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Anticuerpo Monoclonal especifico contra el antigeno N del Virus Respiratorio
Sincicial Humano (VRSH), utiles para el tratamiento de la infeccion, su deteccion

y diagnostico.

MEMORIA DESCRIPTIVA
Campo de la Invencion
La presente invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal o fragmento del mismo,
que reconoce la proteina N (nucleocapside) del virus respiratorio sincicial humano
(VRS), util para el desarrollo de métodos de diagnéstico de infeccién por VRS y para la
produccion de composiciones farmacéuticas destinadas al tratamiento, proteccion y/o

profilaxis de la infeccion por VRS.

Antecedentes de la Invencion

Las infecciones agudas del tracto respiratorio son la principal causa de
hospitalizaciones y muertes pediatricas en todo el mundo (Bryce et al., 2005). Durante
los meses frios, las infecciones del tracto respiratorio causado por virus se agudizan y
producen un aumento del nimero de casos, situacién que adquiere caracteristicas de
brote epidémico. Los virus causantes de estas epidemias en la poblacién pediatrica
son principalmente el virus respiratorio sincicial humano (VRSh), el adenovirus (ADV),
el virus influenza y el metapneumovirus (hMPV). Sin embargo, el VRS es el principal
agente causante de infecciones agudas del tracto respiratorio en lactantes de todo el
mundo, provocando severos brotes en los meses invernales. Segun la OMS, este virus
infecta a 64 millones de personas anualmente, de los cuales 160.000 mueren. La
infeccién por este virus provoca una amplia gama de cuadros clinicos, que pueden ser
leves como rinitis o mucho mas severos, como neumonias o bronquiolitis,
observandose los cuadros mas graves en nifios lactantes, prematuros, nifios con
cardiopatias congénitas y en inmunodeprimidos (Cabalka, 2004; Carpenter y

Stenmark, 2004; Weisman, 2003). Ademas, la infeccion causada por este virus es
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sumamente frecuente y recurrente, ya que practicamente el 100% de los nifios
mayores de tres afos ha presentado por lo menos un episodio de infecciéon por VRSh
(Bont et al., 2002; Hall et al., 1991). Debido a que esta infeccién no deja una memoria
inmunolégica adecuada (Bont et al., 2002), las reinfecciones son frecuentes,
disminuyendo su severidad a medida que aumenta la edad del paciente. Sin embargo,
los individuos reinfectados actian como reservorios y son fuente de contagio para
nifos menores de 1 afo, los que si generan cuadros respiratorios severos. En Chile,
durante los meses frios (Mayo-Agosto) este virus es el causante del 70% de la
infecciones agudas del tracto respiratorio bajo que requieren hospitalizacién
(Avendaiio et al., 2003), causando la muerte del 0,1% de ellos. Aunque este
porcentaje es bajo, la gran cantidad de casos hace que el nimero de muertes sea muy
significativo. Esta situacion provoca la saturacién de los servicios de atencién de
urgencia, lo que muchas veces ha requerido la aplicacién de medidas de emergencia
en los servicios de salud, como la reconversion de camas para pacientes pediatricos
en los hospitales, la suspensién de cirugias electivas y programadas y la contratacion
de personal de apoyo durante los meses en que ocurre el brote. EI método de
diagnéstico de VRSh que suele ser utilizado en los servicios de atencion hospitalaria
es un test de diagnéstico basado en la deteccién de antigenos virales mediante
inmunofluorescencia directa de isopados nasofaringeos. La limitacion de ese test se
refiere a la necesidad de personal entrenado para el procesamiento y andlisis de las
muestras y, ademas, a que los resultados de dicho test no se obtienen de forma
inmediata, dejando un periodo de tiempo en el que el paciente ain no es
diagnosticado, pero la infeccion continda su curso. Ante tal problematica, el desarrollo
de anticuerpos monoclonales eficientes, que puedan ser utilizados para la creaciéon de
test de deteccién de VRSh alternativos, que requieren minimo entrenamiento y son
rapidos de realizar (como por ejemplo los test inmunocromatograficos) aparecen como
una alternativa necesaria para suplir dicha necesidad, puesto que permiten el

reconocimiento especifico de antigenos virales en muestras de pacientes infectados
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con VRSh, requiriendo ademdas una baja cantidad de muestra. De este modo, la
presente invencién se traduce en un anticuerpo capaz de detectar antigenos de VRSh
de manera muy eficiente, efectiva y presente en bajas cantidades, lo cual permite el
desarrollo de un método alternativo de deteccion y diagnéstico rapido, eficaz y certero
para pacientes infectados con VRSh, a modo de poder determinar un tratamiento

temprano y adecuado que influya en la evolucién de la enfermedad.

Desde el punto de vista terapéutico, actualmente la Unica solucion estandar utilizada
para prevenir los casos potencialmente mas graves de la infeccion con VRSh en la
poblacién mas vulnerable es el uso del Palivizumab (Olchanski, et. al., 2018). Este es
un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra otra proteina del VRSh, la
proteina F. El mecanismo de accion de este anticuerpo, es la neutralizacion de la
entrada del virus a la célula blanco, por lo que requiere multiples administraciones
durante el periodo invernal. Dado que este anticuerpo reconoce una proteina de
superficie altamente variable del virus, algunas de las cepas no son reconocidas por
este anticuerpo, lo que hace inefectivo su uso. Como solucién alternativa a este
problema, los inventores han demostrado que el anticuerpo anti proteina N de la
presente invencién es también eficaz previniendo el desarrollo de la manifestacion
pulmonar de la infeccibn con VRSh, lo que permite proponer su uso para la
preparacion de composiciones farmacéuticas destinadas al tratamiento y/o profilaxis
de infeccién por VRSh. Este nuevo anticuerpo tiene la ventaja adicional de que la
proteina N (Collins et. al, 2013 ) tiene una variabilidad menor a la de la proteina F, por

lo que permite el reconocimiento de un mayor nimero de cepas del virus.

Descripcion de Figuras

Figura 1: Verificacion de la produccion de anticuerpos anti-N por parte del
hibridoma. Técnica de ELISA que demuestra la afinidad del anticuerpo Anti-N hacia la
proteina N y no a hacia otras proteinas virales. Para determinar la actividad desde el

sobrenadante de los cultivos de hibridoma cultivado por dos técnicas diferentes, se
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midi6 por ELISA la especificidad de los anticuerpos por su ligando. En la figura se
muestra: Anti-N lote 1 = sobrenadante obtenido desde el primer lote de células de
hibridoma crecidas en una placa de 6 pocillos. Anti-N lote 2 = sobrenadante obtenido
desde el segundo lote de células de hibridoma crecidas en una botella T75 y
sonicadas. Anti-N control positivo = Anticuerpo monoclonal que reconoce la proteina
N, que se utiliza como primer control positivo en este ensayo. Los sobrenadantes se
evaluaron en pocillos sin activar, activados con proteina N de VRSh, y activados con
proteina F de VRSh. Posteriormente se detect6 la conjugacion con un anticuerpo
secundario marcado con HRP (peroxidasa de rabano), adicionalmente se incluy6é un
control con sélo el anticuerpo secundario = Solo HRP. Los resultados muestran que el
anticuerpo de la invencion, obtenido con cualquiera de los dos métodos de cultivo de
hibridomas, tiene un alto reconocimiento de la proteina N, casi el triple del control
positivo, de anticuerpo policlonal anti N.

Figura 2: Evaluacion de la especificidad del aticuerpo monoclonal anti-N por la
proteina N por medio de la téchica de dot blot. La imagen representa la
especificidad del Anticuerpos para antigeno N de VRS, a través de un ensayo de Dot
blot. (A) Se muestra con qué proteina fue sensibilizado cada circulo de la membrana.
Cada membrana fue impregnada con 5 proteinas en 5 puntos PBS y BSA fueron
utilizados como controles de vehiculo, la proteina F de VRSh se usé como control de
especificidad y como control positivo de la técnica, y finalmente dos puntos con
proteina N como Antigeno. (B) Imagen obtenida luego de 5 minutos de exposicién con
Ac total, corresponde al sobrenadante del hibridoma antes de purificarlo. Ac purificado,
que es el anticuerpo Anti N de la invencion, el anticuerpo comercial Palivizumab que
reconoce proteina F, y Anticuerpo policlonal anti N Los resultados muestran que el
anticuerpo de la invencion tanto en el sobrenadante total, como purificado reconoce
fuerte y especificamente la proteina N de VRSh

Figura 3: Establecimiento del ELISA como técnica que permite verificar la

produccion del anticuerpo anti-N entre lotes, ademas de corroborar su
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especificidad y sensibilidad. En A se muestra los resultados de un ELISA de las
fracciones de sobrenadantes del hibridoma purificados en diferentes ensayos. Lote 1
es una primera purificacion. Lote 2 corresponde a una purificacion realizada
posteriormente, que se hizo a partir del sobrenadante obtenido de un cultivo en placa
de 6 (Lote 2 placa) y de una botella T75 (Lote 2 botella). EI Control positivo de
especificidad corresponde a un anticuerpo anti-M2 que reconoce la proteina viral M2.
Los pocillos estaban activados con proteinas N y M2 del VRSh. SA = pocillos sin
activar. N (2rio) y M (2rio) corresponden a pocillos activados donde no se agreg6 el
anticuerpo primario. Por otro lado en B, se muestran diluciones seriadas de una
fraccion purificada del anticuerpo anti-N de la invencion, con el fin de lograr la dilucion
limite de deteccidbn de la proteina N. En este ensayo también se evalla la
especificidad del anticuerpo anti-N al no ver reactividad contra otras proteinas del
VRSh como la F, asi como en los pocillos sin activar (SA) o en los que no se adicion6
el anticuerpo primario N (2rio) y F (2rio). Como control negativo se empleé otro
anticuerpo del mismo Isotipo IgG2A que no reconoce proteina N (Isotipo) y como
control de especificidad se empleé Palivizumab, que reconocié la proteina F.

Figura 4: Evaluacion de la concentracion minima de proteina N detectada por el
anticuerpo anti-N. La figura corresponde a los resultados de un ELISA realizado con
pocillos activados con diluciones seriadas de la proteina N de VRSh, partiendo desde
50 ng hasta 0,375 ng y a una dilucién constante del anticuerpo anti-N de la invencion
(1/5000). En este ELISA se incluyeron los controles técnicos de pocillos sin activar
(SA) y activados con la proteina N, pero s6lo revelado con el anticuerpo secundario [N
(2rio)]. Los resultados muestran que el anticuerpo es capaz de reconocer de una
manera confiable hasta 6,25 ng de proteina N.

Figura 5: Capacidad del anticuerpo anti-N de detectar células infectadas con
VRSh por la técnica de citometria de flujo. En la figura (5 A) se muestra un cultivo
de células Hep-2 infectadas con 1,8x10° PFUs de VRSh que expresa la proteina verde

fluorescente (GFP). El cultivo se mantuvo durante 48 horas para promover la
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replicacién del VRSh y poder detectar las células infectadas por medio de citometria
de flujo al expresar la proteina GFP. Posteriormente, las células se fijaron con PFA al
4% y se permeabilizaron con saponina al 0,2% para tefir intracelularmente con el
anticuerpo anti-N seguido de la tincién con anticuerpo secundario acoplado a APC. De
esta manera se pudo medir de manera consecutiva las células infectadas (GFP+) y del
anticuerpo anti-N. Como controles de la citometria se utilizaron células sin infectar,
células infectadas sin tefir con el anticuerpo anti-N y células tefidas sélo con el
anticuerpo secundario. En la figura 5 se puede observar que todas las células
infectadas con el VRSh (GFP+) son identificadas con la tincién con el anticuerpo anti-
N (GFP+ anti-N+). Los resultados se resumen en el gréfico (5 B).

Figura 6: Evaluacion de la capacidad terapéutica del anticuerpo anti-N en
modelos pre-clinicos. Se grafican los resultados de un ensayo de citometria de flujo
en la que se evalud el nimero de granulocitos neutréfilos infiltrantes en el pulmén (6 A)
en el fluido de lavado bronquioalveolar (BALF) de animales previamente inmunizados
con el anticuerpo de la invencion al dia 4 post infeccion con VRSh. Se observa el
control sin infectar = Mock, el control de animales no inmunizados, con infeccion del
virus = VRSh, control de animales inmunizados previamente con el anticuerpo
comercial anti proteina F de VRSh = Palivizumab (anti F), animales inmunizados
previamente con el anticuerpo de la invencién = Anti-N, y control de Isotipo, es decir
otro anticuerpo del mismo Isotipo, IgG2A, que no reconoce proteina N.

Adicionalmente se grafican los resultados de un PCR en tiempo real que midié la
carga viral (6 B), animales previamente inmunizados con el anticuerpo de la invencién
al dia 4 post infeccion con VRSh. Se observa el control sin infectar = Mock, el control
de animales no inmunizados, con infeccién del virus = VRSh, control de animales
inmunizados previamente con el anticuerpo comercial anti proteina F de VRSh =
Palivizumab (anti F), animales inmunizados previamente con el anticuerpo anti
porteina N de la invencién = Anti-N, y control de Isotipo. En todos los casos la dosis de

anticuerpos fue de 5 mg/kg.
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Descripcion de la invencion

La presente invencién apunta a un anticuerpo monoclonal especifico para el virus
respiratorio sincicial (VRS). Concretamente, al anticuerpo monoclonal IgG2A secretado
por una linea celular de hibridoma generada en el laboratorio, dirigido especificamente
para el antigeno viral N, el cual esta asociado a la nucleocépside del virus. El
anticuerpo puede ser utilizado para ensayos de detecciéon y/o determinacién de
infeccién por VRSh. Este anticuerpo se encuentra en estado puro y libre de cualquier
otro material biol6gico contaminante.

Los inventores han secuenciado el anticuerpo de la invencién, donde la secuencia de
la region variable de la cadena pesada se encuentra en la SEQ ID No. 2, y la
secuencia nucleotidica que la codifica se encuentra en la SEQ ID No. 1.
Adicionalmente, la secuencia de la regién variable de la cadena liviana se encuentra
en la SEQ ID No. 4, y la secuencia nucleotidica que la codifica se encuentra en la SEQ
ID No. 3. Los CDR de este anticuerpo se encuentran en sus secuencias peptidicas en
las SEQ ID Nos. 5,6 y 7 para la cadena pesada y en las SEQ ID Nos. 11, 12 y 13 para
la cadena liviana. Mientras que las secuencias nucleotidicas que los codifican se
encuentran en las SEQ ID Nos. 8, 9 y 10 para la cadena pesada y en las SEQ ID Nos.
14,15y 16 para la cadena liviana.

En un aspecto de la invencién, se proporciona un metodo para prevencion y
tratamiento de la infeccion causada por virus respiratorio sincicial humano (VRSh) en
un hospedero dado, el cual comprende la administracién de una composicion que
comprende el anticuerpo monoclonal de la invencion, en dosis suficientes para
prevenir la enfermedad. En el caso de un uso en humanos, el anticuerpo puede ser
humanizado para minimizar la posibilidad de una respuesta inmune contra el
hospedero (paciente) que lo utiliza.

Ademas, la invencion permite proveer la formulacién de cualquier forma farmacéutica
del anticuerpo monoclonal de la invencién para el tratamiento o prevencién de la

enfermedad causada por VRSh.
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La invencién también proporciona métodos de diagnédstico y deteccién de antigenos
virales de VRSh en muestras biolégicas, en los cuales se utilicen el anticuerpo
monoclonal de la invenciébn en ensayos tales como: ELISA, Microscopia de
Inmunofluorescencia, Inmunohistoquimica, Citometria de flujo, Purificacion de células
(Cell Sorter, por fluorescencia, mediante asociacién a esferas magnéticas o cualquier
método de separacion que utilice el anticuerpo), Inmunoprecipitacion, Western blot y
Cromatografia. Las muestras pueden ser células in vitro infectadas con VRSh o
muestras obtenidas de individuos sospechosos de infeccion por VRSh. En el caso de
muestras de un individuo, ellas pueden corresponder a secreciones nasales, lavados
nasales, secreciones faringeas, lavados o secreciones bronquiales o cualquier otro
tipo de muestra que se considere apropiada. La invencién proporciona la oportunidad
de desarrollar un método de aislamiento y deteccion de virus respiratorio sincicial en
muestras biolégicas y cultivos celulares que se pongan en contacto con el anticuerpo
monoclonal de la invencién acoplado en cualquier tipo de soporte sélido, como por
ejemplo nitrocelulosa, membrana de nailon u otro soporte. El invento presenta la
oportunidad de desarrollar kits de deteccién rapida para Virus Respiratorio Sincicial o
similar, que contenga el anticuerpo de la invencién. Ademas proporciona la posibilidad
de incorporar cualquier tipo de molécula o sustrato unida quimicamente al anticuerpo
monoclonal de la invencion, tales como fluoréforos, biotina, radiois6topos, metales,
enzimas y/o cualquier elemento quimico acoplado a los anticuerpos monoclonales
mencionados, como método de deteccién, tratamiento, analisis y/o diagnéstico en
muestras biol6gicas. La invencién presenta gran potencial de ser utilizado como
método terapéutico, o profilaxis para uso en humanos, para lo cual se debera

humanizar.

De este modo la presente invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal de isotipo
IgG2A que reconoce especificamente la proteina N, de la nucleocapside del Virus

Respiratorio Sincicial humano (VRSh).
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Un anticuerpo monoclonal es un tipo de anticuerpo homogéneo que se caracteriza por
reconocer especificamente un solo antigeno. Son producidos por una Unica célula
hibrida (hibridoma), que es producto de la fusion de un clon de linfocito B y una célula
plasmatica tumoral. La propiedad de unirse especificamente y con alta afinidad a un
antigeno ha impulsado el desarrollo de los anticuerpos monoclonales como una
herramienta de gran utilidad para la deteccion de moléculas que generan un gran
interés cientifico, clinico y de uso industrial. En la actualidad, los anticuerpos
monoclonales son ampliamente utilizados, tanto en investigaciébn basica como
aplicada, debido a su especificidad y reproducibilidad de los resultados obtenidos con
los mismos; lo que permite fundamentar de mejor manera la investigacion. Sin
embargo, es en el area de la biomedicina donde los anticuerpos monoclonales han
tenido enormes aplicaciones practicas, ya sea para diagnéstico y tratamiento de
multiples enfermedades infecciosas, y como terapia para otras patologias. Si bien es
cierto que los anticuerpos monoclonales se utilizan en todo tipo de técnicas de
deteccion y diagnéstico, es en el disefio de kits para diagnostico in vitro donde se han
obtenido los mejores resultados. Para ello, existen en la actualidad diversos kits de
deteccion rapida, tal como el test de embarazo, que se basa en la determinaciéon de
los niveles de gonadotrofina coriénica (hCG) en la orina utilizando anticuerpo anti hCG.
Ademas, los anticuerpos monoclonales para uso terapéutico han cobrado gran
relevancia. En la actualidad existen tratamientos terapéuticos para distintas patologias,
mediante el uso de anticuerpos monoclonales comerciales como: Alemtuzumad,
Gemtuzumab ozogamicina, Rituximab, Trastumab, etc.

El VRSh es un virus de ARN envuelto que pertenece a la familia Paramyxoviridae,
subfamilia Pneumovirinae (Alfonso et. al, 2016). Su ARN se transcribe en 10 ARNm,
cada uno de los cuales codifica una proteina viral, con excepcion del ARNm M2, el
cual tiene dos marcos de lectura abiertos (ORF) solapados en 22 nucle6tidos que
codifican dos proteinas diferentes M2-1 y M2-2. Las proteinas codificadas por los otros

ARNm son la nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), proteina L, proteina matriz (M),
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NS1, NS2, SH, proteina de fusién (F) y G (Collins et. al., 2013). La proteina N se
asocia con el ARN genémico formando la nucleocépside, L es una ARN polimerasa
asociada a la nucleocapside, P interactia con Ny L, M es una proteina no glicosilada
que se encuentra en la cara interna de la envoltura viral, NS1 y NS2 son proteinas no
estructurales, y SH, G y F forman parte de la envoltura viral. Los kits de diagnéstico de
VRS desarrollados hasta ahora utilizan anticuerpos contra las proteinas F, N y/o G del
VRS, y los anticuerpos sugeridos para el tratamiento o profilaxis de la infecciéon por
VRS también estan dirigidos a las proteinas F, M2 y G (CL948-96, CN101130765,
US6790611, WO2009088159, Mufioz-Durango et. al., 2018).

N es un polipéptido de 44Kd de peso molecular que pertenece a la nucleocapside del
Virus junto a la proteina P y L. Investigaciones recientes sefialan que esta proteina N
estaria interfiriendo en la funcion de células del sistema inmune -especificamente
células dendriticas y linfocitos T-, (Céspedes PF et al. 2014). Este hallazgo permite
suponer que este antigeno puede ser considerado como blanco de nuevas terapias
antivirales.

A partir de las investigaciones realizadas para la presente invencién, relacionadas con
los efectos que antigenos virales derivados de Virus Respiratorio Sincicial humano
(VRSh) tienen sobre el sistema inmune; se generaron anticuerpos monoclonales
murinos especificos para deteccion de antigenos de VRS que presentan ventajas con
respecto a los disponibles comercialmente. Especificamente, el anticuerpo monoclonal
producido por el hibridoma generado en el laboratorio de los inventores resulté ser de
mucha utilidad para determinar infeccion de VRSh en ensayos inmunolégicos tanto in
vitro como in vivo utilizando diversas técnicas de deteccion. Debido a esto, dichos
anticuerpos permiten disponer de una herramienta valiosa para deteccién, diagnéstico
y/o terapia de infeccidén causada por Virus Respiratorio Sincicial humano. El anticuerpo
monoclonal de la invencion puede tener multiples aplicaciones de uso diagnéstico y
terapéutico, tales como su uso en técnicas de inmunoblot, inmunoflourescencia,

inmunocromatografia, citometria de flujo, produccion de formas farmacéuticas que lo
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comprenden, o cualquier otra que involucre su utilizacién, incluido para uso humano.
El anticuerpo puede encontrarse unido a un marcador que permita su deteccién.
Ejemplos de posibles marcadores corresponden a fluoréforos, biotina, radioisétopos,
metales, enzimas y cualquier otro tipo de marcador apropiado para anticuerpos.

El anticuerpo monoclonal de la invencion puede encontrarse en su forma natural, tal
como es secretado por el hibridoma, o también como fragmentos de unién a antigeno.
Los fragmentos de unién a antigeno son fragmentos del anticuerpo capaces de unirse
al antigeno, tales como los fragmentos Fab o Fab'. En la presente solicitud, las
aplicaciones del anticuerpo de la invencién, aunque mencionan el uso del anticuerpo,
también incluyen el uso de fragmentos de unién del anticuerpo monoclonal anti-N.
Ademas, en el caso de la generacion de composiciones que comprenden al anticuerpo
de la invencién, dichas composiciones pueden comprender al anticuerpo murino o al

anticuerpo de la invencion humanizado o quimérico. Esto es especialmente dtil en

composiciones para administraciébn en humanos, como una forma de minimizar la
posibilidad de que el sistema inmune del individuo tratado con la composicion, genere

una respuesta contra los anticuerpos de la invencién.

De esta forma la invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal o un fragmento de
este que se une a la nucleoproteina proteina N del virus respiratorio sincicial humano
(VRSh) donde dicho anticuerpo tiene una regién variable de la cadena pesada con al
menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad con la SEQ ID No:2 y
tiene una region variable de la cadena liviana con al menos un 95%, 96%, 97%, 98%,
99% o0 100% de identidad con la SEQ ID No:4. Asimismo, la invencion también se
puede definir como un anticuerpo monoclonal o un fragmento de este que se une a la
nucleoproteina proteina N de VRS, en el que su regién variable de la cadena pesada
esta codificada en una secuencia nucleotidica que tiene al menos un 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad con la SEQ ID No:1 y su

respectiva secuencia reversa complementaria y su regién variable de la cadena liviana
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esta codificada en una secuencia nucleotidica que tiene al menos un 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 0 100% de identidad con la SEQ ID No:3.

En una realizacién preferida, el anticuerpo de la invencién, que se une a la
nucleoproteina proteina N del virus respiratorio sincicial humano (VRSh) tiene una
regién variable de la cadena pesada cuyos CDR1, CDR2 y CDRS3 son codificados por
secuencias que tienen al menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad
con las SEQ ID No:8, SEQ ID No:9 y SEQ ID No:10, respectivamente, y tiene una
regién variable de la cadena liviana cuyos CDR1, CDR2 y CDR3, son codificados por
secuencias que tienen al menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad
con las SEQ ID No:14, SEQ ID No:15 y SEQ ID No:16 respectivamente.

En una realizacién preferida, el anticuerpo de la invencién, que se une a la
nucleoproteina proteina N del virus respiratorio sincicial humano (VRSh) tiene una
region variable de la cadena pesada cuyos CDR1, CDR2 y CDR3 tienen secuencias
aminoacidicas con al menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad con
las SEQ ID No:5, SEQ ID No:6 y SEQ ID No: 7, respectivamente, y al mismo tiempo
tiene una regién variable de la cadena liviana cuyos CDR1, CDR2 y CDRS3 tienen
secuencias aminoacidicas con al menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de
identidad con las SEQ ID No:11, SEQ ID No:12 y SEQ ID No: 13, respectivamente.
Para el experto en la técnica sera evidente que el anticuerpo monoclonal o su
fragmento funcional, que se une a la nucleoproteina proteina N de VRSh, puede
modificarse en las regiones adyacentes a las regiones variables para obtener un
anticuerpo quimérico, en especial un anticuerpo humanizado. Donde la especificidad
de dicho anticuerpo quimérico o humanizado estd dada por las regiones variables,
segun se definen en el parrafo anterior, es decir una regién variable de la cadena
pesada con al menos un 95% de identidad con la SEQ ID No:2 y una region variable
de la cadena liviana con al menos un 95% de identidad con la SEQ ID No:4.

En una realizacién, la invenciébn provee una composicién farmacéutica para el

tratamiento y/o profilaxis de la infeccion causada por VRS donde esta composicion
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comprende el anticuerpo monoclonal o un fragmento de este que se une a la
nucleoproteina proteina N de VRS segun se ha definido, es decir que tiene una regién
variable de la cadena pesada con al menos un 95% de identidad con la SEQ ID No:2 y
tiene una region variable de la cadena liviana con al menos un 95% de identidad con la
SEQ ID No:4 y un portador farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacion, la invencion provee un método de deteccion de virus respiratorio
sincicial humano en una muestra, el que comprende contactar la muestra con el
anticuerpo monoclonal o un fragmento de este que se une a la nucleoproteina proteina
N de VRSh segun se ha definido, es decir que tiene una regién variable de la cadena
pesada con al menos un 95% de identidad con la SEQ ID No:2 y tiene una region
variable de la cadena liviana con al menos un 95% de identidad con la SEQ ID No:4 y
detectar la unién del anticuerpo con el antigeno. Donde la técnica utilizada para
detectar la unién del anticuerpo con el antigeno corresponde a ELISA,
inmunofluorescencia, inmunohistoquimica, inmunocromatografia, citometria de flujo,
cell sorter, inmunoprecipitacion, Western blot, o cualquier otra disponible en la técnica.
Alternativamente, el anticuerpo o fragmento de él, segun se ha definido, es decir que
tiene una regién variable de la cadena pesada con al menos un 95% de identidad con
la SEQ ID No:2 y tiene una regién variable de la cadena liviana con al menos un 95%
de identidad con la SEQ ID No:4, se encuentra conjugado con un marcador que
permite su deteccion. Donde dicho marcador se selecciona del grupo compuesto por
fluoréforos, biotina, radiois6topos, metales, enzimas o cualquier otro marcador
disponible en la técnica.

En una realizacién, el anticuerpo o fragmento de él segun se ha definido, es decir que
tiene una regién variable de la cadena pesada con al menos un 95% de identidad con
la SEQ ID No:2 y tiene una regién variable de la cadena liviana con al menos un 95%
de identidad con la SEQ ID No:4, se encuentra inmovilizado en un soporte sélido.
Donde dicho soporte sélido se escoge entre nitrocelulosa, celulosa, polietileno, nailon,

o cualquier otro soporte apropiado disponible en la técnica.
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Finalmente, la invencién también apunta a un método de tratamiento o profilaxis de
una infeccién por virus sincicial el que comprende administrar a un animal o un ser
humano, una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo monoclonal o un
fragmento de este que se une a la nucleoproteina proteina N de VRS que tiene una
regién variable de la cadena pesada con al menos un 95% de identidad con la SEQ ID
No:2 y tiene una regidén variable de la cadena liviana con al menos un 95% de
identidad con la SEQ ID No:4 y un portador farmacéuticamente aceptable. En una
realizaciébn preferida esta composicion farmacéutica se administra por via
intramuscular.

A continuacion se describen ejemplos que permiten demostrar las distintas

aplicaciones del anticuerpo monoclonal de la invencién.

Ejemplo 1: Obtencién de Anticuerpo de la invencion.

Los inventores obtuvieron el hibridoma secretor del anticuerpo monoclonal anti N.
Este hibridoma se cultivd durante aproximadamente un mes y se logrdé obtener un
cultivo estable de las células. A partir de este cultivo estable, se generaron multiples
alicuotas correspondientes a stocks guardados a -150°C. El anticuerpo de la
invencidén se secuencio, y las secuencias se divulgan en esta patente. La secuencia
de la regién variable de la cadena pesada se encuentra en la SEQ ID No. 2, y la
secuencia nucleotidica que la codifica se encuentra en la SEQ ID No. 1.
Adicionalmente, la secuencia de la regién variable de la cadena liviana se encuentra
en la SEQ ID No. 4, y la secuencia nucleotidica que la codifica se encuentra en la SEQ

ID No. 3.

Ejemplo 2: Ensayo de deteccion de antigenos VRS, especificidad del anticuerpo
monoclonal anti N para antigenos purificados de VRS.
Se realiz6 un ELISA para comprobar que los anticuerpos secretados por las células de

hibridoma reconocen la proteina N del VRSh. Se sensibilizé la placa con proteina N y
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F para evaluar la especificidad del anticuerpo, como control se usdé una placa sin
activar, y se evalué también placas con sélo el anticuerpo secundario. Como se
observa en la Figura 1, los anticuerpos de la invencién, evaluados como los
sobrenadantes de los hibridomas (lote 1 y lote 2) son capaces de reconocer sé6lo a la
proteina N y no reconocen a la proteina F, lo que sugiere una alta especificidad del
anticuerpo por la proteina N. Como se indicé en la descripcion de las figuras, el
anticuerpo de la invencion, tiene una alta tasa de reconocimiento de la proteina N, casi
el triple del control positivo, anticuerpo policlonal anti N.

Se realiz6 un segundo ensayo para evaluar la especificidad del anticuerpo de la
invencion, empleando la técnica de dot blot. Cada membrana se sensibiliz6 con
proteina N de VRSh en 2 puntos, 2 controles negativos (PBS [tampdn fosfato salino] y
BSA [albumina de suero bovino]) y proteina F de VRS. Los resultados se muestran en
la figura 2, se evalu6 el sobrenadante del hibridoma completo (Ac total), el anticuerpo
de la invencién purificado (Ac purificado), Palivizumab ®, que reconocié proteina F de
VRS, y un anticuerpo policlonal anti proteina N de VRS. Los resultados muestran que
el anticuerpo de la invencion tanto en el sobrenadante total, como purificado reconoce

fuerte y especificamente la proteina N de VRSh.

Ejemplo 3: Ensayo para determinar la eficiencia y la especificidad del anticuerpo
monoclonal para detectar antigenos virales.

Luego de determinar que el anticuerpo purificado reconoce a la proteina N del VRSh,
se realiz6 un ELISA para asegurar la especificidad de este. En este ELISA se utilizaron
distintas concentraciones de los anticuerpos primarios y se mantuvo constante la
concentracion de la proteina N (50 ng). Se utiliz6 como control de especificidad un
anticuerpo a-M2 que va dirigido contra la proteina viral M2 y un anticuerpo comercial
anti F que va dirigido contra la proteina viral F. En la figura 3A se puede observar que
el anticuerpo es capaz de unirse a la proteina N, sin observarse sefial en los pocillos

activados con proteina M2 o sin activar (SA). Los anticuerpos de la invencion se
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evaluaron a partir de 2 producciones diferentes, Lote 1 es una primera purificacion.
Lote 2 corresponde a wuna purificacibn realizada posteriormente, donde
simultaneamente se realiz6 un cultivo del hibridoma en placa y en botella T75. Los
resultados muestran una gran eficiencia del Anticuerpo de la invencién en detectar la
proteina N de VRS, sin diferencias significativas entre las distintas purificaciones
ensayadas. A partir de una fraccion purificada y concentrada del anticuerpo anti-N, se
realizaron diluciones a partir de 1/2000 para determinar la cantidad minima de
anticuerpo anti-N capaz de reconocer la proteina N. Como se muestra en la figura 3B,
nuevamente se determind la capacidad que tiene el anticuerpo anti-N de unirse a la
proteina N, sin observarse sefial en los pocillos activados con proteina F o sin activar
(SA). Los resultados muestran que incluso en la menor concentracion estudiada,
1/80000, el anticuerpo de la invencién permite detectar la presencia de proteina N de

VRSh.

Ejemplo 4. Sensibilidad del anticuerpo monoclonal anti N para antigenos de
VRS.

Con el fin de determinar la cantidad minima de proteina N que era capaz de detectar el
anticuerpo anti-N de la invencién (sensibilidad analitica), se realizaron diluciones
seriadas de la proteina N, partiendo desde 50 ng hasta 0,375 ng. Luego, por medio de
la técnica de ELISA y a una dilucion constante del anticuerpo anti-N (1/5000) se
determiné que el anticuerpo es capaz de reconocer de una manera confiable hasta

6,25 ng de proteina N, tal como se muestra en la figura 4.

Ejemplo 5. Deteccion de células humanas infectadas con VRS, mediante
citometria de flujo, utilizando el anticuerpo anti-N.

Para evaluar la capacidad del anticuerpo anti-N de detectar células humanas
infectadas con el VRSh, se utiliz6 la linea celular Hep-2 que corresponde a un epitelio
de carcinoma humano. Estas células fueron infectadas in vitro durante 2 horas con

1,8x10* PFU del VRSh que expresa la proteina verde fluorescente cuando el virus se
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replica (GFP). El cultivo se mantuvo durante 48 horas para promover la replicacion del
VRSh y poder detectar las células infectadas por medio de citometria de flujo al
expresar la proteina GFP. Adicionalmente, estas células se fijaron con PFA al 4% y se
permeabilizaron con saponina al 0,2% para tefiir intracelularmente con el anticuerpo
anti-N. Transcurridos 30 minutos de incubacién con el anticuerpo anti-N, se lavaron las
células y se incubaron con un anticuerpo secundario acoplado a aloficocianina (APC).
De esta manera se pudo medir de manera consecutiva las células infectadas (GFP+) y
del anticuerpo anti-N. Como controles de la citometria se utilizaron células sin infectar,
células infectadas sin tefir con el anticuerpo anti-N y células tefidas sélo con el
anticuerpo secundario. En la figura 5A se puede observar que todas las células
infectadas con el VRSh (GFP+) son identificadas con la tincién con el anticuerpo anti-
N (GFP+ anti-N+). Ademas, al cuantificar los datos obtenidos en la citomeria de flujo,
se puede concluir que el anticuerpo anti-N es capaz de discriminar de manera

especifica las células infectadas (figura 5B).

Ejemplo 6: Evaluacion del efecto profilactico del anticuerpo de la invencién en
una infeccion de VRS.

Para evaluar la capacidad que tiene el anticuerpo de la invencién de prevenir la
enfermedad o de al menos disminuir sus efectos en el paciente se administré una
dosis de 5 mg/kg (200 ug aproximadamente por animal) de anticuerpo monoclonal
anti-N, a ratones BALB/c. Se realizaron controles administrando Palivizumab y control
de Isotipo a otro grupo de ratones BALB/c. Al dia siguiente de la inmunizacioén pasiva,
estos animales mas un grupo control sin inmunizar fueron infectados con VRSh, al
cuarto dia post infeccién se puso punto final al ensayo y se midié el nimero de
neutréfilos infiltrantes en el lavado bronquioalveolar, un parametro asociado a la
gravedad de la enfermedad. Los resultados se muestran en la Figura 6A. Se puede
apreciar que la inmunizacion con el anticuerpo de la invencion disminuye el infiltrado

de neutréfilos a nivel pulmonar a niveles similares a los logrados con el control

17



WO 2020/047683 PCT/CL2018/050079

Palivizumab. Un parametro clinico adicional que es importante medir para determinar
la gravedad de la enfermedad, es la cuantificacion de la carga viral en los pulmones de
los ratones infectados. Para determinar la carga viral, se obtiene RNA desde los
pulmones de los ratones y a partir de estos se realiza un PCR en tiempo real para
cuantificar la expresion de los genes del virus, en este caso se midi6 la expresion del
gen de la Nucleoproteina (N). Segun los resultados mostrados en la figura 6B el anti
cuerpo anti-N de la invencién es capaz de reducir la carga viral pulmonar, en una
infeccién por VRSh, en una proporcién equivalente a la lograda por el anticuerpo

comercial anti proteina F de VRSh, Palivizumab.

Estos ejemplos demuestran la especificidad del anticuerpo de la invencion, asi como
su utilidad tanto en deteccion del virus, y por lo tanto para el desarrollo de métodos de
diagnéstico de infeccion por VRS; y en la neutralizacién del mismo, y por lo tanto para
la produccién de composiciones farmacéuticas destinadas al tratamiento, proteccion

y/o profilaxis de la infeccién por VRS.
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PLIEGO DE REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo monoclonal o un fragmento de este que se une a la nucleoproteina
proteina N del virus respiratorio sincicial humano (VRS) CARACTERIZADO porque
dicho anticuerpo tiene una regién variable de la cadena pesada cuyos CDR1,
CDR2 y CDRS3 tienen secuencias aminoacidicas con al menos un 97% de
identidad con las SEQ ID No:5, SEQ ID No:6 y SEQ ID No: 7, respectivamente, y al
mismo tiempo tiene una regioén variable de la cadena liviana cuyos CDR1, CDR2 y
CDRa3 tienen secuencias aminoacidicas con al menos un 97% de identidad con las
SEQ ID No:11, SEQ ID No:12 y SEQ ID No: 13, respectivamente.

2. Anticuerpo monoclonal o un fragmento de este que se une a la nucleoproteina
proteina N de VRS, de acuerdo a la reivindicacion 1 CARACTERIZADO porque
tiene una region variable de la cadena pesada cuyos CDR1, CDR2 y CDR3 son
codificados por secuencias nucleotidicas que tiene al menos un 95% de identidad
con las SEQ ID No:8, SEQ ID No:9 y SEQ ID No:10, respectivamente y su
respectivas secuencias reversas complementarias y tiene una regién variable de la
cadena liviana cuyos CDR1, CDR2 y CDRS3, son codificados por secuencias que
tienen al menos un 95% de identidad con las SEQ ID No:14, SEQ ID No:15 y SEQ
ID No:16 respectivamente y su respectivas secuencias reversas complementarias.

3. Anticuerpo monoclonal o un fragmento de este que se une a la nucleoproteina
proteina N de VRS, de acuerdo a la reivindicacién 1 CARACTERIZADO porque el
anticuerpo es un anticuerpo humanizado o quimérico.

4. Composicién farmacéutica para el tratamiento y/o profilaxis de la infeccion causada
por VRS CARACTERIZADA porgue comprende el anticuerpo monoclonal o un
fragmento de este que se une a la nucleoproteina proteina N de VRS de la
reivindicacion 1 y un portador farmacéuticamente aceptable.

5. Método de detecciébn de virus respiratorio sincicial humano en una muestra

CARACTERIZADO porque comprende contactar la muestra con el anticuerpo
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10.

11.

12.

monoclonal o un fragmento de este que se une a la nucleoproteina proteina N de
VRS de la reivindicacién 1 y detectar la unién del anticuerpo con el antigeno
Método de acuerdo a la reivindicacién 5 , CARACTERIZADO, porque la técnica
utilizada para detectar la unién del anticuerpo con el antigeno corresponde a
ELISA, inmunofluorescencia, inmunohistoquimica, inmunocromatografia, citometria
de flujo, cell sorter, inmunoprecipitacion y/o Western blot.

Método de acuerdo a la reivindicacién 5, CARACTERIZADO, porque el anticuerpo
o fragmento de él de acuerdo con la reivindicacién 1, se encuentra conjugado con
un marcador que permite su deteccion.

Método de acuerdo a la reivindicacion 7 CARACTERIZADO, porque el anticuerpo o
fragmento de él se encuentra unido a un marcador seleccionado del grupo
compuesto por fluoréforos, biotina, radioisétopos, metales y enzimas.

Método de acuerdo a la reivindicacién 8 CARACTERIZADO, porque el anticuerpo o
fragmento de él se encuentra inmovilizado en un soporte sélido.

Método de acuerdo a la reivindicacion 9 CARACTERIZADO porque el soporte
solido se escoge entre nitrocelulosa, celulosa, polietileno y nailon.

Método de tratamiento o profilaxis de wuna infeccion por virus sincicial
CARACTERIZADO porque comprende administrar la composicion farmacéutica de
la reivindicacion 4.

Método de la reivindicacion 11 CARACTERIZADO porque la composicién se

administra por via intramuscular.
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Figura 3
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FIGURA 6
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