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ANTICUERPO MONOCLONAL 14F5F6 O FRAGMENTO DEL MISMO, QUE
RECONOCE ESPECIFICAMENTE VIRUS HERPES SIMPLE 1 Y 2.

MEMORIA DESCRIPTIVA

Campo de la Invencion

La presente invencion se refiere a un nuevo anticuerpo monoclonal o fragmento del
mismo, que reconoce especificamente virus herpes simple (HSV), en sus dos tipos, virus
herpes simple de tipo 1 y virus herpes simple de tipo 2 (HSV-1 y HSV-2).

De manera preferida, el anticuerpo de la invencion, es Util para el desarrollo de métodos
de diagnostico de infeccién por virus herpes simple, asi como para la produccion de
composiciones farmacéuticas destinadas al tratamiento, proteccion y/o profilaxis de la
infeccién especialmente causadas por HSV-1 y HSV-2.

Antecedentes de la Invencion

Los virus del grupo de los alfaherpesvirus, tales como el virus herpes simple de tipo 1
(HSV-1), virus herpes simple de tipo 2 (HSV-2) y virus varicela zéster (VZV) afectan a la
poblacién general con alta prevalencia, manifestdndose con un amplio espectro de
patologias que van desde lesiones prolongadas y dolorosas a la piel, infeccién ocular,
lesiones en mucosas, neumonia y hasta encefalitis. Como se ha indicado, la invencién

se enfoca en 2 de estos virus, HSV-1 y HSV-2.

Actualmente, HSV-1 es la primera causa de ceguera por infeccibn en paises
desarrollados. HSV-1 es la también la primera causa de herpes genital primario (primo
infeccion) y la primera causa de encefalitis viral en adultos. La prevalencia de este virus
se estima en alrededor de 70% en el mundo y es alta tanto en paises desarrollados
como en paises en vias de desarrollo. En los EE.UU., la prevalencia actual de HSV-1
es de 54%.

Por otro lado, HSV-2 es la principal causa de lesiones genitales recurrentes y principal
causa de encefalitis neonatal, la cual puede ser mortal y produce importantes secuelas
en los neonatos. Se estima una prevalencia mundial entre 10-20% para HSV-2.

Un problema persistente en el diagnéstico actual de infecciones por estos alfaherpes
virus, es que muchas de las manifestaciones clinicas producidas por HSV-1 y HSV-2
pueden confundirse con lesiones y patologias producidas por otros patégenos virales y
bacterianos.
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Actualmente el diagnéstico de infeccién por HSV-1 y HSV-2 se realiza principalmente
por serologia o gPCR. El primer método habitualmente no informa temporalidad ni lugar
de la infeccion y puede ser de limitada utilidad en individuos previamente infectados con
el virus. Por otro lado, el segundo método es costoso y requiere de personal altamente
calificado, asi como material de laboratorio y equipamiento de alto valor. Ademas, gPCR
podria ser una técnica demasiada sensible considerando la prevalencia del virus en la
poblacién, conduciendo a la obtencién de falsos positivos en el diagnéstico. Con ello,
métodos de diagnéstico para HSV-1, HSV-2 y VZV que sean rapidos, de facil uso y bajo
precio de venta permitiria contar con un diagnostico instantdneo en el sitio de consulta,
permitiendo un tratamiento inmediato, descartar infecciéon por otros patégenos e indicar
prognosis. Contar con un test rapido elimina la necesidad de los pacientes de reagendar

una consulta médica, pues el diagnéstico es in situ.

Por otro lado, un diagnéstico inmediato puede ser de gran utilidad para médicos que
tratan pacientes inmunosuprimidos o inmunodeficientes, pues estos individuos son
altamente susceptibles a infecciones por virus herpes y tienden a manifestar patologias
severas y extendidas con estos virus, comparados con pacientes sanos. En todos los
casos, un diagnéstico positivo para HSV-1 o HSV-2, permitiria al médico indicar un
tratamiento inmediato con antivirales existentes, reduciendo asi la duracién y severidad
de la enfermedad. Ademas, la determinacion de infeccion por HSV-1, HSV-2 permite al
médico informar al paciente de su prognosis, dependiendo del tipo viral involucrado y

lugar de infeccién.

La invencion comprende un nuevo anticuerpo monoclonal capaz de detectar antigenos
de la capside de los virus HSV-1 y HSV-2: La deteccién de estos virus se puede realizar
en una modalidad preferida, empleando la técnica ELISA sandwich, que puede ser facil
y apropiadamente implementada en un kit de deteccion de tipo inmunocromatogréafico
rapido, de facil ejecucién e interpretacién, de bajo costo de produccién y por tanto de
bajo precio de venta, para detectar la presencia de virus herpes simple de tipo 1y de
tipo 2, en muestras obtenidas desde hisopados de lesiones en piel, hisopado ocular,
hisopado de mucosas, o0 en muestras de plasma o liquido encéfalo-raquideo, entre otros.

La reduccién de los costos y del tiempo de entrega del resultado sumado a una alta
especificidad de la deteccion, hacen que el anticuerpo de la invencién, permita una
mayor accesibilidad publica para el diagnéstico de infecciones causadas por los
alfaherpes virus HSV-1 y HSV-2 y una alternativa de deteccion rapida para decidir e
iniciar a la brevedad, el tratamiento que corresponda, acorde a los resultados que



WO 2020/041910 PCT/CL2018/050074

entregue el andlisis de muestras biolégicas, con el anticuerpo que es parte de la

invencién que aqui divulgamos.

De este modo, la invencion se traduce en un anticuerpo capaz de detectar bajas
cantidades de antigenos de HSV-1 y HSV-2, de manera especifica, lo cual permite el
desarrollo de un método alternativo de deteccion y diagnéstico rapido, eficaz y certero
para pacientes infectados con alguno de estos virus, a modo de poder determinar un
tratamiento temprano y adecuado que permita un tratamiento oportuno de la
enfermedad. Ademas, la eficiencia de nuestro anticuerpo permite proponer su uso para
la preparacion de composiciones farmacéuticas destinadas al tratamiento y/o profilaxis
de infeccién por virus patégenos humanos como lo son los virus del herpes simple de

tipo 1 y tipo 2.

El anticuerpo de la invencién corresponde especificamente a un anticuerpo monoclonal
que reconoce especificamente a la proteina VP21 de la capside del virus de herpes
simple de tipo 1 (HSV-1), pero que es capaz de reconocer tanto la presencia del HSV-1
como de HSV-2 en muestras infectadas con estos virus.

Tal como describimos en detalle mas adelante, esta invencion se basa en la eleccion de
los inventores por obtener anticuerpos capaces de ser usados para detectar la presencia
de los virus patégenos del hombre, HSV-1 y HSV-2. Como parte de la investigacion
realizada y de la estrategia de obtencidn de anticuerpos apropiados, se decidié modificar
al uso de coddn de E. coli, la secuencia nucleotidica del gen UL26 del virus herpes
simple HSV-1, el cual fue sobreexpresado en E. coli, y posteriormente aislado el
producto aminoacidico de dicho gen, la proteina de la capside VP21 de HSV-1. La
proteina recombinante aislada, fue usada para inmunizar ratones y posteriormente
obtener por técnicas estandares, el hibridoma monoclonal de la invencién que se
denominé 14F5F6, y que secreta el anticuerpo de la invencién 14F5F6, cuya

caracterizacién se entrega mas adelante.

En el estado del arte previo a esta invencién existen algunas publicaciones que son

cercanas a la invencién, las que se resumen brevemente a continuacion.

En la solicitud de patente CN105925537, se divulga una célula hibridoma y un
anticuerpo monoclonal para la deteccién de HSV. Este documento divulga las
secuencias de los CDR1 y 2 tanto de la cadena pesada como de la cadena liviana del
anticuerpo que divulgan; secuencias que se diferencian de los CDR del anticuerpo de la

invencién, por lo que este documento no adelanta el anticuerpo de la invencién.
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La patente europea EP3050897 divulga un anticuerpo monoclonal para inmunoterapia
pasiva de infecciones causadas por herpes simple HSV-1 y HSV-2. El anticuerpo de
EP3050897 estad caracterizado por cuatro secuencias codificantes para CDRs y
correspondientes secuencias codificantes para las cadena pesada y liviana
respectivamente. Si bien este documento apunta a anticuerpos capaces de unirse a
HSV-1 y HSV-2, su objetivo no es el de detectar la presencia de estos virus y mas
importante aun, las secuencias que se reivindican en EP3050897 difieren del anticuerpo
de la invencidén que aqui se protege.

En la solicitud de patente norteamericana US2005130132, se protege la deteccion de
virus herpes simple, para lo cual se obtienen anticuerpos monoclonales que detectan
virus HSV-2, pero no se menciona que los anticuerpos producidos se obtuvieran usando
VP21 de HSV-1 como antigeno para la inmunizacién. Ademas, las secuencias
aminoacidicas reclamadas en dicho documento no se corresponden con las del

anticuerpo de la invencion que aqui se divulga.

WO02015095366, este documento busca proteger un método de deteccién de
anticuerpos contra HSV-1 y HSV-2 en el suero de un paciente, haciendo reaccionar el
suero del paciente contra antigenos de estos virus inmovilizados en una matriz. Lo
anterior indica que en W0O2015095366 se busca detectar la presencia de anticuerpos y
no se incluye la deteccién directa de los virus, por lo que reclama una invencion distinta

a la que aqui se protege.

Queda asi en evidencia, que el estado actual de la técnica para la deteccién de HSV-1
y HSV-2, requiere el desarrollo de nuevos procedimientos que faciliten y aceleren la
obtencion del resultado, tanto en la disminucion del tiempo necesitado como en la no
necesidad de contar con personal calificado para llevar a cabo la determinacién de la
presencia o ausencia de infeccion por HSV-1 y/o HSV2.

La invencién resuelve esta necesidad aportando al estado de la técnica, un anticuerpo
monoclonal capaz de detectar, con alta especificidad, la presencia de los virus
infecciosos HSV-1 y HSV-2.

Este anticuerpo es Util para emplearse en técnicas de diagnéstico rapidas, de alta
especificidad, de bajo costo, toda vez que se puede presentar, por ejemplo, como un

test inmunocromatogréfico.
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Descripcion resumida de la invencion.

La presente invencién hace referencia al uso de un anticuerpo monoclonal especifico
para diagnosticar infecciones causadas por cualquiera de los alfaherpesvirus HSV-1 y
HSV-2.

Concretamente, el anticuerpo monoclonal desarrollado como parte de la invencién aqui
propuesta, denominado 14F5F6, reconoce con alta especificidad el antigeno VP21 de la
cépside de HSV-1 y HSV-2, lo que se correlaciona con la presencia de los virus HSV-1y
HSV-2. De este modo se permite la deteccion, o diagndstico, de la presencia del virus en
muestras aisladas de pacientes sospechosos de estar infectados por alguno de estos
virus. El anticuerpo de la invencién se obtiene en estado puro y libre de cualquier otro
material biolégico contaminante, por lo que puede ser facilmente utilizado en varios
formatos distintos conducentes a la deteccion y/o determinacion de la infeccion por HSV-
1y HSV-2.

En un aspecto preferido de la invencion, el anticuerpo de la invencion puede ser utilizado

para ensayos de deteccién y/o determinacién de la infecciéon causada por HSV-1.

En otro aspecto preferido, el anticuerpo de la invencién puede ser utilizado para ensayos
de deteccion y/o determinacion de la infeccion causada por HSV-2.

En otro aspecto de la invencion, se proporciona un método para prevencion y
tratamiento de la infeccién causada por HSV-1 y/o HSV-2 en un hospedero dado, el cual
comprende la administracién de una composicidbn que comprende el anticuerpo
monoclonal de la invencién, en dosis suficientes para prevenir y tratar la enfermedad.
En el caso de un uso en Humanos, el anticuerpo puede ser humanizado para minimizar

la posibilidad de una respuesta inmune contra él hospedero (paciente) que lo utiliza.

Ademas, la invencion permite proveer la formulacién de cualquier forma farmacéutica
del anticuerpo monoclonal de esta invencion y, que sean adecuados para el diagnéstico,
tratamiento o prevencién de la infeccién causada por HSV-1 y/o HSV-2.

El anticuerpo de la invencién también puede ser implementado en distintos métodos de
diagnéstico y deteccién de antigenos virales de HSV-1 y/o HSV-2 en muestras
bioldgicas, por ejemplo en ensayos tales como: ELISA, Microscopia de fluorescencia
(Inmunofluorescencia), Inmunohistoquimica, Citometria de flujo, Purificacién de células
(Cell Sorter, por fluorescencia, mediante asociacion a esferas magnéticas o cualquier
método de separacion que utilice el anticuerpo), Inmunoprecipitacién, Western blot y
Cromatografia. Las muestras pueden ser células in vitro infectadas con HSV-1 y/o HSV-
2 o muestras obtenidas de individuos sospechosos de infeccion por HSV-1y HSV-2. En
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el caso de muestras de un individuo, ellas pueden corresponder a hisopado oral, de
0jos, de mucosas, liquido encéfalo-raquideo, o cualquier otro tipo de muestra que se
considere apropiada.

La invencion proporciona ademds, la oportunidad de desarrollar un método de
aislamiento y deteccion de HSV-1 y/o HSV-2 en muestras biol6gicas y cultivos celulares
que se pongan en contactos con el anticuerpo monoclonal aportado en esta invencion,
acoplados en cualquier tipo de soporte sélido, como por ejemplo nitrocelulosa,

membrana de nylon u otro soporte.

En un aspecto preferido, el anticuerpo de la invencién es (til en el desarrollo de kits de
deteccion rapida para HSV-1 y/o HSV-2 o similares alfaherpesvirus, que contenga

segmentos antigénicos reconocibles por el anticuerpo de la invencion aqui divulgada.

Ademas, el anticuerpo de esta invencién proporcionan la posibilidad de incorporarle,
cualquier tipo de molécula o sustrato unida quimicamente, tales como fluoréforos,
biotina, radioisétopos, metales, enzimas y/o cualquier elemento quimico acoplado al
anticuerpo monoclonal mencionado, como método de deteccién, tratamiento, analisis

y/o diagnéstico en muestras bioldgicas.

Descripcion de las Figuras

Figura 1: Deteccion de antigenos de HSV-1 y HSV-2 por el anticuerpo 14F5F6 en
ELISA directo. Esta figura muestra la especificidad del anticuerpo monoclonal 14F5F6
de la invencion en ensayos de ELISA directo utilizando como antigenos, extractos de
proteinas de células VERO (ATCC® CCL-81™ Cercopithecus aethiops, kidney epithelial
cells) infectadas con HSV-1 (cepa viral de referencia KOS) o bien HSV-2 (cepa de
referencia G). En este ensayo se incluyé como control negativo: sin infectar y extracto

de HSV-2 incubado solo con anticuerpo secundario ((-)1rio).

Figura 2: Deteccion de antigenos de HSV-1 y HSV-2 por el anticuerpo 14F5F6 en
ELISA de tipo sandwich. Se evalud la reactividad en ensayo ELISA tipo sandwich, del
anticuerpo de la invencion empleando anticuerpo del clon del hibridoma 14F5F6 contra
extractos proteicos, tanto de células VERO infectadas con HSV-1 (cepa viral de
referencia KOS) (HSV-1 KOS), como de células VERO infectadas con HSV-2 (cepa de
referencia G) (HSV-2 G). Se incluyeron dos controles negativos (sin infectar y (-)1rio).
Control negativo sin infectar. anticuerpos 14F5F6 de captura y detecciéon sobre un
extracto de células sin infectar, Control negativo (-)7rio: s6lo anticuerpo de deteccién
evaluado sobre extracto de HSV-2 sin anticuerpo de captura ((-)1rio). Adicionalmente el
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anticuerpo 14F5F6 se ensay6 contra 500 ng de las proteinas recombinantes VP21 de
HSV-1 (VP21-1) y VP21 de HSV-2 (VP21-2), producidas en E. coli y purificadas.

Figura 3: Deteccion de antigenos de aislados clinicos de HSV-1 y HSV-2 por el
anticuerpo 14F5F6 en ELISA de tipo sandwich. Se evalué la reactividad en ensayo
ELISA tipo sandwich, del anticuerpo de la invencion empleando anticuerpo del clon del
hibridoma 14F5F6 contra extracto proteico de células VERO inoculadas con aislados
clinicos de HSV-1 y HSV-2 desde las cuales se extrajo proteinas (HSV-1 y HSV-2). Se
incluyeron dos controles negativos (sin infectar y (-)1rio). Control negativo sin infectar.
anticuerpos 14F5F6 de captura y deteccidn sobre un extracto de células sin infectar,
Control negativo (-)7rio: sélo anticuerpo de deteccién evaluado sobre extracto de HSV-
2 sin anticuerpo de captura ((-)1rio). Adicionalmente el anticuerpo 14F5F6 se ensay6
contra 500 ng de las proteinas recombinantes VP21 de HSV-1 (VP21-1) y VP21 de HSV-
2 (VP21-2), producidas en E. coli y purificadas.

Figura 4: Deteccion de antigenos de HSV-1 y HSV-2 por el anticuerpo 14F5F6 por
microscopia de fluorescencia. Ensayos de inmunofluorescencia con muestras de
células infectadas con HSV-1 y HSV-2 o no-infectada, utilizando el anticuerpo 14F5F6.
Células VERO fueron infectadas con HSV-1 0 HSV-2, fijadas con acetona e incubadas
con el anticuerpo 14F5F6 en cadmara hiumeda. Luego de lavados con solucién salina, la
muestra fue incubada con un anticuerpo secundario contra IgG de ratén conjugado al
fluoréforo FITC. Filal: células sin infectar, Fila 2: células infectadas con HSV-1 (KOS),
Fila 3: células infectadas con HSV-2 (G). Las columnas corresponden a los distintos
anticuerpos utilizados para evaluar infeccién o reactividad no-especifica. Columna 1: kit
comercial de Millipore® DFA® de Light Diagnostics® numero de catalogo 3291;
Columna 2: anticuerpo 14F5F6. Las células que se ven blancas, corresponden a células
detectadas como infectadas con HSV-1 o HSV-2. Como se muestra en la figura, el
anticuerpo 14F5F6 mostré capacidad de reconocer células infectadas con HSV-1 y
HSV-2 de forma similar o mejor que el kit comercial de Millipore® DFA® de Light
Diagnostics®.

Figura 5: Deteccion de antigenos de HSV-1 y HSV-2 por el anticuerpo 14F5F6 por
citometria de flujo. Monocapas de células Hela fueron infectadas con A. virus herpes
simple 1 (HSV-1 KOS) o B. virus herpes simple 2 (HSV-2 G). Las células infectadas se
soltaron desde la placa de cultivo con tripsina y fueron lavadas con solucién salina y
enseguida fijadas con paraformaldehido al 2% en solucion salina. Luego, las células
fueron permeabilizadas con saponina 0,5% en solucién salina e incubadas con

anticuerpo 14F5F6. Luego, fueron lavadas con solucion salina e incubadas con



WO 2020/041910 PCT/CL2018/050074

anticuerpo secundario contra IgG de ratén conjugado al fluoréforo aloficocianina (APC).
Enseguida, las células fueron lavadas una vez mas con solucién salina y resuspendidas
en la misma solucion para proceder a medicidén por citometria de flujo. Los controles
negativos corresponden a 1. Células sin infectar a las cuales se le aplicé anticuerpo
14F5F6 y luego anticuerpo secundario (sin infectar) y 2. Células sin infectar a las cuales
se le aplicd solo anticuerpo secundario sin anticuerpo 14F5F6 ((-)1rio). Como control
positivo para detectar la infeccién por HSV-1 (KOS) se utilizé el anticuerpo primario anti-
gB (Ac anti-gB, panel A). Como control positivo para detectar la infecciéon por HSV-2
(G) se utilizé el anticuerpo primario anti-gB (Ac anti-gD, panel B). En la figura se indican
los porcentajes de células que presentan una intensidad de fluorescencia asociado a la
deteccion de antigeno de HSV superior al de células sin infectar tratadas con el
anticuerpo 14F5F6.

Descripcion Detallada de la invencion

La presente invencion provee un anticuerpo monoclonal que es capaz de reconocer
tanto a HSV-1 como a HSV-2, que se une especificamente a la proteina VP21 de la
capside del HSV-1, y; convirtiendo a este nuevo anticuerpo, en una alternativa 0til para
la deteccion, diagnéstico y tratamiento especifico de la infeccién causada por los virus
herpes simple 1 y/o 2 (HSV).

El anticuerpo monoclonal o fragmentos del mismo que son parte de esta invencién, han
sido producidos mediante la inmunizacion de ratones empleando como antigeno, la
proteina de la capside VP21 codificada por el gen UL26 del virus herpes simple (HSV-
1; herpes simplex virus type 1) cuya secuencia ha sido optimizada para incrementar su
expresion en E. coli y que corresponde la secuencia SEQ ID N°17. Este anticuerpo
monoclonal se obtuvo de una linea celular entre varios hibridomas monoclonales
obtenidos contra VP21 de HSV-1, y que aqui designamos como 14F5F6, de isotipo
lgG1,K, y que es capaz de reconocer de manera especifica, los virus HSV-1 y HSV-2.

De manera preferida, el anticuerpo monoclonal de la invencién, es 0til para reconocer
con alta especificidad el virus herpes simple de tipo 1 (HSV-1) y virus herpes simple del
tipo 2 (HSV-2).

A modo de resumen, un anticuerpo monoclonal es un tipo de anticuerpo homogéneo
que se caracteriza por reconocer especificamente un solo antigeno y son producidos
por una Unica célula hibrida (hibridoma), que es producto de la fusién de un clon de

linfocito B y una célula plasmatica tumoral.
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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 detecciéon 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 vy
reproducibilidad, lo que permite fundamentar de mejor manera la investigacién. Sin
embargo, es en el area de la biomedicina donde los anticuerpos monoclonales han
tenido enormes aplicaciones practicas, ya sea para diagnostico 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 deteccién
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 determinacién 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: Alemtuzumab, Gemtuzumab

ozogamicina, Rituximab, Trastumab, etc.

El anticuerpo monoclonal de la invencién puede emplearse completo, 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 invencion, aunque mencionan el uso del anticuerpo,
también incluyen el uso de fragmentos de unién del anticuerpo monoclonal anti-VP21
de HSV-1.

Ademas, en el caso de la generacion de composiciones que comprenden al anticuerpo
de la invencion, dichas composiciones pueden comprender al anticuerpo murino o al

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

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

una respuesta contra el anticuerpo de la invencion.

De este modo la invencién apunta a un anticuerpo monoclonal o un fragmento de este
que se reconoce especificamente el virus del herpes simple de tipo 1 (HSV-1) y el virus
del herpes simple de tipo 2 (HSV-2), donde dicho anticuerpo tiene una regién variable
de la cadena pesada cuyos CDR1, CDR2 y CDRS tiene secuencias aminoacidicas que
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tienen al menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 0 100% de identidad con las SEQ ID
No:3, SEQ ID No:4 y SEQ ID No:5, respectivamente, y tiene una regién variable de la
cadena liviana cuyos CDR1, CDR2 y CDRS, tiene secuencias que tienen al menos un
95%, 96%, 97%, 98%, 99% 0 100%de identidad con las SEQ ID No:6, SEQ ID No:7 y
SEQ ID No:8, respectivamente. Mas especificamente dicho anticuerpo tiene una regién
variable de la cadena pesada con al menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de
identidad con la SEQ ID No:1 y tiene una regién variable de la cadena liviana con al
menos un 95% de identidad con la SEQ ID No:2. O de forma alternativa, se puede definir
que el anticuerpo en 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% 0 100% de identidad con la SEQ ID No:9 y su regién variable de la
cadena liviana 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:10. O dicho anticuerpo tiene una region variable de la cadena pesada cuyos
CDR1, CDR2 y CDRS3 estan codificados en una secuencia nucleotidica que tiene al
menos un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 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, y tiene una
regién variable de la cadena liviana cuyos CDR1, CDR2 y CDRS3, estan codificados en
secuencias nucleotidicas que tiene al menos un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95% 96%,
97%, 98%, 99% 0 100% de identidad con las SEQ ID No:14, SEQ ID No:15 y SEQ ID
No:16, respectivamente. El anticuerpo monoclonal o un fragmento de este que
reconoce especificamente el virus del herpes simple, puede ser un anticuerpo

humanizado o quimérico.

Para el experto en la técnica sera evidente que las secuencias nucleotidicas pueden

tener una mayor variabilidad, debido a la degeneracion del c6digo genético.

Adicionalmente la invencién apunta a una composicion farmacéutica el tratamiento y/o
profilaxis de la infeccién causada por HSV-1 y/o HSV-2 que comprende el anticuerpo

monoclonal de la invencién y un portador farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto la invencién apunta a un método de deteccion de virus HSV-1 y/o HSV-
2 en una muestra que comprende contactar la muestra con el anticuerpo monoclonal de
la invencién o un fragmento de este y detectar la unién del anticuerpo con el antigeno.
La técnica utilizada para detectar la unién del anticuerpo con el antigeno puede
corresponder a ELISA, inmunofluorescencia, inmunohistoquimica, inmunocromato-
grafia, citometria de flujo, cell sorter, inmunoprecipitacion, Western blot, o cualquier otra

disponible en la técnica. En una realizacién el anticuerpo de la invencion o fragmento
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de él se encuentra conjugado con un marcador que permite su deteccién. Donde el
marcador se selecciona del grupo compuesto por fluoréforos, biotina, radioisétopos,
metales, enzimas, o cualquier otro disponible en la técnica. En una realizacion el
anticuerpo de la invencion o fragmento de él se encuentra inmovilizado en un soporte

solido; tal como nitrocelulosa, celulosa, polietileno y nylon.

En aln otro aspecto, la invencién apunta a un método de tratamiento o profilaxis de una
infeccién por virus HSV-1 y/o HSV-2 que comprende administrar una composicién
farmacéutica que comprende el anticuerpo monoclonal de la invenciéon y un portador
farmacéuticamente aceptable, asi como excipientes y auxiliares de formulaciéon para
distintas formas farmacéuticas. Donde las formas farmacéuticas pueden ser solucién
inyectable, liofilizados para preparar soluciones inyectables u cualquier otra que exista

en la técnica.
Donde dicha composicién se administra por via intramuscular, intravenosa, u otra.

A continuacion, se describen ejemplos que permiten demostrar las distintas aplicaciones

del anticuerpo monoclonal de la invencion.

Ejemplo 1: Obtencion de un anticuerpo anti-VP21 de HSV-1.

Tal como se ha mencionado a lo largo de esta descripcién, para el desarrollo del
anticuerpo de la invencion, se eligi6 como antigeno a reconocer, a la proteina VP21 de
HSV-1. Para ello, el gen viral codificante para esta proteina viral, de la capside de HSV-
1 el gen UL26 de HSV-1, se obtuvo por sintesis quimica, empleando codones
optimizados para favorecer su posterior expresion en cepas de E. coli KRX, desde
donde se purifico para ser usado como antigeno en el proceso de inmunizacién acorde

se describe mas adelante.

La expresion de la proteina VP21 de HSV-1 recombinante a usar como antigeno, fue
analizada inicialmente por medio de técnicas de amplio dominio técnico como
electroforesis en geles SDS-PAGE tefiidos con azul de Coomassie y transferencias de
Western blot para su posterior reconocimiento con un anticuerpo monoclonal contra el

dominio 6x-His presente en las proteinas recombinantes antigénicas.

VP21 de HSV-1 purificada, fue enseguida, concentrada con metodologias conocidas de
centricones y bolsas de didlisis, obteniendo cantidades sobre el miligramo por mililitro
para la proteina viral. De esta forma, se logré obtener VP21 de HSV-1 en un alto grado
de pureza y en cantidades apropiadas para ser empleada en el proceso de inmunizacioén

11
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y produccion de anticuerpos monoclonales especificos contra esta proteina

recombinante.

Como resultado de la inmunizacion con VP21 de HSV-1, codificada por el gen UL26
modificado acuerdo a esta invencion, se obtuvieron cinco lineas de hibridomas
productores de anticuerpos monoclonales contra VP21 de HSV-1, entre ellas, se cuenta
la linea 14F5F6; esta ultima que fue escogida como la productora del anticuerpo de esta
invencién, dado su mayor eficiencia en la unién y detecciéon de HSV-1 y de HSV-2, tal

como se demuestra mas adelante.

La especificidad del anticuerpo obtenido por ambas lineas de hibridomas seleccionadas
fue evaluada tanto por ensayos de ELISA directo, de ELISA tipo sandwichy por Western
blot, utilizando como control positivo, la proteina recombinante que se utilizé para la
produccion de este anticuerpo. El isotipo, asi como el tipo de cadena liviana que poseen
el anticuerpo obtenido en esta invencion es IgG1,K para la linea 14F5F6.

Ejemplo 2: Evaluacion del anticuerpo monoclonal en ensayos de ELISA tipo
directo con antigeno extraido de cultivos infectados con virus herpes simple
(cepas referencia de laboratorio).

Para evaluar la especificidad del anticuerpo de la invencion se realizé un ensayo ELISA
directo sobre antigenos virales extraidos desde cultivos de células epiteliales infectadas
con virus herpes simple 1y 2 (HSV-1 y HSV-2). Se utilizé un cultivo de células VERO
(ATCC® CCL-81™ Cercopithecus aethiops, kidney epithelial cells), las que fueron
infectadas con HSV-1 (cepa viral de referencia KOS) o HSV-2 (cepa viral de referencia
G). Ambos grupos de células fueron infectas con el virus; luego se procedi6 a su cosecha
por centrifugacion. El sedimento celular obtenido fue utilizado para extraccion proteica
total mediante buffer RIPA (aproximadamente 100-150 puL de buffer por cada 107
células). Luego, la concentracién de proteina se cuantific6 mediante un ensayo
colorimétrico con BCA. Una vez conocidas las concentraciones de proteina total se
activaron las placas de ELISA con 50 puL de los extractos de proteinas a una
concentracion de 10 pg/ml por dos horas a temperatura ambiente. Posteriormente las
placas se lavaron 3 veces con 100 pL de PBS/Tween al 0,05% y luego 5 veces con PBS
sin Tween. Posteriormente, se procedio al bloqueo de todos los pocillos de la placa con
una solucion de suero fetal bovino al 5% a temperatura ambiente. Luego se repitio el
esquema de lavados anteriores sobre las placas y se incubé el anticuerpo primario de
la invencion 14F5F6 por dos horas a temperatura ambiente (5 pg por pocillo). Luego, se
repitié el esquema de lavados anteriores sobre las placas y se incub6 con anticuerpo
secundario anti-lgG de ratén conjugado a HRP (peroxidasa de rabano). Como control
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negativo se agreg6 solo anticuerpo secundario sobre extracto de células infectadas con
HSV-2. Posteriormente se procedi6 al revelado con una solucién PCB (buffer citrate 35
mM, phosphate 67 mM, pH 5.0), TMB (3,3’,5,5 -tetramethyl-benzidine) 0,1 mg/mly H>O>
0,02% concentracion final. Se dej6 proceder la reacciébn enzimatica hasta previo
saturacion. Para detener la reaccién se agregan 10 L de una solucién de &cido sulfarico
2 Ny se procedi6 a la lectura de absorbancia en lector de ELISA a 450 nm en un equipo
Multiskan EX Thermo Labsystem. Los resultados se muestran en la Figura 1.

En estos ensayos se observé que el anticuerpo de la invenciéon 14F5F6 reaccioné de
forma significativa contra extractos de células infectadas con cepas de referencia de
virus herpes simple HSV-1 (KOS) y HSV-2 (G). El anticuerpo monoclonal ensayado
14F5F6 reaccion6 contra HSV-1 y HSV-2.

Ejemplo 3: Evaluacion del anticuerpo monoclonal 14F5F6 en ensayos de ELISA
tipo sandwich con antigeno extraido de cultivos infectados con virus herpes
simple (cepas referencia de laboratorio).

Se evaluo6 la reactividad del anticuerpo de la invencién contra 1 ug de extracto proteico
de células VERO infectadas con HSV-1 (cepa viral de referencia KOS) o con HSV-2
(cepa viral de referencia G) y contra las proteinas recombinantes VP21 de HSV-1 y de
HSV-2, obtenidas en E. coliy purificadas. La placa de ELISA fue activada con 50 ul del
anticuerpo 14F5F6 como anticuerpo de captura a una concentracion de 12 ng/uL a
temperatura ambiente. Enseguida se eliminé el anticuerpo de captura y se procedié al
bloqueo de todos los pocillos de la placa con una solucién de suero fetal bovino al 5% a
temperatura ambiente. Posteriormente, se lavd la placa 3 veces con 100 pL de
PBS/Tween al 0,05% y luego 5 veces con PBS sin Tween. Después, se aplicé 1 ug del
extracto proteico y se incubd la placa a temperatura ambiente. Enseguida, se agregaron
50 ul del anticuerpo de deteccion 14F5F6 conjugado a HRP (peroxidasa de rabano) a 6
ng/uL. Se incubd por 30 min y se lavé previo a adicionar la solucion de revelado.
Posteriormente se procedié al revelado con una solucién PCB (buffer citrate 35 mM,
phosphate 67 mM, pH 5.0), TMB (3,3’,5,5 -tetramethyl-benzidine) 0,1 mg/ml y H>O»
0,02% concentracion final. Se dej6 proceder la reaccién enzimatica hasta previo
saturacion. Para detener la reaccion se agregan 10 pL de una solucién de acido sulfurico
2 Ny se procedi6 a la lectura de absorbancia en lector de ELISA a 450 nm en un equipo
Multiskan EX Thermo Labsystem. Los resultados se muestran en la Figura 2, donde
queda en evidencia la capacidad del anticuerpo monoclonal de la invencién (14F5F6)
para reconocer extractos proteicos infectados tanto con HSV-1 como a HSV-2, asi como

un control que demuestra su reconocimiento de la proteina VP21 de ambos virus.
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Ejemplo 4: Evaluacion del anticuerpo monoclonal 14F5F6 en ensayos de ELISA
tipo sandwich con cepas de HSV obtenidas desde muestras clinicas.

Para evaluar la eficacia del anticuerpo de la invencién en reconocer aislados clinicos de
HSV, se trabaj6é con cepas de HSV obtenidas desde muestras clinicas. Para esto se
obtuvieron aislados clinicos de pacientes con infecciones de HSV-1 o HSV-2, los que
fueron cultivados (amplificados) en células VERO, permisivas para los virus HSV-1 y
HSV-2, desde las cuales se extrajo proteinas. La placa de ELISA fue activada con 50 ul
del anticuerpo 14F5F6 como anticuerpo de captura a una concentracién de 12 ng/uL a
temperatura ambiente. Enseguida se eliminé el anticuerpo de captura y se procedio al
bloqueo de todos los pocillos de la placa con una solucién de suero fetal bovino al 5% a
temperatura ambiente. Posteriormente, se lavé la placa 3 veces con 100 uL de
PBS/Tween al 0,05% y luego 5 veces con PBS sin Tween. Después, se aplicd 1 ug del
extracto proteico y se incub6 la placa a temperatura ambiente. Enseguida, se agregaron
50 ul del anticuerpo de deteccién 14F5F6 conjugado a HRP (peroxidasa de rabano) a a
6 ng/uL. Se incubd por 30 min y se lavd previo a adicionar la solucion de revelado.
Posteriormente se procedié al revelado con una solucion PCB (buffer citrate 35 mM,
phosphate 67 mM, pH 5.0), TMB (3,3’,5,5 -tetramethyl-benzidine) 0,1 mg/ml y H>O>
0,02% concentracion final. Se dejé proceder la reaccion enzimética hasta previo
saturacion. Para detener la reaccién se agregan 10 pL de una solucién de acido sulfarico
2 Ny se procedi6 a la lectura de absorbancia en lector de ELISA a 450 nm en un equipo
Multiskan EX Thermo Labsystem. Los resultados se muestran en la Figura 3, donde
queda en evidencia la capacidad del anticuerpo monoclonal de la invencién (14F5F6)
para reconocer extractos proteicos infectados tanto con aislados clinicos de HSV-1
como a HSV-2, asi como un control que demuestra su reconocimiento de la proteina
VP21 de ambos virus.

Ejemplo 5: Ensayos de inmunofluorescencia con muestras de células infectadas
con HSV, utilizando el anticuerpo desarrollado contra VP21 de HSV-1.

Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia con el anticuerpo de la invenciéon 14F5F6
y se compard con un kit comercial. Células VERO fueron infectadas con HSV-1 o0 HSV-
2 y luego soltadas desde las placas con tripsina, lavadas con solucién salina y
dispuestas sobre un portaobjeto hasta secar la muestra. Enseguida se aplicaron 50 ul
de acetona para fijar las células y luego de realizar un lavado con solucién salina se
aplico el anticuerpo 14F5F6 (12 ng/uL) en camara humeda. Luego de lavados con
solucién salina, la muestra fue incubada con un anticuerpo secundario contra IgG de

raton conjugado al fluoréforo FITC. En la figura 4, las filas corresponden a condiciones
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de tratamiento. Fila1: células sin infectar, Fila 2: células infectadas con HSV-1 (KOS),
Fila 3: células infectadas con HSV-2 (G). Las columnas corresponden a los distintos
anticuerpos utilizados para evaluar infeccién o reactividad no-especifica. Columna 1: kit
comercial de Millipore® DFA® de Light Diagnostics® numero de catalogo 3291;
Columna 2: anticuerpo 14F5F6. Las células que se ven blancas (claras), corresponden
a células detectadas como infectadas (infeccién positiva) con HSV-1 o HSV-2. Como se
muestra en la figura 4, el anticuerpo 14F5F6 mostré capacidad de reconocer células
infectadas con HSV-1 y HSV-2 de forma similar o mejor que el kit comercial de Millipore®
DFA® de Light Diagnostics®. Con ello, nuevamente se confirma que el anticuerpo de la
invencién 14F5F6 es capaz de reconocer células infectadas con HSV-1 y/o HSV-2,

también en ensayos de inmunofluorescencia.

Ejemplo 6: Citometria de células infectadas con virus HSV-1 y marcadas
intracelularmente con el anticuerpo 14F5F6 de la invencion.

Monocapas de células HelLa (ATCC #CCL-2, Homo sapiens, cervix) fueron infectadas
con virus herpes simple 1 (cepa KOS) o virus herpes simple 2 (cepa G). Posterior a la
infeccién, las células fueron soltadas desde la placa con tripsina y separadas por
centrifugacion. El sedimento celular resultante fue resuspendido en una solucion de
salina con paraformaldehido al 2% e incubado para inactivacion del virus.
Posteriormente, las células fueron lavadas con solucion salina, centrifugadas y
resuspendidas en una solucién de solucién salina/Saponina al 0,5% con el propésito de
permeabilizar las células ya fijadas. Después de 15 minutos de incubacién, las células
fueron centrifugadas, y resuspendidas en una solucion salina/Saponina al 0,5% mas el
anticuerpo primario 14F5F6, agregando 2 g totales de anticuerpo por cada 1076 células
en un volumen de 100 pL. Después de incubacion a 4°C, se lavaron las células con
solucion salina. Posteriormente, se resuspendieron las células en una solucién que
contenia un anticuerpo secundario contra IgG de ratén conjugado a aloficocianina (APC)
y se observé la muestra en un citémetro de flujo FACS-Canto I, BD. Con el fin de
corroborar la especificidad del anticuerpo se realiz6 el protocolo mas arriba con
anticuerpo 14F5F6 y anticuerpo secundario sobre células sin infectar. En el grafico de
la Figura 5 se expresa el porcentaje de intensidad de fluorescencia asociado a la
deteccion de antigeno versus el mismo anticuerpo contra células no infectadas. El
anticuerpo de la invencion mostré especificidad para células infectadas y permitié

discriminar células infectadas de células no-infectadas.
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Ejemplo 7: Secuenciacion del Anticuerpo de la invencion.

Se procedid a la secuenciacion del anticuerpo de la invencién 14F5F6, producido por el
hibridoma 14F5F6. Las secuencias proteicas de la cadena pesada se muestra en la
SEQ ID N°1, y la de la cadena liviana en la SEQ ID N°2, y las secuencias aminoacidicas
para los CDRs estan identificados en:

- SEQ ID N3 para CDR1, Cadena pesada;
- SEQ ID N°4 para CDR2, Cadena pesada;
- SEQ ID N®5 para CDR3, Cadena pesada;
- SEQ ID N°6 para CDR1, Cadena liviana;
- SEQ ID N°7 para CDR2, Cadena liviana;
- SEQ ID N8 para CDRS, Cadena liviana.

Mientras que las secuencias nucleotidicas codificantes para las regiones variables de
cada secuencia se muestran en las SEQ ID N°9 para la cadena pesada y en las SEQ
ID N210 para la cadena liviana, y las secuencias nucleotidicas para los CDRs estan
identificados en:

- SEQ ID N®11para CDR1, Cadena pesada;
- SEQ ID N®12 para CDR2, Cadena pesada;
- SEQ ID N®13 para CDR3, Cadena pesada;
- SEQ ID N®14 para CDR1, Cadena liviana;
- SEQ ID N®15 para CDR2, Cadena liviana;

- SEQ ID N®16 para CDR3, Cadena liviana.

16



WO 2020/041910 PCT/CL2018/050074

Pliego de Reivindicaciones

1. Anticuerpo monoclonal o un fragmento de este que se reconoce especificamente el
virus del herpes simple de tipo 1 (HSV-1) y el virus del herpes simple del tipo 2 (HSV-
2) CARACTERIZADO porque dicho anticuerpo tiene una region variable de la
cadena pesada cuyos CDR1, CDR2 y CDR3 tienen secuencias aminoacidicas con
al menos un 95% de identidad con las SEQ ID No:3, SEQ ID No:4 y SEQ ID No: 5,
respectivamente, y al mismo tiempo tiene una regién variable de la cadena liviana
cuyos CDR1, CDR2 y CDR3 tienen secuencias aminoacidicas con al menos un 95%
de identidad con las SEQ ID No:6, SEQ ID No:7 y SEQ ID No:8 , respectivamente.

2. Anticuerpo monoclonal o un fragmento de este, de acuerdo a la reivindicacion 1,
CARACTERIZADO porque dicho anticuerpo tiene una regién variable de la cadena
pesada cuyos CDR1, CDR2 y CDR3 son codificados por secuencias que tienen al
menos un 90% de identidad con las SEQ ID No:11, SEQ ID No:12 y SEQ ID No:13,
respectivamente, y tiene una regién variable de la cadena liviana cuyos CDR1,
CDR2 y CDRS, son codificados por secuencias que tienen al menos un 90% de
identidad con las SEQ ID No:14, SEQ ID No:15 y SEQ ID No:16, respectivamente.

3. Anticuerpo monoclonal o un fragmento de este, de acuerdo a la reivindicacion 1
CARACTERIZADO porque es especifico contra la proteina VP21 de la cpside del
HSV-1y HSV-2.

4. Anticuerpo monoclonal o un fragmento de este, de acuerdo a la reivindicacién 1
CARACTERIZADO porque el anticuerpo es un anticuerpo humanizado o quimérico.

5. Composicion farmacéutica para el tratamiento y/o profilaxis de la infeccion causada
por HSV-1 y/o HSV-2 CARACTERIZADA porque comprende el anticuerpo
monoclonal o un fragmento de este de la reivindicacibn 1 y un portador
farmacéuticamente aceptable.

6. Método de deteccién de virus HSV-1 y/o HSV-2 en una muestra CARACTERIZADO

porque comprende contactar la muestra con el anticuerpo monoclonal o un

17



WO 2020/041910 PCT/CL2018/050074

10.

11.

12.

13.

14.

fragmento de este de la reivindicacién 1 y detectar la union del anticuerpo con el
antigeno

Método de acuerdo a la reivindicacion 6 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, inmunoprecipitacién y/o Western blot.

Método de acuerdo a la reivindicacion 6, CARACTERIZADO, porque el anticuerpo o
fragmento de él de acuerdo con la reivindicacion 1, se encuentra conjugado con un
marcador que permite su deteccién.

Método de acuerdo a la reivindicacion 8 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 10 CARACTERIZADO porque el soporte
solido se escoge entre nitrocelulosa, celulosa, polietileno y nylon.

Método de acuerdo a la reivindicacion 6 CARACTERIZADO, porque la muestra
puede corresponder a hisopado oral, de piel, de ojos, de mucosas, liquido encéfalo-
raquideo, o cualquier otro tipo de muestra que se considere apropiada.

Método de tratamiento o profilaxis de una infeccién por virus HSV-1 y/o HSV-2
CARACTERIZADO porque comprende administrar la composicion farmacéutica de
la reivindicacion 5.

Método de la reivindicacion 13 CARACTERIZADO porque la composicién se

administra por via intramuscular.
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