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DESCRIPCION
Anticuerpos monoclonales especificos para el antigeno M2-1 del virus respiratorio sincicial (VRS)
Memoria descriptiva
Campo de la Invencién

La presente invencion se refiere a anticuerpos monoclonales que reconocen a la proteina M2-1 del virus respiratorio
sincicial (VRS) humano, que son Utiles para el desarrollo de métodos de diagnéstico de infeccion por VRS y para la
produccién de composiciones farmacéuticas destinadas al tratamiento y/o profilaxis de la infeccion por VRS.

Antecedentes de la Invencién

Las infecciones agudas del tracto respiratorio son la principal causa de hospitalizaciones y muertes pediatricas en
todo el mundo (Bryce, Boschi-Pinto et al. 2005). Durante los meses frios, las infecciones del tracto respiratorio
causadas por virus se agudizan y producen un aumento del nimero de casos, situacion que adquiere caracteristicas
de brote epidémico. Los virus causantes de estas epidemias en la poblacion pediatrica son principalmente el virus
respiratorio sincicial (VRS), el adenovirus (ADV) y el virus de la gripe. Otro agente causal de infecciones del tracto
respiratorio es el metapneumovirus (MPVh), un virus identificado recientemente y que causa infecciones
respiratorias graves en nifios menores de dos afios (van den Hoogen, Herfst et al. 2004), aunque su diagndstico no
esta extendido. Sin embargo, el VRS es el principal agente causante de infecciones agudas del tracto respiratorio en
lactantes de todo el mundo, provocando brotes graves en los meses invernales. Segun la OMS, este virus infecta a
64 millones de personas anualmente, de las cuales 160.000 fallecen (www.who.int). La infeccion por este virus
provoca una amplia gama de cuadros clinicos, que pueden ser leves como la rinitis 0 mucho mas graves, como la
neumonia o la bronquiolitis, observandose las enfermedades mas graves en lactantes, prematuros, nifios con
cardiopatias congénitas y nifios inmunodeprimidos (Cabalka 2004). Ademas, la infeccion causada por este virus es
sumamente frecuente y recurrente, ya que practicamente el 100% de los nifios mayores de tres afios ha presentado
al menos un episodio de infeccién por VRS (Bont, Versteegh et al. 2002). Debido a que esta infecciéon no deja una
memoria inmunolégica adecuada, las reinfecciones son frecuentes, disminuyendo su gravedad a medida que
aumenta la edad del paciente. Sin embargo, los individuos reinfectados actian como reservorios y son fuente de
contagio para nifios menores de 1 afio, los que si generan sintomas respiratorios graves. En Chile, durante los
meses frios (mayo-agosto) este virus es el causante del 70% de la infecciones agudas del tracto respiratorio inferior
gue requieren hospitalizacién (Avendano, Palomino 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 saturaciéon de los servicios de atencion de urgencia, lo que muchas veces ha requerido la aplicacion de
medidas de emergencia en los servicios sanitarios, entre las que se incluye la reconversion de camas para pacientes
pediatricos en los hospitales, la suspension de cirugias electivas y programadas y la contratacion de personal de
apoyo durante los meses en lo que se produce el brote. El método de diagnostico del VRS que suele utilizarse en los
servicios de atencién hospitalaria es un ensayo de diagndstico basado en la deteccion de antigenos viricos mediante
inmunofluorescencia directa de hisopos nasofaringeos. La limitaciébn de ese ensayo esta relacionada con la
necesidad de tener personal formado para el procesamiento y andlisis de las muestras y, ademas, con que los
resultados de dicho ensayo no se obtienen de forma inmediata, dejando un periodo de tiempo en el que el paciente
gueda sin diagnosticar, aungue la infeccién continda su curso. Ante tal problematica, el desarrollo de anticuerpos
monoclonales eficaces, que puedan utilizarse para la creacion de ensayos de deteccion del VRS alternativos, que
requieran una minima formacibn y que sean rapidos de realizar (como, por ejemplo, los ensayos
inmunocromatograficos), aparece como una alternativa necesaria para atender dicha necesidad, puesto que
permiten el reconocimiento especifico de antigenos viricos en muestras de pacientes infectados con VRS,
requiriendo ademas una baja cantidad de muestra. De este modo, nuestra invencion da como resultado un
anticuerpo capaz de detectar bajas cantidades de antigenos de VRS de manera muy eficaz y efectiva, lo que
permite el desarrollo de un método alternativo de detecciéon y diagndéstico que sea rapido, eficaz y certero para
pacientes infectados con VRS, para establecer un tratamiento precoz y adecuado que tenga efecto en el desarrollo
de la enfermedad. Ademas, la eficacia de nuestro anticuerpo permite proponer su uso para la preparacion de
composiciones farmacéuticas destinadas al tratamiento y/o profilaxis de infeccion por VRS. El anticuerpo de la
invencion es especificamente un anticuerpo monoclonal que reconoce la proteina M2-1 del VRS humano y que
secreta el hibridoma 8A4/G9.

El documento D. LI Y COL: "Association of Respiratory Syncytial Virus M Protein with Viral Nucleocapsids Is
Mediated by the M2-1 Protein", JOURNAL OF VIROLOGY, vol. 82, no. 17, 25 de junio de 2008 (25-06-2008),
paginas 8863-8870, desvela anticuerpos monoclonales contra la proteina M2-1 del VRS y su uso en la deteccion de
esta proteina en células infectadas con el VRS mediante inmunofluorescencia.

El documento C. ORVELL ET AL: " Preparation and Characterization of Monoclonal Antibodies Directed against Five
Structural Components of Human Respiratory Syncytial Virus Subgroup B", JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY,
vol. 68, no. 12, 1 de diciembre de 1987 (1987-12-01), paginas 3125-3135, desvela un panel de anticuerpos
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monoclonales contra proteinas del VRS, entre las que se incluyen las proteinas G, F, M, NP y P. Sin embargo, el
documento no describe anticuerpos monoclonales contra la proteina M2-1.

Resumen de la invencién

La presente invencion hace referencia al uso de anticuerpos monoclonales especificos para el virus respiratorio
sincicial (VRS). Concretamente, a un anticuerpo monoclonal IgG2A secretado por la linea celular de hibridoma
8A4/G9 dirigido especificamente al antigeno virico M2-1, que esta asociado a la nucleocapside del virus. Los
anticuerpos pueden utilizarse para ensayos de deteccidon y/o determinacion de infeccién por VRS. Dichos
anticuerpos se encuentran en estado puro y no contienen ningln otro material biolégico contaminante. En la
descripcion del anticuerpo de la invencion se usan indistintamente las expresiones proteina M2-1 y proteina M2.

La invencion también proporciona métodos de diagnéstico y deteccién de antigenos viricos del VRS en muestras
bioldgicas, utilizando los anticuerpos monoclonales producidos y secretados por células del hibridoma 8A4/G9, en
ensayos tales como: ELISA, microscopia con inmunofluorescencia, inmunohistoquimica, citometria de flujo,
purificacién celular (clasificacion celular (CellSorter), por fluorescencia, mediante asociacion a esferas magnéticas o
cualquier método de separacién que utilice el anticuerpo), inmunoprecipitacion, transferencia de Western y
cromatografia. Las muestras pueden ser células in vitro infectadas con VRS o muestras obtenidas de individuos que
se sospecha que tienen infeccion por VRS. En el caso de muestras de un individuo, estas pueden ser muestras de
secreciones nasales, lavados nasales, secreciones faringeas, lavados o secreciones bronquiales o cualquier otro
tipo de muestra que se considere apropiada. La invencion proporciona la oportunidad de desarrollar un método de
aislamiento y deteccién del virus respiratorio sincicial en muestras bioldgicas y cultivos celulares, poniendo en
contacto estas muestras y cultivos con los anticuerpos monoclonales producidos y/o secretados por las lineas
celulares del hibridoma 8A4/G9, fijados a cualquier tipo de soporte sélido, tal como, por ejemplo, una membrana de
nitrocelulosa, nylon u otro soporte. La invencion proporciona la oportunidad de desarrollar kits de deteccion rapida
para el Virus Respiratorio Sincicial o similar, que contengan los anticuerpos producidos por el hibridoma 8A4/G9.
Ademas, como método de deteccién, tratamiento, analisis y/o diagndstico en muestras biol6gicas, también
proporciona la posibilidad de incorporar cualquier tipo de molécula o sustrato que se una quimicamente a los
anticuerpos monoclonales secretados por el hibridoma 8A4/G9, tal como fluor6foros, biotina, radiois6topos, metales,
enzimas y/o cualquier elemento quimico acoplado a los anticuerpos monoclonales secretado por el hibridoma
8A4/G9.

Descripcion de la Figuras

Figura 1: Secuencias de nucleodtidos y de aminoacidos deducidas de las regiones variables de las cadenas ligeras y
pesadas de la inmunoglobulina G secretada por el hibridoma 8A4/G9. A. Secuencia de nucleétidos del ARN
mensajero que codifica la cadena pesada (IgGVH-8A4/G9, panel superior) y la cadena ligera (IgGkVL-8A4/G9, panel
inferior), obtenida mediante secuenciacién del ADN complementario preparado a partir de una muestra de ARN total
purificado del hibridoma en activo crecimiento. B. Secuencia de aminoacidos deducida para la regién variable de la
cadena pesada (IgGVH-8A4/G9, panel superior) y cadena ligera (IgGkVL-8A4/G9, panel inferior).

Figura 2: Grafico que muestra los resultados de un ensayo de deteccién del antigeno M2 del VRS mediante ELISA,
utilizando el anticuerpo anti-M2 del clon 8A4/G9 (primera barra), anticuerpos policlonales anti-M2 producidos en
conejo (segunda barra), sélo anticuerpo secundario anti-lgG de raton conjugado con HRP (tercera barra), anticuerpo
secundario anti-lgG de conejo conjugado con HRP (cuarta barra), anticuerpo anti-M2 del clon 8A4/G9 pero sin
presencia de antigeno (quinta barra) y anticuerpos policlonales anti-M2 producidos en conejo pero sin presencia de
antigeno (sexta barra). Se puede observar que el anticuerpo monoclonal anti-M2 del clon 8A4/G9 detecta de manera
mas eficaz el antigeno M2 que el anticuerpo policlonal producido en conejo.

Figura 3: Grafico que representa el resultado obtenido de un ensayo de eficiencia del anticuerpo monoclonal anti-
M2 del VRS del clon 8A4/G9 para detectar el antigeno a diferentes diluciones de anticuerpo y determinar su
especificidad. El anticuerpo monoclonal anti-M2 (425 pg/ml) se utilizé a una dilucién de 1/100 (concentracion final de
4,25 mg/ml) (primera barra), a una dilucién de 1/1.000 (concentracién final 425 ng/ml) (segunda barra), a una
diluciéon de 1/2.000 (concentracion final 212,5 ng/ml) (tercera barra), y ademas, como control negativo, se utilizé la
proteina M2 del MPVh como antigeno (cuarta barra), sélo anticuerpo secundario anti-lgG de ratén conjugado con
HRP (quinta barra) y control sin antigeno (sexta barra).

Figura 4: Graficos que muestran los resultados de sensibilidad del anticuerpo monoclonal anti-M2 a una dilucién de
1 en 100 (4,25 pg/ml) (figura 4A) y a una dilucién de 1 en 1.000 (425 ng/ml) (figura 4B). En cada grafico se muestra
la capacidad del anticuerpo para detectar al antigeno en diferentes cantidades. Las cantidades de antigeno
ensayadas fueron 1 ug (primera barra), 500 ng (segunda barra), 100 ng (tercera barra), 50 ng (cuarta barra), 25 ng
(quinta barra), control sin antigeno (sexta barra), control de especificidad en el que se utiliza la proteina P8 de
adenovirus como antigeno (séptima barra) y un anticuerpo secundario anti-lgG de ratén conjugado con HRP (octava
barra).
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Figura 5: Graficos que muestran datos de deteccién mediante citometria de flujo de células HEp-2 infectadas con
VRS por el anticuerpo monoclonal anti-M2 (425 pg/ml), a una dilucién de 1 en 3.000 (141,6ng/ml) (figura 5A) y a una
dilucién de 1 en 7.500 (56,6 ng/ml) (figura 5B). En cada grafico se muestra la deteccién de antigeno en células
infectadas (barras negras) y en células no infectadas (barras blancas), utilizando el anticuerpo monoclonal anti-M2
(primer par de barras), un control sélo con el anticuerpo secundario anti-IlgG de ratén-FITC de ratén (segundo par de
barras) y un control positivo con un anticuerpo anti-F de VRS (Bourgeois, Corvaisier et al. 1991)(tercer par de
barras) Este ultimo anticuerpo se utilizé a una diluciéon 1 en 1.000 en ambos ensayos.

Figura 6: La figura 6A imagenes de inmunofluorescencia de células HEp-2 infectadas y tefiidas con el anticuerpo
monoclonal anti-M2 de la invencion. La figura 6B muestra imagenes de inmunofluorescencia de células HEp-2
infectadas y teflidas con el anticuerpo monoclonal anti-F de Millipore. En ellas, en la parte superior izquierda se
muestra una imagen de la tincién solo en el canal verde, que corresponde al marcador de M2 del VRS, la imagen
superior derecha muestra la tincién sélo en el canal azul que corresponde al marcador nuclear y la imagen de la
parte inferior muestra los dos canales juntos.

Figura 7: Graficos que representan los resultados de la determinacion del VRS mediante ensayo ELISA para el
anticuerpo comercial anti-F (figura 7A) y para el anticuerpo monoclonal anti-M2-1 (figura 7B). En cada gréfico, se
muestra la capacidad del anticuerpo para detectar al antigeno (primera barra), un control sin antigeno (segunda
barra) y un control en el que se usa s6lo anticuerpo secundario (tercera barra). La figura 7C corresponde a un
grafico que muestra los resultados de ambos anticuerpos. En ellos se observa que el anticuerpo monoclonal anti-
M2-1 es capaz de detectar mejor particulas de virus que el anticuerpo comercial anti-F.

Figura 8: Graficos que representan los resultados de la determinacion del VRS mediante ensayo ELISA para el
anticuerpo monoclonal anti-M2-1 con dilucion 1 en 100 (4,25 ug/ml) (figura 8A), para el anticuerpo comercial anti-F
con dilucion 1 en 100 (10 pg/ml) (figura 8B) y para el anticuerpo anti-VRS de DHI con dilucion 1 en 10 (figura 8C). En
cada grafico se muestra la capacidad del anticuerpo para detectar el antigeno (primera barra), un control sin
antigeno (segunda barra) y un control en el que se usa s6lo un anticuerpo secundario (tercera barra). El grafico de la
figura 8D muestra los resultados de los tres anticuerpos. Se observa que nuestro anticuerpo monoclonal fue el Gnico
capaz de reconocer particulas de virus.

Figura 9: Gréficos que muestran los resultados obtenidos mediante ensayo ELISA de tipo sandwich, utilizando el
anticuerpo monoclonal anti-M2 de la invencién, con muestras de hisopos nasofaringeos de pacientes previamente
diagnosticados con o sin infeccion por VRS. Se muestran tres pacientes positivos al VRS (figuras 9A, 9B y 9C), un
paciente positivo a MPVh (figura 9D), un paciente sano (figura 9E) y controles negativos sin muestra y sin anticuerpo
de captura para determinar la sefial especifica (figura 9F). En las figuras 9A a 9E, la primera barra de los graficos
representa la deteccién del antigeno virico utilizando el anticuerpo de deteccion (anticuerpo policlonal) a una dilucién
de 1 en 1.000; la segunda barra representa la deteccion del antigeno virico utilizando el anticuerpo de deteccion a
una dilucién de 1 en 2.000; la tercera barra corresponde a un control en el cual no se ha utilizado el anticuerpo de
deteccién; y la cuarta y quinta barra muestran el resultado del ensayo realizado sin activacién de la placa con el
anticuerpo monoclonal, pero utilizando el anticuerpo de deteccién en diluciones de 1 en 1.000 y 1 en 2.000,
respectivamente. La figura 9F muestra un grafico que corresponde a controles, donde las dos primeras barras
muestran el resultado del ensayo sin muestra, a dos diluciones del anticuerpo de deteccién (1 en 1.000 y 1 en 2.000)
y la tercera y cuarta barra muestran el resultado del ensayo sin muestra y sin anticuerpo de captura y con dos
diluciones del anticuerpo de deteccion (1 en 1.000 y 1 en 2.000).

Descripcion Detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a la capacidad que posee el anticuerpo monoclonal IgG2A en el reconocimiento
especifico de un antigeno derivado de la proteina M2-1, el cual estd asociado a la nucleocapside del Virus
Respiratorio Sincicial (VRS).

Un anticuerpo monoclonal es un tipo de anticuerpo homogéneo que se caracteriza por ser capaz de reconocer
especificamente un solo antigeno. Son producidos por una Unica célula hibrida (hibridoma), que es el producto de la
fusién 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 util para la
deteccién de moléculas que generan un gran interés cientifico, clinico e industrial. En la actualidad, los anticuerpos
monoclonales se utilizan de manera generalizada, tanto en investigacion basica como aplicada, debido a su
especificidad y reproducibilidad, 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
diagndstico y tratamiento de multiples enfermedades infecciosas, y como terapia para otras enfermedades. Si bien
es cierto que los anticuerpos monoclonales se utilizan en todo tipo de técnicas de deteccion y diagnostico, es en el
disefio de kits para diagnostico in vitro donde se han obtenido los mejores resultados. Para ello, en la actualidad
existen diversos kits de deteccién rapida, tal como el de la prueba del embarazo, que se basa en la determinacién de
los niveles de gonadotropina coriénica humana (GCh) en la orina utilizando anticuerpo anti GCh. Ademas, los
anticuerpos monoclonales para uso terapéutico han cobrado gran relevancia. En la actualidad existen tratamientos
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terapéuticos para distintas enfermedades que utilizan anticuerpos monoclonales comerciales tales como:
alemtuzumad, gemtuzumab ozogamicina, rituximab, trastumab, etc. (Reichert).

El VRS es un virus de ARN con envoltura que pertenece a la familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae. Su
ARN se transcribe en 10 ARNm, cada uno de los cuales codifica una proteina virica, con excepcién del ARNm de
M2, el cual tiene dos marcos de lectura abiertos (ORF, open reading frame) solapados en 22 nucleétidos que
codifican dos proteinas diferentes: el ORF-1 que codifica la proteina M2-1 y el ORF-2 que codifica la proteina M2-2.
Las proteinas codificadas por los otros ARNm son la nucleoproteina (N), la fosfoproteina (P), la proteina L, la
proteina de la matriz (M), las proteinas NS1, NS2, SH, la proteina de fusion (F) y la proteina G. La proteina N se
asocia al ARN gendmico formando la nucleocépside, la proteina L es una ARN polimerasa asociada a la
nucleocapside, la proteina F interacciona con las proteinas N y L, la proteina M es una proteina no glucosilada que
se encuentra en la cara interna de la envoltura virica, las proteinas NS1 y NS2 son proteinas no estructurales, y las
proteinas SH, G y F forman parte de la envoltura virica. Los kits de diagnostico del 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 infeccion por VRS también estan dirigidos a las mismas proteinas (CL948-96, CN101130765,
US6790611, W0O2009088159, (Erdman y Anderson 1990), (Murray, Loney et al. 2001)). En la actualidad, no existen
kits de diagndstico del VRS o composiciones farmacéuticas para el tratamiento y/o profilaxis de la infeccién por VRS
que utilicen anticuerpos que se unan a la proteina M2-1 del VRS.

M2-1 es un polipéptido con un peso molecular de 22 kD que actia como un factor transcripcional, que impide la
terminacion prematura durante la transcripciéon y, de esa manera, facilita la lectura transcripcional en las uniones de
genes y permite el acceso de la polimerasa del VRS a las unidades transcripcionales cadena abajo. Este proceso
ocurre durante el ciclo de la replicacion del VRS, donde la proteina M2-1, recién sintetizada, se asocia a la
nucleocapside a través de su interaccién con P. Ademas, se ha observado que la proteina M se asocia a la
nucleocapside so6lo en presencia de M2-1, y se ha sugerido que esta interaccion permite apagar la actividad de
transcriptasa del virus, presumiblemente para iniciar el ensamblaje y la gemacion a través de la interaccién con las
glucoproteinas de la envoltura (Li, Jans et al. 2008). En la presente descripcion las expresiones proteina M2-1 y
proteina M2 se utilizan indistintamente.

A partir de nuestras investigaciones relacionadas con los efectos que tienen los antigenos viricos derivados del Virus
Respiratorio Sincicial (VRS) sobre el sistema inmunitario, hemos generado anticuerpos monoclonales murinos,
especificos para la deteccion de antigenos del VRS, que presentan ventajas con respecto a los antigenos
disponibles en el comercio. Especificamente, el anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma 8A4/G9 resultd
ser de mucha utilidad para determinar la infeccion por el VRS en ensayos Inmunolégicos realizados tanto in vitro
como in vivo, utilizando diversas técnicas de deteccion. Debido a esto, estos anticuerpos permiten disponer de una
herramienta valiosa para la deteccion, el diagndéstico y/o la terapia de infeccidon causada por el Virus Respiratorio
Sincicial en cualquier tipo de muestra biolégica donde haya una carga de virus baja. Este anticuerpo monoclonal
puede tener mudltiples aplicaciones de uso diagnéstico y terapéutico, tales como su uso en técnicas de
inmunotransferencia, inmunofluorescencia, inmunocromatografia, citometria de flujo, produccion de formas
farmacéuticas que lo comprenden, o cualquier otra aplicacion que implique su utilizacion. El anticuerpo puede
encontrarse unido a un marcador que permita su deteccion. Son ejemplos de posibles marcadores los que
corresponden a fluoréforos, biotina, radioisétopos, metales, enzimas y cualquier otro marcador apropiado para
anticuerpos.

El anticuerpo monoclonal de la invencion puede encontrarse en su forma natural, tal como secretado por el
hibridoma, o como alternativa, como fragmentos de uniéon a antigeno. Los fragmentos de unién a antigeno son
fragmentos de 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-M2. Ademas, en el caso de la generacién de
composiciones que comprenden al anticuerpo de la invencién, dichas composiciones pueden comprender el
anticuerpo murino o el anticuerpo de la invencion humanizado o quimérico. Esto es especialmente Util en
composiciones para administracion en seres humanos, como una forma de minimizar la posibilidad de que el
sistema inmunitario del individuo tratado con la composicién, genere una respuesta contra los anticuerpos de la
invencion.

A continuacion se describen ejemplos que demuestran las distintas aplicaciones del anticuerpo monoclonal de la
invencion.

Ejemplo 1: Determinacion de la secuencia de nucleétidos que codifica la cadena ligera de la region
variable (VL, variable light) y la cadena pesada de la region variable (VH, variable heavy) de la
inmunoglobulina anti M2-1 secretada por el hibridoma 8A4/G9.

El hibridoma 8A4/G9 se hizo crecer en medio DMEM con alto contenido en glucosa de GIBCO-BRL (Invitrogen, N°
de catdlogo SH30243.01) complementado con bicarbonato de sodio 3,7 g/l y suero bovino fetal al 10% (HyClone), a
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37 °C con CO2al 10%. Cuando la densidad celular alcanzé las 700.000 células/ml, se recuperaron 3,5 x10° células y
a partir de estas células se realiz6 una purificacion de ARN total utilizando Trizol (Invitrogen, N° de catalogo: 15596-
018), como se ha sido descrito anteriormente (Chomczynski 1993). Utilizando el kit Impron 1l de Promega, se realizé
la transcripcion inversa (retrotranscripcion) de 0,5 pg de ARN con ADN complementario y se utilizaron 2 pl de la
reaccion para realizar una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los cebadores proporcionados en
el kit del conjunto de cebadores de Ig de Novagen (N° de catalogo 69831-3) siguiendo las instrucciones de los
proveedores, en un termociclador Maxygene™ de Axygen. Se obtuvieron productos de PCR con los cebadores
cuyas secuencias son: para la cadena pesada MulgVH5'-A: 5’GGGAATTCATGRASTTSKGGYTMARCTKGRTTT3
y MulgVH5'-F: 5’ACTAGTCGACATGAACTTYGGGYTSAGMTTGRTTT3’; para la cadena ligera MulgkV.5'-B:
5'GGGAATTCATGGAGACAGACACACTCCTGCTAT 3 y MulgkV.5'-C
5'’ACTAGTCGACATGGAGWCAGACACACTSCTGYTATGGGTS3'. Los productos de la PCR se clonaron en el vector
de clonacién TOPO-TA pCr (Invitrogen, N° de catélogo K450001SC), siguiendo las instrucciones de los proveedores,
y se secuenciaron por el servicio de secuenciacion de la Pontificia Universidad Catélica de Chile en un secuenciador
Ablprism 3130xI (Applied Biosystem). La secuencia de ADN obtenida se observa en la figura 1A y la secuencia de
aminoacidos deducida se observa en la figura 1B. La secuencia de aminoacidos se obtuvo utilizando el programa
bioinformatico Vector NTI (Invitrogen).

Ejemplo 2: Ensayo de deteccion de antigenos del VRS, es  pecificidad del anticuerpo monoclonal M2-1 para
antigenos del VRS purificados.

Este ensayo tiene como objetivo demostrar la especificidad de nuestro anticuerpo por antigenos viricos del VRS. La
deteccién del antigeno se llevé a cabo mediante la técnica de ensayo ELISA directo, donde la placa de ELISA se
activé con 200 ng de antigeno purificado durante 10 horas a 4 °C. Posteriormente, la placa se lavé una vez con PBS
1X/Tween al 0,02 %, y dos veces con PBS 1X, y después la placa se bloqueé durante 2 horas a temperatura
ambiente con PBS1X/BSA al 3%. Se repitieron los lavados y después la placa se incub6 con anticuerpo anti-M2 del
VRS del clon 8A4/G9 (425 pg/ml) a una dilucion de 1 en 100 en PBS 1X/BSA al 1% durante 2 horas a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacién, los lavados se repitieron y la placa se incub6 con un anticuerpo anti-
IgG de raton marcado con la enzima peroxidasa de rabano picante (horseradish peroxidase, HRP) a una dilucion de
1 en 2.000 en PBS 1X/BSA al 1% durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, se realizaron los lavados y la
placa se revelé con 50 ul de tampén citrato/tetrametilbencidina (TMB) (3-3’-5-5'tetrametilbenzidina, 1 mg/ml) a una
dilucion de 9:1 y H202 1 ul/5ml. La reaccién se detuvo afiadiendo H2SO4 2M y el resultado se ley6 a una DO de 450
nm. Para la detecciéon del antigeno, como anticuerpo primario se utilizé el anticuerpo anti-M2 del VRS del clon
8A4/G9 y después, como anticuerpo de deteccién (anticuerpo secundario), se utilizé anti-lgG de ratén marcado con
HRP. Como control positivo, se utilizé un anticuerpo policlonal anti-M2 del VRS generado en conejo en nuestro
laboratorio; en este caso, el anticuerpo secundario es un anticuerpo anti-lgG de conejo marcado con HRP. Para
determinar que la reaccién del anticuerpo secundario era especifica en reconocer al anticuerpo primario y, ademas,
que la sefial obtenida no era provocada por la unién inespecifica del anticuerpo secundario con el antigeno virico, se
realizaron controles en los cuales se utiliz6 solamente anticuerpo secundario y no primario. Otro control para
determinar que la reaccién del anticuerpo primario es especifica para el antigeno, consistié en el uso de anticuerpos
sobre una placa de ELISA que no se habia activado con el antigeno. Los resultados (figura 2) muestran que el
anticuerpo monoclonal de la invencion es capaz de reconocer 200 ng de antigeno purificado, siendo la sefial incluso
mas fuerte que la del control positivo con anticuerpos policlonales.

Ejemplo 3: Ensayo para determinar la eficiencia dela  nticuerpo monoclonal para detectar antigenos virico S.

El ensayo se realiz6 para determinar la maxima diluciéon del anticuerpo monoclonal anti-M2 del VRS del clon
8A4/G9, que permitia la deteccion del antigeno virico. Para esto, se utilizd la misma técnica del ensayo ELISA
directo del ejemplo 2, pero en este caso la placa se activé con 100 ng de antigeno purificado y el anticuerpo anti-M2
(425 pg/ml) se utilizé a las diluciones de 1 en 100, 1 en 1.000 y 1 en 2.000. El control negativo fue la proteina M2 del
MPVh como antigeno, para determinar que la reaccion del anticuerpo es especifica contra antigenos del VRS y no
para antigenos de otros virus. Para determinar que la reaccion del anticuerpo secundario era especifica en
reconocer al anticuerpo primario y, ademas, que la sefial obtenida no era provocada por la unién inespecifica del
anticuerpo secundario con el antigeno virico, se realizaron controles en los que solo se utilizd el anticuerpo
secundario y no el primario. Ademas, para determinar que la sefial generada correspondia a la unién especifica del
anticuerpo con el antigeno, se realizé un control en el cual la placa de ELISA no se activé con antigeno antes de
realizar la incubacion con los anticuerpos. Los resultados muestran (figura 3) que a pesar de aumentar
significativamente la dilucién del anticuerpo, la sefial obtenida se mantiene alta, y que el anticuerpo de la invencién
no reacciona inespecificamente con la proteina M2 del MPVh. Esto indica que a baja concentracién, nuestro
anticuerpo monoclonal anti-M2, es capaz de detectar especificamente antigenos del VRS.

Ejemplo 4. Sensibilidad del anticuerpo monoclonal ant i M2 contra antigenos del VRS.

Este ejemplo corresponde a un ensayo llevado a cabo para determinar la cantidad minima de antigeno que puede
detectar nuestro anticuerpo monoclonal. Se realizaron ensayos de ELISA directo, como se ha mencionado en los
ejemplos anteriores. En este caso, la placa se activa con antigeno purificado utilizando diferentes cantidades de
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antigeno: 1 ug, 500 ng, 100 ng, 50 ng y 25 ng. El mismo ensayo se realizé en dos grupos donde se evaluaron dos
diluciones de anticuerpo anti-M2 (425 pg/ml): 1 en 100 (grafico 4A) y 1 en 1.000 (grafico 4B). Ambas diluciones se
seleccionaron debido a que previamente habian mostrado una fuerte sefial en el reconocimiento del antigeno
purificado. Los dos grupos de ensayos incluyen un control en el que la placa de ELISA no se activa con antigeno
(control sin antigeno), un control negativo con proteina P8 de Adenovirus para determinar la especificidad del
anticuerpo por el antigeno del VRS y un control en el que solo se utiliza anticuerpo secundario. Los resultados
muestran que las dos diluciones de anticuerpo generan una sefial similar y, ademas, que el anticuerpo es capaz de
detectar incluso 25 ng de antigeno puro con una sefial bastante amplia.

Ejemplo 5. Deteccion de células infectadas con VRS med iante citometria de flujo, utilizando el anticuerpo
anti-M2.

Este ensayo tiene como objetivo demostrar el amplio espectro de técnicas en el que se puede utilizar nuestro
anticuerpo monoclonal. En los ejemplos anteriores, el anticuerpo monoclonal anti-M2 se utilizé en ensayos de ELISA
y en este ejemplo, se evalla la funcionalidad del anticuerpo de la invencion para detectar la infeccion de células con
el VRS, mediante citometria de flujo. Para esto, se utilizaron células HEp-2 infectadas con VRS y células no
infectadas. El protocolo de tincién fue el siguiente: las células se permeabilizaron con PBS 1X/Saponina al 0,2 %, se
tifieron con el anticuerpo monoclonal anti-M2 del VRS del clon 8A4/G9 (425 pg/ml) durante 1 hora a 4 °C a dos
diluciones: 1 en 3.000 (figura 5A) y 1 en 7.500 (figura 5B) en PBS 1X/BSA al 1%, después, las células se lavaron
con PBS 1X y se centrifugaron a 2.000 revoluciones por minuto (rpm) durante 6 minutos, posteriormente se
resuspendieron en el mismo tampén de permeabilizacion y se tifieron con un anticuerpo anti-lgG de ratén marcado
con FITC diluido a 1 en 1.000 en PBS 1X/BSA al 1%. Posteriormente, las células se lavaron con PBS 1X y se
analizaron mediante citometria de flujo. Se incluy6 un control en el que se utilizé sélo el anticuerpo secundario, para
demostrar que la sefial obtenida en el citdmetro de flujo se debia a la unién del anticuerpo anti-lgG de ratén
(anticuerpo secundario) marcado con FITC con el anticuerpo de la invencién. Ademas, se incluyé un control positivo
utilizando un anticuerpo anti-proteina F del VRS. Los datos obtenidos para ambas diluciones de anticuerpo fueron
positivos, como se puede observar en la figura 5, donde podemos observar una notoria diferencia entre células
infectadas y células no infectadas, concluyendo que nuestro anticuerpo es capaz de reconocer células infectadas
por citometria de flujo. Obsérvese que, en el control positivo, el anticuerpo se utilizé a una dilucién 1 en 1.000, lo
cual es mucho mayor que la dilucion utilizada con el anticuerpo de la invencién. Eso explica por qué se obtiene una
sefial mas fuerte con el control positivo que la que se obtiene con el anticuerpo monoclonal anti-M2.

Ejemplo 6. Deteccion de infeccion por VRS mediante inm  unofluorescencia, utilizando el anticuerpo
monoclonal anti-M2.

Este ensayo se realizo para ampliar el espectro de técnicas que permiten detectar la infeccion por VRS, utilizando la
invencion desvelada. Se llevé a cabo un ensayo por microscopia de fluorescencia, donde células HEp-2 infectadas
con VRS y no infectadas se tifieron con anticuerpo monoclonal anti-M2. El protocolo utilizado fue el siguiente: las
células se fijaron con PBS 1x/formaldehido al 4%/sacarosa 0,03M durante 10 minutos a 4 °C, después se lavaron
con PBS 1X, se permeabilizaron con PBS 1X/Saponina al 0,2 % durante 5 minutos a temperatura ambiente, se
afnadio el anticuerpo monoclonal anti-M2 de la invencion (425 pg/ml) a una dilucion de 1 en 200 (2,125 mg/ml) en
PBS 1X/BSA al 1%/Saponina al 0,2 %/Sacarosa 0,03M durante 10 horas a 4 °C. Las muestras se lavaron con PBS
1X/Tween al 0,02% durante cinco minutos y después se realizaron dos lavados con PBS 1X. Se afadi6 el anticuerpo
secundario anti-lgG de ratén marcado con FITC a una diluciéon de 1 en 500 en PBS 1X/BSA al 1% durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se repitieron los lavados y los nicleos se tifieron con Hoescht 33258 a una concentracion 5
ug/ml durante 5 minutos a temperatura ambiente, y finalmente se lavaron con PBS 1X y se procesaron para su
observacion con un microscopio de fluorescencia. Los resultados obtenidos muestran (figura 6A) que el anticuerpo
constituyente de la invencion también es Util para reconocer células infectadas mediante inmunofluorescencia.

Como comparacion, se llevé a cabo el mismo ensayo descrito anteriormente, pero con un anticuerpo monoclonal
comercial especifico para el antigeno de superficie F del VRS, muy utilizado en la actualidad (6B). El anticuerpo
comercial utilizado es el anticuerpo murino que detecta la proteina F del VRS (anticuerpo anti-F, Millipore
MAB8599Clon 131-2A). En resumen, células HEp-2 infectadas con VRS se tifieron con el anticuerpo comercial a
una dilucién de 1:200 y después con un anticuerpo secundario anti-IgG de ratén marcado con FITC a una dilucién de
1 en 500. Se observo que el anticuerpo comercial era capaz de detectar células infectadas con VRS.

Ejemplo 7: Ensayo comparativo entre el anticuerpo com ercial anti-F de Millipore y el anticuerpo monoclon al
anti-M2 del VRS del clon 8A4/G9.

Este ensayo corresponde a un andlisis comparativo entre nuestro anticuerpo monoclonal anti-M2-1 y el anticuerpo
monoclonal comercial especifico para el antigeno de superficie F del VRS (anti-F Millipore) en un ensayo de ELISA.
El anticuerpo anti-F es el mismo que el utilizado en el ejemplo 6, en el cual se realizd un ensayo de
inmunofluorescencia para detectar células infectadas con VRS. Para determinar la versatilidad de nuestro
anticuerpo, en este ensayo se compar6 nuestro anticuerpo anti-M2-1 con el anticuerpo anti-F de Millipore en una
técnica distinta a la inmunofluorescencia. Para la realizacion de este ensayo, la placa de ELISA se activd con
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particulas viricas (VRS) durante 10 horas a 4 °C. Posteriormente, la placa se bloque6 con gelatina de pescado al 1%
durante 2 horas a temperatura ambiente y después se lavé con PBS1 X/Tween al 0,02 % y se lavé dos veces con
PBS 1X. A continuacién, la placa se incub6 con los dos anticuerpos a comparar, a una dilucién de 1 en 1.000
durante 2 horas a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacién, se volvieron a realizar lavados vy,
posteriormente, la placa se incub6 con un anticuerpo anti-lgG de ratén marcado con HRP a una dilucién de 1 en
1.500. Finalmente, se repitieron los lavados y la placa ELISA se reveld con tampon citrato/TMB (9:1) y H202 (1 pl/5ml
de solucion). La reaccion se detuvo con 50 pl de H2SO4 2M. Los controles realizados en el ensayo corresponden a
un control negativo en el cual no se utilizd6 muestra (la placa no se activé previamente con particulas viricas) para
garantizar que la sefial estaba determinada por el reconocimiento de antigenos del VRS, y otro control en el cual se
utilizé solo el anticuerpo secundario para determinar que el anticuerpo secundario no reconoce de por si antigenos
viricos. Los resultados de este ensayo se resumen en los gréaficos de la figura 7. En ellos se observa que a una
dilucién de 1 en 1.000, el anticuerpo comercial no es capaz de detectar particulas viricas del VRS. Sin embargo, el
anticuerpo monoclonal anti-M2-1 es capaz de reconocer particulas viricas en dicha diluciéon. Es decir, el anticuerpo
de la invencion es eficaz incluso a diluciones en las que otros anticuerpos comerciales no son capaces de detectar el
antigeno. Ademas, este ensayo demuestra que nuestro anticuerpo es eficaz en diversas técnicas de deteccion de
antigenos.

Ejemplo 8: Ensayo comparativo entre el anticuerpo com ercial anti-F de Millipore, el anticuerpo anti-VRS de
DHI y el anticuerpo monoclonal anti-M2 del VRS del cl  on 8A4/G9.

Los anticuerpos comparados en este ensayo de ELISA fueron: el anticuerpo monoclonal anti-M2-1 de la invencion,
el anticuerpo monoclonal anti-F de Millipore (Mab8599) y el anticuerpo monoclonal anti-VRS de Diagnostic Hybrids
(DHI, AcM VRS 01-013302). La eleccion de este ultimo anticuerpo, para la comparacion, se debe a que se utiliza de
manera generalizada en la clinica para el diagnostico de pacientes positivos a infeccion con el VRS y fue facilitado
por el centro de investigacion médica del Hospital Clinico de la Universidad Catolica de Chile.

El ensayo comparativo se llevd a cabo siguiendo el mismo procedimiento que el indicado en el ejemplo 7, salvo que
las diluciones de los anticuerpos se modificaron. En este caso, se utilizé una dilucion de 1 en 100 tanto para el
anticuerpo monoclonal anti-F como para el anticuerpo monoclonal anti-M2-1, y para el anticuerpo anti-VRS de DHI
se utilizé una dilucion de 1 en 10, siguiendo la recomendacion de Diagnostic Laboratory, ya que a esa dilucion se
obtiene una sefial positiva para pacientes infectados con VRS. Al igual que en los ejemplos anteriores, se incluye un
control sin muestra, para ver que la sefial esta determinada por el reconocimiento de antigenos de VRS y un control
sélo con anticuerpo secundario, para determinar que nuestro segundo anticuerpo no reconoce de por si antigenos
viricos. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 8 y se puede observar que, a estas diluciones, los
anticuerpos comerciales no muestran sefial positiva para las particulas viricas (figuras 8B y 8C), no obstante el
anticuerpo monoclonal anti M2-1 fue capaz de detectar particulas viricas (figura 8A). Es importante mencionar que
para el diagnostico de pacientes infectados por VRS, el uso del anticuerpo comercial anti-VRS de DHI esta
estandarizado exclusivamente para ensayos de microscopia de fluorescencia, razon por la cual, se podria explicar la
no detecciéon del VRS en un ensayo de ELISA. Por otra parte, la obtencién de una sefial positiva del anticuerpo
monoclonal anti M2-1 muestra que este anticuerpo puede ser una nueva herramienta valiosa para el diagnéstico
clinico de pacientes infectados con VRS utilizando la técnica de ELISA, actualmente no considerada. Ademas abre
la posibilidad de utilizar este anticuerpo monoclonal para el desarrollo de un kit de inmunodiagndstico.

Ejemplo 9: Diagndstico clinico de muestras de pacien tes infectados con VRS, utilizando el anticuerpo
monoclonal anti-M2-1 del VRS por ELISA.

Para verificar la capacidad del anticuerpo monoclonal, que constituye la patente, para diagnosticar o detectar
pacientes positivos al VRS a partir de muestras clinicas de hisopos nasofaringeos, se realiz6 un ensayo de ELISA.
Las muestras clinicas se obtuvieron en el Centro de Investigacion Médicas de la Facultad de Medicina de la
Pontificia Universidad Catdlica de Chile, que fueron previamente diagnosticadas por inmunofluorescencia (método
actualmente utilizado para el diagnéstico de dicha enfermedad). Se realizaron ensayos de ELISA de tipo sandwich
con muestras de pacientes, donde se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-M2 del VRS para activar la placa en una
dilucién 1 en 350, después la placa se bloqueé con gelatina de pescado al 1% durante 2 horas a temperatura
ambiente. A continuacion, se realiz6 un lavado con PBS 1X/Tween al 0,02 % y dos con PBS 1X, y después se
incubaron las muestras de hisopos nasofaringeos durante 10 horas a 4 °C. Las muestras se lavaron nuevamente y
se incubaron con un anticuerpo policlonal de conejo anti-M2 del VRS durante 2 horas a temperatura ambiente, en
dos diluciones: 1 en 1.000 y 1 en 2.000. A continuacion, se realizaron lavados como se describi6é anteriormente y las
muestras se incubaron con anticuerpo anti-lgG de conejo-HRP (diluido 1 en 2.000) y se revelé con tampon
citrato/TMB (9:1) y H202 1 ul/5 ml. Para detener la reaccion, se afiadié H.SO4 2M. El ensayo se llevé a cabo en
muestras de tres pacientes positivos al VRS (figuras 9A a 9C), un paciente positivo al MPVh (figura 9D), un paciente
sano (figura 9E) y controles negativos sin muestra y sin anticuerpo de captura, para determinar que la sefial obtenida
es especifica (figura 9F). Los resultados muestran que el anticuerpo anti-M2 es capaz de reconocer antigenos
viricos especificos del VRS de hisopos nasofaringeos. Por lo tanto, el anticuerpo monoclonal que define la invencion
puede utilizarse satisfactoriamente para detectar antigenos viricos del VRS en muestras de pacientes.
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Los ejemplos descritos en esta memoria descriptiva demuestran la especificidad, eficiencia, sensibilidad y
versatilidad que posee nuestro anticuerpo monoclonal anti-M2-1 del VRS secretado por la linea celular de hibridoma
8A4/G9. Sus caracteristicas ventajosas con respecto a otros anticuerpos que se unen al VRS y que se encuentran
disponibles en el comercio, hacen de nuestro anticuerpo una alternativa eficaz para multiples usos tanto en la
deteccion y/o identificacion del VRS como para la generacién de composiciones farmacéuticas que permitan el
tratamiento y/o la profilaxis de la infeccion por VRS. Los ejemplos presentados en este documento constituyen una
demostracion de algunos de los usos del anticuerpo monoclonal anti-M2-1 del VRS, pero en ningin caso limitan el
alcance de nuestra invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo monoclonal, o un fragmento del mismo, que se une a la proteina M2-1 del virus respiratorio sincicial
(VRS) humano, caracterizado por que comprende la region variable de la cadena pesada de acuerdo con la SEQ ID
NO: 3 (IgGVr-8A4/G9) y la region variable de la cadena ligera de acuerdo con la SEQ ID NO: 4 (IgkV.-8A4/G9).

2. Conjunto de secuencias de nucledtidos que codifican un anticuerpo monoclonal, o un fragmento del mismo, que
se une a la proteina M2-1 del virus respiratorio sincicial (VRS) humano segun la reivindicacion 1, caracterizado por
que comprende la SEQ ID NO: 1 que codifica la region variable de la cadena pesada del anticuerpo y la SEQ ID NO:
2 que codifica la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo.

3. Método de diagndstico de infeccion por VRS en una muestra bioldgica, caracterizado por que el método
comprende poner en contacto la muestra biolégica con el anticuerpo monoclonal, o un fragmento del mismo, contra
el VRS, de acuerdo a la reivindicacion 1 y detectar la unién del anticuerpo con el antigeno.

4. Método de diagnostico de acuerdo con la reivindicacion 3, caracterizado por que la muestra biolégica se
selecciona del grupo que consiste en células infectadas in vitro con el VRS, secreciones nasales, lavados nasales,
secreciones faringeas y/o lavados o secreciones bronquiales.

5. Método de diagnoéstico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 o 4, caracterizado por que la técnica
utilizada corresponde a ELISA, inmunofluorescencia, inmunohistoquimica, inmunocromatografia, citometria de flujo,
clasificacion celular, inmunoprecipitacion y/o transferencia de Western.

6. Método de diagndstico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, caracterizado por que el
anticuerpo, o fragmento del mismo, de acuerdo con la reivindicacién 1, esta conjugado con un marcador que permite
su deteccion.

7. Método de diagndstico de acuerdo con la reivindicacién 6, caracterizado por que el anticuerpo esta unido a un
marcador seleccionado del grupo que consiste en fluoréforos, biotina, radioisétopos, enzimas y metales.

8. Kit de diagnostico para detectar el VRS, caracterizado por que comprende al anticuerpo monoclonal contra el VRS
de acuerdo a la reivindicacion 1.

9. Kit de diagndstico de acuerdo a la reivindicacion 8, caracterizado por que el anticuerpo estéa fijjado a un soporte
sélido.

10. Kit de diagnéstico de acuerdo con la reivindicacion 9, caracterizado por que el soporte sélido es una membrana
formada por uno de los compuestos seleccionados del grupo que consiste en nitrocelulosa, celulosa, polietileno y
nylon.

11. Kit de diagndstico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, caracterizado por que corresponde a
un ensayo inmunocromatografico.
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FIGURA 1

IgG VH-8A4/G9:
ATGAAGTTGGGGTTCAGCTGGATTTTCCTTGTCCTTGTTTTAAAAGGT
GTCCAGTGTGAAATAATTCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGAG
GCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTT
TCAGTCACTATGCCATGTCTTGGGCTCGCCAGACTCCGGAGAAGAG
GCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAATAGTGGTGGTAGTTATACCTACTA
TCCAGACAGTGTGAAGGGGCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCC
AAGAATTCCCTATACCTGCAAATGAGCAGTCTGAGGTCTGAGGACAC
GGCCATGTATTACTGTGCAAGAAAGGGGGCTATGGACTACTGGGGTC
AAGGAACCTCAGTCACCGTCTCTTCAGCCAAAACAACAGCCCCA

IgGk VL-8A4/G9:
ATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGGGTTCC
AGGTTCCACTGGTGACATTGTGCTGACACAGTCTCCTGCTTCCTTAG
CTGTATCTCTGGGGCAGAGGGCCACCATCTCATACAGGGCCAGCAA
AAGTGTCAGTACATCTGGCTATAGTTATATGCACTGGAACCAACAGAA
ACCAGGACAGCCACCCAGACTCCTCATCTATCTTGTATCCAACCTAG
AATCTGGGGTCCCTGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGA
CTTCACCCTCAACATCCATCCTGTGGAGGAGGAGGATGCTGCAACCT
ATTACTGTCAGCACATTAGGGAGCTTACACGTTCGGAGGGGGGACC
AAGCTGGAAA

IgG VH-8A4/G9:
MKLGFSWIFLVLVLKGVQCEIILVESGGGLVRPGGSLKLSCAASGFTFSH
YAMSWARQTPEKRLEWVATINSGGSYTYYPDSVKGRFTISRDNAKNSL
YLOQMSSLRSEDTAMYYCARKGAMDYWGQGTSVTVSSAKTTAP

IgGk VL-8A4/G9:
METDTLLLWVLLLIWVPGSTGDIVLTQSPASLAVSLGQRATISYRASKSVS
TSGYSYMHWNQQKPGQPPRLLIYLVSNLESGVPARFSGSGSGTDFTLN
IHPVEEEDAATYYCQHIRELTRSEGGPSWK*NGLMLHQLY
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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FIGURA 7
B
Anti-F de millipore Anti-M2 del clon 8A4/G9
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FIGURA 8
A B C
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FIGURA 9

Paciente positivo al VRS

Paciente positivo al VRS
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