cuantificado por A, en NanoDrop 100
(ThermoScientific), y visualizado en electroforesis en geles
1% agarosa, 0,5 X TBE con bromuro de etidio.

CONSTRUCCION DE LA BIBLIOTECA DE cADN

EI ADN fue sintetizado a partir del ARN extraido de PBMC
usando oligo(dT) como cebador de poly(A)+ARN. La biblio-
teca de cADN de VHH fue construida amplificando los VHH
a partir del cADN con el cebador comun ALVHHBgI (5-GAG-
CCTAGCCGGCKCAGKTGCAGCTCGTGGAGTCNGG-3'),
especifico para el FR1-bisagra corta; ALVHHR1Not
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(5-TTGCGGCCGCTGGGGTCTTCGCTGTGGTGCG-3) y
especifico para FR1-bisagra larga ALVHHR2Not (5-TTGC-
GGCCGCTTGTGGTTTTGGTGTCTTGGG-3') ®. 1,2 ug de
pHEN?2 fue digerido con 10 U de Notl (Fermentas) a 37 Cy
con 10 U de Sfil (Fermentas) a 50 °C. El vector pHEN2/Notl/
Sfil y los VHH amplificados fueron purificados en geles de
1,5% agarosa con el kit Qiaquick (Gel Extraction kit, Qia-
gen). Se digirié6 400 ng de los productos VHH amplificado
con 20 U de Notl y 20 U de Bgll (Fermentas) a 37°C O/N y
purificado en geles de 1,5% agarosa. La ligacion procedio
con 80 ng de inserto y 40 ng pHEN2/Notl/Sfil en 20 pl buffer
y 400 U de T4 ADN Ligasa a 16 'C durante 12 horas. Se
electroporo E. coli TG1 en cubetas de 0,1 cm, pulso de 1,8
kV, 25 pF, 200 Q, se suspendio en 250 ul 2xYT a 37 'C por
una hora y fueron plagueadas en 2xYTAG (ampicilina 100
pg/ml, 2% Glucosa) a 37 °C toda la noche.

PHAGE DISPLAY DE LA BIBLIOTECA DE ADN VHH
ANTIES

La biblioteca de cADN VHH anti-ES en pHEN2 (1x107ufc/ml)
© fue expandida fermentando 3x108 bacterias en 100 mL
de 2YTAG (100 pg/mL ampicilina, 1% glucosa) a 37 'C en
agitacion hasta alcanzar 1x10° bacterias. El cultivo fue
infectado con 100uL de fago helper M13KO7 (New England
Biolabs, 1x10'fagos/mL) incubada 30 minutos en reposo y
30 minutos con agitacion a 150 rpm a 37 °C; luego el cultivo
fue centrifugado a 4500 rpm por diez minutos. El precipitado
solubilizado en 100 mL de 2YTA, Kan (50ug/mL), 1 mM IPTG
y fermenté a 30 °C en agitacién 150 rpm por 16 horas. El
cultivo fue centrifugado a 8000 rpm a 4 °C, el sobrenadante
disuelto en 20 mL 20% PEG 2,5M NaCl y mantenido en
hielo por dos horas. Luego se centrifugd a 8000 rpm por
diez minutos a 4 'C y el precipitado disuelto en 40 mL H,0,
se afiadié 8 mL 20% PEG 2,5M NaCl y se centrifugé a 8000
rpm por diez minutos a 4 C. Los fagos fueron suspendidos
en 2 mL 1X PBS, centrifugados a 15 000 rpm por un minuto
a4°Cy el sobrenadante almacenado a 4 °C.

SELECCION DE FAGOS VHH ANTI ES

Se inoculd una colonia en 25 mL de 2YT y se incubd a 150
rom, 37 °C hasta A, 0,5. Se agrego6 40 ug de ES en
inmunotubo (Nunc Maxisorp, ThermoFisher Scientific,
USA) e incubo a 4°C por 16 horas. El inmunotubo se lavo
seis veces con PBS-T, tres veces con PBS y se bloqued
con 2% leche descremada por 30 minutos a temperatura
ambiente. La segunda ronda de seleccion se usé Odissey-
Licor (1/2 en PBS) y la tercera ronda se utiliz6 BSA 2%,
descartando la solucion bloqueadora. Se afiadié 1 mL
de fagos con agitacién durante una hora a temperatura
ambiente. La segunda seleccion se incubd 45 minutos y
la tercera por 30 minutos. Los fagos se eluyeron con 1 mL
de 100 mM trietanolamina por cinco minutos a temperatura

ambiente y se afiadié 0,5 mL 1M Tris-HCI pH 7,5. Se afiadié
10 mL de E. coli TG1 a 37 °C sin agitacién y 30 minutos
a 150 rpm. Se hicieron diluciones en 100 pL del cultivo,
desde 10" hasta 10° y se sembré en 2YTGA. El resto se
centrifugd, se disolvié en 2 mL de medio 2YT, se sembrd
en una placa 24x24 con 2YTGA e incubd a 37 °C toda la
noche. Las bacterias fueron cosechadas y colocadas en 5
mL 2YTA. Se colocd 30 uL en 100 mL de medio 2YTAG
para proseguir con el rescate y el resto se criopreservo en
DMSO al 8% a-80°C.

EXPRESION DE FAGOS VHH ANTI ES

Se picaron colonias al azar y se sembraron en placas de
96 pozos (Costar 3799) en 200 pL de 2YTAG, y se incubd
a 37 °C toda la noche en agitacion. Se tomé 3 pl de cada
cultivo para sembrar en 200 uL 2YTAG, placas de 96 pozos
de 2,2 mL (Abgene AB-0661). Las placas fueron incubadas
a 37 °C hasta alcanzar la fase logaritmica. Se realizo la
infeccion con 100 pl de fago helper M13KO7 (1x10"ufp/mL).
Las células centrifugadas a 4500 rpm por cinco minutos y
suspendidas en 500 yl de 2YTAK+IPTG 1mM por pozo.
Las placas fueron incubadas a 30 °C a 150 rpm toda la
noche, centrifugadas a 4500 rpm por cinco minutos a 4°C
y guardadas a 4°C.

TAMIZAJE DE FAGOS VHH POR ELISA

Se fijaron placas Maxisorp con 100 L ES (5 ug/mL) en PBS
a 4°C toda la noche. Las placas fueron lavadas cinco veces
con PBS-T y bloqueadas con 100 pL de 0,5% gelatina en
PBS-T (PBSTG) por una hora a 37 ‘C. Las placas fueron
lavadas y se colocd 20 pL de sobrenadante de cultivo en
80 uL PBSTG, las placas fueron incubadas 1,5 h a 37 °C.
Luego de cinco lavados con PBS-T, se adicioné 100 pL del
anti MSIgG-HRP (Abcam) 1/1000 en PBSTG e incubadas
a 37 °C por una hora. Luego de lavados se adicioné 100 pl
de anti M13 g8p 1/1000 en PBSTG e incubd a 37 °C por una
hora; se volvio a lavar y se afiadio 100 yL de TMB e incubd
por diez minutos a temperatura ambiente. La reaccion fue
detenida con 50 uL de 3N H_SO,. Se realizé la lectura a
A5 €N €l espectrofotdmetro (Biotek, USA). Los clones
reactivos a ES y poco reactivos al antigeno no relacionado
fueron amplificados por PCR con los cebadores M13-40 y
Myc-TAG y las secuencias fueron analizadas con Clustal W.

EXPRESION DE VHH ANTI ES RECOMBINANTE EN
PET22b+

1,2 ug del producto del VHH anti ES amplificada por PCR
con cebadores VHHNCcol-Notl de los fagémidos P3BC3 y
P3BC12 y 2 ug plasmido pET22b+ fueron digeridos con
Ncol y Notl (New England Biolabs) a 37 'C y purificado
(Wizard SV PCR purification kit). La ligaciéon procedio
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con 200 ng pET22b+, 100 ng de inserto y 400 U de T4
ADN ligasa (NEB) a 16 "C por 17 horas. La reaccion fue
precipitada con etanol y solubilizada en 5 uL de H,O. Se
electroporo E. coli BL21 a 1.8KV en cubeta de 0,1 cm. Las
transformantes seleccionadas en placas LB con ampicilina
(100 pg/mL) y las colonias positivas cultivadas en 3 mL LB
amp a 37 °C toda la noche. Luego centrifugadas a 5000 rpm
por diez minutos, el precipitado suspendido en 1 mL de LB
amp. 30 pL de cultivo se afiadié a 3 mL de LB amp por dos
horas a 37 °C e inducida con 1mM IPTG por dos horas a
37 °C. Las células fueron centrifugadas a 7650 g por 30
minutos a 4 ‘C. El sobrenadante fue analizado por SDS-
15% PAGE y los VHH anti ES recombinantes purificados
por cromatografia de afinidad Ni-Agarosa.

VHH ANTI-ES ELISA INDIRECTO

500 ng ES en PBS fue fijado en placas Maxisorp a 4°C
toda la noche, luego lavadas cinco veces con PBS-T y
bloqueadas con 2% BSA en PBS-T por una hora a 37 °C.
Se realizé cinco lavados con PBS-T. Se afiadié 1-2 ug de
VHH-ES1 en 100 pL PBS 2% BSA e incubadas una hora
a 37 'C. Luego de lavados con PBS-T, se afiadid 100 pL
(1/2000) Penta His HRP conjugate (Qiagen, USA), 2% BSA
eincubadas una horaa 37°C, lavadas con PBS-T. Se afiadio
100 pL de TMB e incubd por diez minutos a temperatura
ambiente en oscuridad. La reaccién fue detenida con 50 pL
de 2M H,SO,. A, se determinaron en un lector de ELISA
(Biotek, USA).

VHH ELISA CAPTURA DE ANTIGENO ES

Se afiadid 100 pL del anticuerpo de captura VHH-ES1 (10
ug/mL) a microplacas Maxisorp e incub6 toda la noche
a 4 °C en buffer carbonato-bicarbonato. Se realizd cinco
lavados con 200 pL del buffer de lavado (PBS-Tween
0,05%) y cinco minutos de incubacion en cada lavado. Se
afadié 200 uL del buffer de bloqueo (PBS-Tween 0.05%-
BSA 5%), e incubd a 37 °C por una hora y se lavé como
fue descrito. Se agregd 100 pL de ES en concentraciones
de 0, 50, 200, 1000 y 5000 ng/mL por pozo, se incubd a 37 'C
por una hora, y se lavo cinco veces con 30 segundos de
incubacioén cada paso. Se afiadié 100 pL del anticuerpo de
policlonal de conejo anti-ES (10 ug/mL) incubando por una
hora a 37 "C y luego se lavo cinco veces con 30 segundos
de incubacion. Se afadié 100 pL (1/30 000) del conjugado
anti-rabbit-HRP (KPL, USA) e incub6 a 37 "C por una hora.
Se lavo cinco veces con 30 segundos de incubacion. Se
afnadio 100 uL de TMB e incubd cinco minutos en oscuridad,
Se agregd 50 uL de 3N H,SO, para detener la reaccion. Los
valores de A, se estimaron en un lector de ELISA (Biotek,
USA).
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ANALISIS DE DATOS

Microsoft Excel® se usé para analizar datos de ELISA,
las secuencias de ADN fueron alineadas con el software
Clustal W, analizadas con el programa NCBI/Blast y la
estructura secundaria de VHH modelada con SwissModel.

CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio (cddigo 61578) fue aprobado por el
Comité Institucional de Etica de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia. Las alpacas estuvieron bajo seguimiento
de un médico veterinario.

RESULTADOS

Los niveles de IgG circulantes anti-ES basales fueron de
A,,, de 0,112 y 0,063 para la alpaca control e inmunizada
respectivamente. Niveles crecientes de IgG anti-ES se
observaron a partir de la segunda semana posinmunizacion,
elevandose A, 0,455 después del segundo refuerzo.
En la alpaca control se mantuvieron negativos durante el
periodo de inmunizacién (Figura 1). Después del segundo
refuerzo se colectaron 5x107 células blancas, de las que
se obtuvo 41 pg de ARN total (ratio A260/280 de 2); el
ARN no presentd degradacion y mostraba las bandas
caracteristicas ARN total (Figura 2A). A partir del ARN se
sintetizd ADN resultando en productos de amplificacion de
400 bp caracteristico de los VHH (Figura 2B).

EI ADN de los VHH fue amplificado y clonado en el vector
pHEN?2 y trasformados en E. coli TG1 obteniéndose 1,2x10°
colonias transformantes, los auto-ligados representaban el
0,06% de los transformantes. Se realizé transformaciones
seriadas para escalar la biblioteca de ADN a 5x107
transformantes.

0,7 —e— Alpaca inmunizada con ES
_| -=- Alpaca control inoculada

0.6 con vehiculo ¢
0,5+

£

s 0,41

2 b

< 0,3-

0,2
0,1 o mm-- g -
0,0+ T T

Semanas

Figura 1. Respuesta inmune humoral de la alpaca inoculada con
excretado-secretado (ES).

La produccién de anticuerpos de tipo IgG fue monitoreada mediante ES-
ELISA. a) Primera inmunizacién con ES y adyuvante completo de Freund,
b) Inoculacién del primer refuerzo de ES con adyuvante incompleto de
Freund (AIF), ¢) Inoculacién del segundo refuerzo de ES con AlF.
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pb

500 —

Figura 2. Amplificaciéon de las secuencias de los anticuerpos de cadena unica: A. Extraccién de ARN
total de PBMC, alpaca inmunizada con excretado-secretado. ARN total de muestras de sangre de la
alpaca inmunizada (S) y del control (C), Marcador A/Hind Il (M). B. Carriles uno y tres, productos de PCR
VHH FR1-Hinge corto (AIVHHBgII, y AIVHH-R1 Notl) y FR1-Hinge largo (AIVHHBgIl y AIVHH-R2 Notl).

Carriles dos y cuatro controles negativos.

La seleccion de VHH anti ES de la biblioteca se realizd
por despliegue diferencial de fagos con ES (Tabla 1). Los
fagos obtenidos en cada ciclo de seleccion disminuyeron
ligeramente en el P2 y luego aumenté en P3 y P4.
Completados los ciclos P2, P3 se analizaron 384 clones
por ES-ELISA indirecto, seleccionando 37 positivos que
unen ES, los cuales fueron nuevamente analizados con
ES-ELISA, obteniéndose diez clones positivos que
no mostraban reaccion cruzada con un antigeno no
relacionado: P3AC2, P3AF7, P3AH7, P3AH10, P3BA12,
P3BC3, P3BC12, P3BE7, P3BE9, P3BF, los cuales
fueron amplificados por PCR y secuenciados, resultando
que los diez clones eran VHH idénticos, derivados de
un anticuerpo de las subclase 1gG2 de bisagra larga y
mostraban las regiones FR1, FR2 FR3, CDR1, CDR2 y
CDRS3 caracteristicas de los VHHs de camélidos (Figura

3A). La regiones de reconocimiento al epitope del
antigenos CDR1 tiene ocho aminoacidos, CDR2 ocho
aminoacidos y CDR3 20 aminoacidos en una estructura
secundaria con la correspondiente tres horquillas de las
regiones de reconocimiento del antigeno y las regiones
andamio FR1, FR2, FR3 (Figura 3B).

El ADN del VHH anti-ES fue subclonado en el vector de
expresion pET22b+ y la proteina recombinante VHH-ES1
(PM 15,3 kDa) fue producida en E. coli BL21 y purificada
por cromatografia de afinidad (Figura 4). Ensayos de ELISA
indirecto mostraron que la unién del VHH-ES1 a ES es de
alta afinidad detectandose los valores de A, de 0,311 £0,08
y 0,726 +0,027 para uno y dos pg de ES respectivamente,
mientras que el control A, de 0,175 +0,08; y especifica ya
que era desplazada por competencia con un policlonal anti-

ES de conejo (datos no mostrados).

Tabla 1. Ciclos de seleccion con antigeno excretado-secretado de Anticuerpo de cadena Unica de la alpaca anti ES

por despliegue diferencial de fagos (phage display).

Tiempo de Numero de Cantidad de Cantidad de

Ciclo Agente bloqueante incubacion con el lavados con fagos (material de fagos (seleccion
antigeno PBS-T / tiempo partida)* especifica)
P1 Leche 2% 1h 10x / 1 min 3x10" 1,5x107
P2 Licor 1/4 45 min 6x, 2x / 15 min 1,25x10" 8x108
P3 BSA 2% 30 min 6x, 1x/1h ND 1,96x10”
P4 Gelatina 0,5% 30 min 6x, 1x/1h ND 3x10°
*Determinado por espectrofotometria 1 OD,,  =5x102

h: hora; min: minuto; ND: no determinado.
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Figura 3. Modelamiento de los dominios variables de los anticuerpos de cadena uUnica de la alpaca (VHH) - antigeno
excretado secretado 1 (ES1): A. Esquema de regiones de los anticuerpos de cadena uUnica pesada de la alpaca con la
region constante con los dominios CH2, CH3, bisagra y los dominios variables VHH. B. Modelamiento de la proteina
recombinante VHH-ES1, mostrando las regiones CDR1, CDR2 y CDRS3.

Los ensayos de ELISA de captura se realizaron usando
VHH-ES1 como anticuerpo de captura, un policlonal anti-
ES de conejo como antigeno secundario y con diferentes
concentraciones de ES (0, 50, 200, 1000 y 5000 ng/mL)
en PBS y en un grupo de sueros humanos control. La

<— 15.3 kDa

Figura 4. Anticuerpo de cadena Unica de la alpaca (VHH)
- antigeno excretado secretado 1 (ES1) purificado por
cromatografia de afinidad en columnas de Ni-agarosa: i)
Lisado crudo de E. coli; ii) VHH-ES1. SDS- 15% geles de
poliacrilamida, tinciéon azul de Coomassie
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inmunoreactividad determinada por A,,, se ajustaba a
linealidad en el rango de concentraciones de 50-5000 ng/
mL de ES (R?=0,99). El limite de deteccion de ES en PBS
fue de 31,11 ng/mL y en el grupo de sueros el valor fue
171,92 ng/mL (Tabla 2, Figura 5A, Figura 5B).

Tabla 2. Dominios variables de los anticuerpos de cadena
Unica mediante ELISA de captura del antigeno excretado-
secretado en PBS y grupo de sueros.

Antigeno excretado- PBS Grupo de sueros
secretado 1 (ng/ml) *0D,,, (DE) *0D4,, (DE)
0 0,077 (0,001) 0,106 (0,009)
50 0,079 (0,004) 0,122 (0,008)
200 0,105 (0,001) 0,139 (0,023)
1000 0,217 (0,018) 0,164 (0,005)
5000 0,828 (0,018) 0,306 (0,018)

*Valor promedio de absorbancia determinado por espectrofoto-
metria a 450 nm (OD,)

DE: desviacion estandar
PBS: Tampon fostato salino
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y la concentracién del antigeno excretado-secretado, medido por ELISA de captura

con los dominios variables de los anticuerpos de cadena Unica de la alpaca (VHH) y antigeno excretado-secretado 1 (ES1): A) ES en
PBS, B) ES en un grupo de sueros. Los valores experimentales fueron ajustados por regresion lineal (R?=0,99).

DISCUSION

Con el objetivo de contar con nuevas moléculas para
el desarrollo de pruebas de diagndstico de fascioliasis
usando anticuerpos de cadena Unica de alpacas, se han
sintetizado genotecas de cADN de VHH (1x10” clones)
para seleccionar VHH que se unen especificamente
al antigeno ES de F. hepatica por despliegue diferencial
de fagos. Esta estrategia se ha aplicado en otros agentes
infecciosos (1°".12, | a genoteca de cADN de VHH tiene una
alta representacion de los anticuerpos de cadena Unica de
los grupos IgG2 e IgG3 (5x107 clones) derivados del ARN
de células blancas de una alpaca inmunizada con ES. Sin
embargo, el tamizaje por despliegue diferencial de fagos
con ES rescatd 10 VHH de secuencias idénticas de la clase
de anticuerpos IgG2 de bisagra larga. Lo que sugiere que
el VHH reconoce un epitope de una proteina antigénica
componente de ES. La estructura secundaria modelada de
la secuencia VHH-ES1 (Figura 3) revela que tiene un alto
grado de homologia con los VHH de alpaca (3.

El principal hallazgo del estudio es el anticuerpo VHH-ES1
que se une al antigeno ES con alta afinidad y especificidad.
Los resultados del ELISA indirecto muestran que VHH-ES1
se une al antigeno en relacion lineal con la concentracion de
ES. Ensayos de ELISA de captura con VHH-ES1 muestra
que los valores de limite de deteccidn estan en el rango de
30-170 ng/ml de ES, lo que sugiere su uso potencial en la
deteccion del antigeno en muestras bioldgicas. El ELISAde
captura es el formato idéneo para el desarrollo y validacién
de tecnologias de deteccion de coproantigenos o antigenos
circulantes en pacientes infectados con F. hepatica como se
aplican los monoclonales ES70 'y MM3 (9 en la deteccion
de coproantigenos para el diagndstico de fascioliasis.

Los valores limites de deteccion de VHH-ES1 son menores
a los reportados para los mAbs anti-ES ES70 (410 y

MM3 (1516) (5-15 ng/mL) (49, que podria considerarse una
limitacion a ser resuelta en el desarrollo de la tecnologia
de diagnéstico. Hay que tener en cuenta que ES es un
antigeno de composicion compleja que tiene al menos 60
diferentes polipéptidos (819 del parasito y del hospedero
que perturban los ensayos de la determinacion de la
sensibilidad y especificidad de union al antigeno; no
se conoce el antigeno al que se une VHH-ES1, pero se
puede identificar con técnicas de purificacion por afinidad y
secuenciamiento del antigeno purificado.

Los VHH son mas estables y tienen menores costos de
produccion que los mAbs (7, constituyen una alternativa
ventajosa para el desarrollo de métodos de diagnéstico ©
de aplicacion en zonas endémicas de fascioliasis, ya que
las técnicas de diagndstico que usan mAbs son costosas y
tienen baja estabilidad por ser muy labiles (7.

En conclusion, se ha generado un fragmento recombinante
de un anticuerpo de cadena unica de alpaca 1gG2
denominado VHH-ES1, que es una proteina recombinante
de 15,3 kDA que se une con alta afinidad al antigeno ES de
F. hepatica. VHH-ES1 es una nueva biomolécula promisoria
para el desarrollo de nuevos métodos de diagndstico de
fascioliasis basado en la deteccion de coproantigenos o
antigenos circulantes en humanos y animales infectados
con F. hepatica.
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