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Resumen del proyecto

El diagnóstico serológico de infecciones en curso es crítico para definir el tratamiento a emplear, prevenir problemas

durante la gestación (ej. toxoplasmosis), controles en trasplantes, transfusiones de sangre y epidemiología. La respuesta

de anticuerpos IgM es un parámetro relevante en este tipo de diagnóstico por su aparición temprana en suero durante las

infecciones. Dicha respuesta puede ser medida por inmunoensayos de serología que utilizan superficies de captura con

anticuerpos convencionales anti-IgM de alta especificidad. La primera meta de este proyecto consistió en desarrollar un

reactivo anti-IgM genérico altamente estandarizado basado en nanobodies biotinilados capaces de inmovilizarse en forma

orientada y generar superficies de alta eficiencia de captura. Para esto se siguió una metodología que permitió la

obtención de nanobodies que demostraron buen desempeño para captura de IgM mediante su evaluación en

inmunoensayos modelo de diagnóstico para los virus Dengue y Zika. 

Otra meta del proyecto consistió en desarrollar calibradores recombinantes para inmunoensayos serológicos. Los

calibradores permiten discriminar entre sueros positivos y negativos, y típicamente se formulan utilizando sueros

estándares caracterizados. Debido a que son finitos, cada vez que los sueros se agotan nuevos lotes deben ser generados

y validados, elevando los costos de los kits diagnósticos. En este trabajo se desarrolló un calibrador constituido por una

quimera nanobody-Fc. El componente Fc contiene los dominios constantes de IgM humana y es reconocido por el nanobody

anti-IgM, y el componente nanobody es específico contra el antígeno del inmunoensayo serológico, en este caso se utilizó

un nanobody anti-NS1 de Zika como modelo. La quimera fue producida con altos rendimientos a partir de cultivos de

células de mamíferos y demostró ser funcional en los inmunoensayos. Tanto los nanobodies anti-IgM como el calibrador se

presentan como valorables herramientas en el área diagnostico capaces de mejorar la estandarización de las pruebas de

diagnóstico de infecciones agudas.
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Introducción

Las enfermedades infecciosas son unas de las grandes amenazas para la salud a nivel mundial. Una de las formas más

utilizadas para su diagnóstico clínico consiste en la detección en suero de inmunoglobulinas específicas de patógenos

mediante métodos serológicos como el ensayo ELISA. Por su aparición temprana en las respuestas inmunológicas, la

detección de las inmunoglobulinas de clase IgM permite determinar infecciones agudas y, en combinación con serología de

IgG, diferenciarlas de infecciones crónicas y pasadas. Diagnosticar una infección aguda a tiempo es fundamental para

determinar los tratamientos a seguir y prevenir su transmisión, así como también evitar transferencia materno-infantil

durante embarazo de infecciones como toxoplasmosis, citomegalovirus, rubeola, zika, entre otros [1-4]. Los ensayos para

detección de IgM implican un paso para su captura desde el suero utilizando anticuerpos de captura anti-IgM, y un segundo

paso que permite la detección de IgM patógeno-específicas utilizando un antígeno del patógeno capaz de generar la señal

del ensayo. Para su funcionamiento confiable, es crítico que los anti-IgM carezcan de reactividad cruzada contra otras

clases de inmunoglobulinas, por lo que su especificidad debe ser siempre analizada rigurosamente.

La primera parte de este proyecto consistió en desarrollar un reactivo anti-IgM genérico y estandarizado para la captura

y monitoreo de IgM séricas. Con este objetivo, apuntamos a utilizar tecnologías ya establecidas en nuestro laboratorio que

nos permitirían obtener anticuerpos de cadena simple conocidos como nanobodies. Los nanobodies se obtienen de un tipo

especial de anticuerpos que están presentes en los animales camélidos y que están conformados por una estructura

monodominio de cadena pesada que carece de cadenas livianas [5]. La región de reconocimiento de estos anticuerpos se

denomina VHH y consiste en el dominio variable de las cadenas pesadas. Por ser monodominio, los VHH pueden ser

expresados fácilmente como moléculas de reconocimiento de forma aislada al resto de la estructura. Las moléculas

recombinantes derivadas del VHH son los nanobodies, y dado su pequeño tamaño (15kDa) y otras características

asociadas han adoptado gran potencial en el área de ingeniería de anticuerpos [6]. Desde el punto de vista de su obtención,

estos pueden seleccionarse con gran control del proceso a partir de bibliotecas combinatorias de VHH en fagos

filamentosos. La preparación de las bibliotecas de nanobodies es más simple y eficiente que las bibliotecas de anticuerpos

convencionales, ya que su construcción implica únicamente la amplificación por PCR de los genes de VHH, mientras que no

deben realizarse etapas de solapamiento con genes de cadenas livianas [7]. Por otra parte, los nanobodies en general
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presentan características especiales de solubilidad y estabilidad lo que los potencia como herramientas diagnósticas o

analíticas, siendo moléculas que soportan altas temperaturas en el rango de 60-80 °C [8-10] y concentraciones elevadas

de solventes [11, 12]. Además, pueden adaptarse a la preparación de quimeras fusionándolos a distintos polipéptidos, y

dada su sencilla y económica producción, pueden ser reproducidas en cualquier laboratorio con solo disponer de su

secuencia.

Siguiendo metodologías establecidas en nuestro laboratorio en este proyecto se apuntó a la selección de nanobodies anti-

IgM que fueran adecuados para utilizar en diagnóstico, particularmente en inmunoensayos de captura de IgM para

diagnostico serológico de infecciones. Como prueba de concepto, los nanobodies serían probados en inmunoensayos

serológico para diagnóstico de los flavivirus, Zika y Dengue. Para ambas infecciones, la serología de inmunoglobulinas IgM

está dentro de la primera línea de métodos de diagnóstico sugeridos por la OMS y la CDC. El método serológico de IgM de

referencia consiste en un ELISA cualitativo de captura “MAC-ELISA” capaz de detectar IgM específicas contra antígenos

de Dengue o Zika. 

La segunda parte del proyecto consistió en desarrollar un calibrador recombinante para ensayos de serología como

sustituto al uso convencional de sueros de referencia. Todos los ensayos para serodiagnóstico requieren estándares de

referencia establecidos como controles y calibradores para validar los resultados y definir el valor umbral que marca el

límite entre resultados de muestras seropositivas y seronegativas. En general, los estándares son sueros colectados y

procesados de grandes volúmenes de sangre de individuos con infecciones conocidas y validados para su uso como

calibradores. Los laboratorios de diagnóstico, al proponer sus kits, validan sus propios estándares con respecto a

estándares internacionales de referencia aceptados por la OMS y provistos por el NIBSC (National Institute for Biological

Standards and Control)[13]. Cuando los estándares se agotan, nuevos lotes de suero deben establecerse y validarse con

respecto al previo, debido a las diferencias de composición, especificidad y potencia (UI) entre lotes [14]. Dado que el

proceso de adquirir y validar sueros representativos suele ser laborioso y costoso, muchas compañías de

inmunodiagnóstico están implementando la producción recombinante e ilimitada de calibradores como sustitutos. Por

ejemplo, ya se han producido monoclonales humanos IgG e IgM específicos del patógeno y anticuerpos quiméricos con

dominios Fc de IgM humana asociadas a dominios Fab de otras especies [15, 16]. En el presente proyecto se apuntó al

desarrollo de un calibrador recombinante basado en nanobody para aplicar en los ensayos diagnóstico por captura de

IgM. La molécula diseñada a utilizar como calibrador consistió en una quimera de proteínas que podía ser expresada de

forma recombinante a partir de cultivos de la línea celular de mamíferos HEK293. El diseño de la quimera consistió en un

nanobody fusionado a los dominios CH2, CH3 y CH4 del Fc de la inmunoglobulina humana IgM. El componente nanobody

estaría encargado de darle especificidad al calibrador contra el antígeno utilizado del ensayo diagnóstico, mientras que el

componente Fc de IgM es la porción que debería ser reconocida por el nanobody anti-IgM utilizado como reactivo del

ensayo. 

Metodología/diseño del estudio

La metodología para la obtención de nanobodies anti-IgM inició con la inmunización de una llama con IgM humana durante

un período de tres meses hasta evidenciar una alta respuesta inmune del animal mediante determinación del título

anticuerpos anti-IgM en suero. Cuando la respuesta fue considerable se prosiguió con la extracción de sangre en gran

volumen y la construcción de la biblioteca de nanobodies (VHH) en fagos. Brevemente, se realizó la construcción de la

biblioteca a partir de la extracción de ARN de células PBMCs, el cual fue sometido a reacciones de RT-PCR con iniciadores

que permiten la amplificación de los VHH. Los iniciadores utilizados presentaron sitios de corte para la enzima SfiI que

permitieron realizar el clonado de los productos de PCR en el vector fagémido pComb3x y transformado en células E. coli

ER2738. Las células transformadas fueron cultivadas en medio liquido durante toda la noche en las condiciones adecuadas

para promover la generación de fagos con expresión de nanobodies en su superficie. Finalmente, los fagos fueron

purificados y concentrados y conservados a -80ºC en alícuotas. 

A partir de la biblioteca de fagos se realizó la selección de los nanobodies anti-IgM utilizando la tecnología Phage Display y

una estrategia de selección por panning que fue diseñada con el objetivo de promover el enriquecimiento de clones

específicos cotra IgM y la eliminación de clones no reactivos o reactivos contra otras inmunoglobulinas humanas (IgG,

IgE, IgA). Brevemente, el panning consistió en incubar la biblioteca en pocillos de ELISA que presentaban todas las

inmunoglobulinas humanas con excepción de IgM. Al cabo de una hora se recuperó el sobrenadante de los pocillos y se

incubaron durante dos horas más en nuevos pocillos con IgM. Una vez finalizada la incubación se realizaron etapas de

lavado y los fagos adheridos fueron eluídos mediante digestión enzimática con tripsina. A continuación, se amplificaron los

fagos mediante infección de células E. coli, las cuales fueron cultivadas en medio líquido durante la noche en condiciones

que promovieron la generación de nuevos fagos. El nuevo pool de fagos fue sometido a una nueva e idéntica ronda de

selección. 
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Al finalizar el panning se realizó un rastreo de clones de nanobodies. Esto consistió en clonar la mezcla de ADN codificante

de los nanobodies seleccionados por panning en un vector de alta expresión y luego transformarlo en bacterias para

expresión de proteínas E. coli Bl21. Se obtuvieron decenas de colonias individuales en placas de LB-Agar (cada una con un

gen de nanobody), las cuales fueron crecidas individualmente en medio líquido en condiciones que permitieron la expresión

de los nanobodies. Cada cultivo fue luego analizado mediante ensayos de ELISA para evidenciar la presencia de

nanobodies con reactividad contra IgM y evaluar reactividad cruzada contra otras inmunoglobulinas. 

Los nanobodies anti-IgM seleccionados en la etapa de rastreo fueron producidos en cultivos e 1 litro con una molécula de

biotina y una cola de 6 histidinas en su extremo C-terminal. Cada uno fue obtenido como proteína pura al pasar el extracto

celular por columnas de afinidad de Niquel/NTA. Todos los nanobodies fueron caracterizados en base a su afinidad

utilizando sensores de interferometría de biocapa y por su aplicabilidad en técnicas de ELISA, Western blot y Citometría de

flujo. 

Los ensayos de ELISA de captura de IgM se realizaron inmovilizando los nanobodies a través de su biotina en placas de

ELISA cubiertas con estreptavidina y bloqueadas con BSA 1%. En cada pocillo de la placa se realizaron incubaciones con

suero o estándares de IgM en buffer para promover la captura específica de IgM, la cual luego fue detectada de forma

general con un anticuerpo anti-IgM conjugado a peroxidasa o, en el caso de los ensayos serológicos de infecciones, de

forma específica utilizando antígenos derivados del patógeno de interés.

Para la producción del calibrador recombinante se realizó la construcción génica en el vector pcDNA 3.1 diseñado para

alto nivel de expresión constitutiva de proteínas recombinantes en líneas celulares de mamíferos. La construcción génica

para expresar el calibrador fue insertada en sitio múltiple de clonado y la misma incluyó (en sentido 5`-3`) la secuencia

codificante del nanobody, un linker conformado por (GGGS)3, los dominios de Fc de IgM CH2, CH3 y CH4 y un péptido para

purificación llamado twin-strep-tag. Además, se incluyeron dos sitios de restricción correspondientes a la enzima SfiI que

flanquearon el gen del nanobody lo que permite el intercambio sencillo de nanobodies para producir calibradores con

diferentes aplicaciones.

El calibrador fue producido en cultivos de células HEK293 adherentes. Para esto se sembraron 5 botellas T-175 a una

confluencia celular del 35% y al siguiente día se realizó la transfección con 36 ug de ADN por botella combinado con agente

transfectante PEI 40kDa (Polysciences) en una relación de masa 5:1 (PEI:ADN). A los 4 días de la transfección se recuperó

el medio de cultivo y se realizó la purificación de la proteína por columnas streptactin-XT a través del péptido twin-strep-

tag. La proteína purificada fue valorada por SDS-PAGE, gel filtración y ensayos de ELISA. 

Resultados, análisis y discusión

A partir de la inmunización de la llama, se logró construir una biblioteca de nanobodies en fagos con un tamaño de 1x108

clones en preparaciones de 1x1012 clones/mL, alcanzando una representatividad aproximada de 1000x por partícula viral

en un mL. Mediante la tecnología Phage Display y etapas de selección por panning se generó una nueva preparación de

fagos enriquecidos con clones específicos contra IgM. Los genes de nanobodies fueron transferidos en masa al vector de

expresión pINQ-BtH6 y se transformaron en E. coli BL21 (DE3). Se realizó un rastreo de 72 clones cultivando colonias

individuales en cultivos que promovieron la expresión de los nanobodies como proteínas solubles y biotiniladas. Todos los

nanobodies fueron probados en ELISA para evaluar su reactividad contra IgM y otras inmunoglobulinas (Figura 1). Los

clones que mostraron mayor reactividad contra el Fc de IgM (absorbancia en función de diluciones seriadas del

sobrenadante de cultivo) y nula reactividad contra inmunoglobulinas humanas fueron seleccionados para enviar a

servicios de secuenciación y continuar con el trabajo. 

De las secuencias de nanobodies se identificaron 8 diferentes capaces de reaccionar con IgM, cada uno de ellos fueron

producidos en escala de cultivo mayores (de 1 litro) y purificados por columnas de afinidad de Ni/NTA. Se evaluó la afinidad

(KD) de cada nanobody por interferometría de biocapa y se jerarquizaron en función de la misma dentro de un rango que

varió en el orden de 0.1-1 nM, destacándose el clon NbC09 por ser el de mayor afinidad (Tabla 1). Además, mediante

interferometría se realizaron estudios de unión a epítopes que mostraron que 5 clones reconocían un mismo epítope, a la

vez que se destacaron los clones D03 y F06 por reconocer distintos epítopes de la proteína (Figura 2). 

Se demostró también la aplicabilidad de los nanobodies como herramientas para la detección de IgM mediante la técnica

Western-Blot. En la figura 3 se muestra un Western-Blot optimizado donde se diferencian las reactividades de los

nanobodies contra IgM, observando que los clones E08, D03, D04 y C09 eran los más reactivos.

Se evaluó a los nanobodies como herramientas de captura IgM en ensayos de ELISA, para esto se inmovilizó a cada

nanobody de forma orientada sobre pocillos de ELISA cubiertos con estreptavidina y a través de su biotina ubicada en

extremo C-terminal. Esta estrategia de inmovilización fue diseñada con el fin de aumentar la exposición de los sitios de

unión de los nanobodies y maximizar la superficie de capturas de IgM, respecto a las inmovilizaciones aleatorias que se

realizan convencionalmente. En las placas con nanobody se realizó un paso de incubación con IgM purificada o suero
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humano y una siguiente incubación con anti-IgM humana conjugado a peroxidasa. En la figura 4A se pueden observar los

ensayos de captura realizados con 5 nanobodies. Estos fueron los de mejor desempeño y prácticamente muestran una

capacidad de captura muy similar entre sí. A su vez al comparar la captura entre uno de estos nanobodies y un anticuerpo

comercial (utilizado incluso para diagnóstico en ensayos de ELISA), se pudo ver que la captura funcionaba de forma

similar en ambos casos, demostrándose que los nanobodies podían ser utilizados para estos fines (Figura 4B). Todos los

clones también capturaron de forma eficiente IgM desde sueros y por lo tanto, a pesar de la complejidad de la matriz, esta

no afectaría el desempeño de los nanobodies. 

Se demostró el potencial del NbC09 en inmunoensayos de captura de IgM para diagnóstico de infecciones. Como prueba de

concepto se realizó un inmunoensayos para diagnóstico de Dengue que implicó utilizar un antígeno del virus como reactivo

para detectar a las IgM especificas del virus que habían sido capturadas desde cada suero (Figura 5). Para validar el

ensayo se analizaron 3 muestras de suero provistas por un kit diagnóstico comercial, un suero provisto como calibrador y

otro dos como controles positivo y negativo del ensayo. Al igual que el kit diagnóstico, nuestro ensayo generó señales de

absorbancia para el calibrador (OD450nm=0.17) que cayeron dentro del rango aceptado por kit. Para el análisis de

muestras se calculó el valor obtenido de la relación de absorbancia de cada muestra y la absorbancia del calibrador.

Siguiendo las recomendaciones del kit, todas las muestras que presentaban valores de relación mayor a 1.5 eran

consideradas positivas para la infección. Así, la muestra control positivo y negativo generaron valores de relación

esperables que fueron de 2.8 y 0.3, respectivamente. Además, tres muestras de suero de pacientes diagnosticados con

Dengue 10-15 días después de la infección y una con diagnóstico de flavivirus fueron correctamente identificados como

positivos con el ensayo con nanobody anti-IgM, mientras que otras muestras negativas fueron identificadas por debajo del

umbral de 1.5. 

Los resultados de la selección y aplicación de nanobodies anti-IgM fueron publicados en la revista New Biotechnology en

mayo de 2021 [17].

Para la producción del calibrador se optimizó el protocolo de transfección en cultivo de células adherentes HEK293.

Inicialmente se utilizó un plásmido control que permite la expresión intracelular de la proteína verde fluorescente (GFP) en

las células es transfectadas. Con este plásmido se estudió la eficiencia de transfección utilizando dos tipos de agentes de

transfección comerciales, Polyethylenimina (PEI) lineal de 40KDa (PEI MAX 49553-93-7, Polysciences) y PEI ramificado de

25KDa (408727, Sigma). Con cada uno de los PEI se realizó un protocolo de transfección en células sembradas sobre

placas de 6 pocillos, y al cabo de 72 horas las células fueron colectadas y analizadas por citometría de flujo. Los análisis

demostraron que el PEI lineal promovió la mayor cantidad de células fluorescentes con porcentajes cercanos al 100% de

células fluorescentes, mientras que el PEI ramificado generó tan solo el 60% de células fluorescentes (Figura 6). Con el PEI

lineal se optimizó además la relación de masa PEI:ADN, observándose que la relación mínima que promovía la máxima

eficiencia de transfección correspondía a una relación 5:1 (Figura 7).

Se utilizó el plásmido pcDNA3.1 para producir un calibrador compuesto por un nanobody específico contra la proteína NS1

de Zika y la región Fc de la IgM humana. Con el plásmido se realizaron transfecciones a pequeña escala (placas de 6

pocillos) para evaluar los niveles de producción de proteína. Al cabo de la transfección con el PEI lineal se colectó medio

cada 24 horas durante 4 días y con cada uno se realizaron curvas de titulación del calibrador en ensayos de ELISA que

utilizaban al nanobody NbC09 para la captura. Los resultados mostraron que los cultivos expresaron proteína durante los

4 días alcanzando un pico máximo a las 48 horas luego de la transfección donde se produjo una cantidad de

aproximadamente 26 µg por mL de cultivo según una estimación realizada con una curva estándar de IgM (Figura 8). 

Se realizó una producción a mayor escala de la proteína en 5 botellas de cultivo T175 y colectando el medio a los 4 días

post-transfección. La proteína fue luego purificada por columnas streptactin-XT, con un rendimiento de aproximadamente

2 mg de proteína. Se determinó que la proteína se obtuvo con un grado de pureza mayor al 90 % al analizarla por SDS-

PAGE, pudiéndose identificar únicamente a las bandas de los monómeros del calibrador correspondientes a 60 KDa. Para

determinar la funcionalidad del calibrador se evaluó la reactividad del nanobody anti-NS1 de la quimera y la presencia de

las regiones Fc que son reconocidas por el nanobody anti-IgM. Para esto se realizó un ensayo de ELISA que consistió en

incubar diluciones seriadas del calibrador en placas sensibilizadas con el antígeno NS1 mientras que se realizó la

detección de la proteína utilizando el nanobody anti-IgM seguido de una incubación con estreptavidina peroxidasa. Como

resultado se obtuvo una curva de titulación que ajustó de forma esperada a una función sigmoidea (Figura 9), demostrando

la funcionalidad del nanobody y la integridad del Fc para ser reconocido como tal por el nanobody NbC09. 

Conclusiones y recomendaciones

Durante el desarrollo del proyecto se logró construir una biblioteca de nanobodies a partir de la inmunización de una llama

con la inmunoglobulina humana IgM. Utilizando estrategias de selección por panning se obtuvieron 8 nanobodies
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específicos contra la región Fc de la IgM, que se caracterizaron por ser de alta afinidad de unión y tener alto nivel de

expresión en cultivos de E. coli y demostraron buenos desempeños como herramientas de técnicas inmunoquímicas para

detección de IgM. Dado el conocimiento de sus secuencias fue posible generar nanobodies asociados a diferentes

marcadores, uno de ellos consistió en agregar una biotina en el extremo C-terminal lo que permitió inmovilizar a los

nanobodies de forma orientada en placas de ELISA sensibilizadas con estreptavidina. Este tipo de inmovilización no

aleatoria de los nanobodies permitió generar superficies de captura de IgM con alta eficiencia que demostraron su

potencial en diagnostico infecciones a través de la detección de IgM patógeno-especificas. 

La segunda parte del proyecto constituyó una prueba de concepto para el uso potencial de sistemas basados en

nanobodies-Fc como sustitutos de calibradores basados en materiales biológicos para ensayos de diagnósticos

serológicos. Un componente clave del reactivo es el nanobody que reacciona específicamente con el antígeno del patógeno

utilizado para la detección en el inmunoensayo. En la actualidad, la tecnología para generar nanobodies está muy

desarrollada y muchos laboratorios tienen capacidad para producirlos siguiendo protocolos similares a los empleados en

este proyecto. El otro componente consiste en la región Fc de las inmunoglobulinas. En este caso optamos por introducir un

calibrador con Fc de IgM, pero el concepto también aplica a la generación de calibradores con Fc de IgG u otras clases de

Inmunoglobulinas para generar calibradores que pueden ser introducidos en distintos ensayos serológicos de diagnóstico.

Una vez validada frente a un patrón de referencia o método de referencia, el calibrador tiene el potencial de reemplazar

estándares biológicos, sin restricciones en cuanto a su naturaleza, ya sean proteínas, lípidos, polisacáridos, etc. En este

proyecto desarrollamos un calibrador con potencial aplicación para serología de Zika, quedando en la perspectiva

inmediata realizar su validación frente a un patrón de sueros que serán tomados como referencia. 

Es interesante notar que el concepto de calibradores sintéticos basados en nanobodies como materiales de referencia

estandarizados se ha extendido desde este proyecto a otros desarrollos de ensayos serológicos. Por ejemplo, actualmente

estamos utilizando el diseño de nanobody-Fc para producir dos calibradores en ensayos serológicos de COVID-19 que

detectan IgG específica contra antígenos del Sars-Cov-2. Estos calibradores están conformados por la región Fc de IgG1

humana y nanobodies específicos contra los antígenos N y RBD del virus. Por otro lado, también aplicamos el concepto de

calibradores a ensayos serológicos de diagnóstico de alergias contra antibióticos beta-lactámicos. En este caso los

calibradores desarrollados consistieron en nanobodies biespecíficos conformados por un nanobody anti-antígeno y otro

nanobody sustituto del Fc, específico contra el parátope del anticuerpo utilizado en el ensayo serológico. 

La información de las secuencias de los nanobodies y de los calibradores basados en nanobody permite que estos puedan

ser reproducidos indefinidamente de forma homogénea y ofrece una excelente oportunidad para mejorar la

estandarización de las pruebas de diagnóstico de infecciones agudas. 
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