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P- 2021/18406

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
E. S. D.

Re: Expediente No. NC2021/0008770
Solicitud de patente a nombre de PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE.

Yo, CAROLINA DAZA MONTALVO identificada como aparece al pie de mi firma,
domiciliada en la Carrera 11 No. 86-53, obrando como apoderada de la sociedad
PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE., domiciliada en Santiago, Chile,
solicitante de la patente de la referencia, en respuesta al oficio No. 14142 notificado
electronicamente el 24 de agosto de 2023, relacionado con los requerimientos de fondo
de la solicitud, atentamente me permito presentar la siguiente informacion:

1. Titulo

En primera medida, con respecto a la observacién sobre la falta de relacion del titulo
con el objeto de la solicitud contenido en la descripciéon y las reivindicaciones, me
permito sefialar que es deseo del solicitante modificar el titulo siguiendo la amable
recomendacion realizada por el examinador, de modo que ahora se lee:

“ANTICUERPOS MONOCLONALES QUE SE UNEN ESPECIFICAMENTE A LA PROTEINA
QUIMERICA L DEL VIRUS DE LA PARAINFLUENZA HUMANA (PIV), METODOS Y KITS
DE DETECCION DE PIV EN MUESTRAS BIOLOGICAS”

En vista de lo anterior, amablemente solicito que la objecién al respecto se dé por
superada.

2. Madificacion al capitulo reivindicatorio:
Con fundamento en la facultad que confiere el articulo 34 de la Decisidon 486 al

solicitante para modificar la solicitud de patente en cualquier momento del tramite,
presento junto a este memorial un nuevo capitulo reivindicatorio que consta de nueve
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(9) reivindicaciones, el cual reemplaza completamente el documento presentado el 1
de julio de 2021. Especificamente, se realizaron las siguientes modificaciones:

Se modificd la redaccion de la reivindicacion 1 para eliminar la referencia a
los usos del anticuerpo reclamado.

- Se modificaron las reivindicaciones 2 y 7 para incluir las caracteristicas
técnicas estructurales del anticuerpo de la reivindicacién 1.

- Se madificd la reivindicacion 4 para corregir errores de redaccion.

- Se modificd la redaccion de la reivindicacion 9 para eliminar la referencia a
la deteccidn “cualitativa y/o cuantitativa” y las referencias a la aplicacion del
kit reclamado.

- Se elimind la antigua reivindicaciéon 10.

Estas modificaciones no amplian de ninguna manera la materia objeto de la presente
solicitud, ya que se encuentran sustentadas en la descripcién como fue originalmente
presentada, y se realizan con el fin de definir la materia reclamada de forma clara y
superar las objeciones planteadas por el examinador en su concepto técnico.

3. Pago de tasas

Considerando que el presente memorial se presenta junto con modificaciones a las
reivindicaciones, se adjunta recibo por concepto de pago de tasa de modificacién a la
solicitud, segun lo establecido en la Resolucion 59669 de 2020.

Ahora, en relacién con el numero de reivindicaciones, atentamente me permito resaltar
que junto a la presente respuesta no se realiza el pago de la tasa por concepto de
reivindicaciones adicionales, dado que el nuevo capitulo reivindicatorio cuenta con un
menor numero de cldusulas que el presentado y estudiado anteriormente por su
despacho.

4. Reivindicaciones relativas a usos
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El examinador sefiala que el objeto de las antiguas reivindicaciones 1 y 10 no seria
patentable, ya que se refieren al uso dado al anticuerpo de la invencién.

A este respecto, me permito resaltar que la reivindicacidon 1 fue modificada con el fin
de eliminar las referencias a usos. Por su parte, la reivindicacion 10 fue eliminada del

pliego.
Por lo tanto, la objecidn al respecto ha sido completamente superada.

5. Claridad y concision de las reivindicaciones

El solicitante manifiesta que mediante la presentacion del nuevo capitulo reivindicatorio
quedan subsanadas la totalidad de las objeciones presentadas por el examinador en su
concepto técnico, de modo tal que las nuevas reivindicaciones reclaman de manera
clara y concisa la invencién descrita. Con respecto a las objeciones especificas del
examinador, me permito manifestar lo siguiente:

5.1 El examinador afirma que la reivindicacion 2 no es clara porque no incluye
las caracteristicas técnicas esenciales estructurales del anticuerpo mencionado.

Al respecto, se hace notar que la nueva reivindicacion 2 incluye las secuencias
caracteristicas del anticuerpo de la invencién, por lo tanto, la objecién en este sentido
ha sido superada.

5.2 El examinador indica que la reivindicacidon 4 no es clara porque presenta
errores de redaccion.

Siguiendo la sugerencia del examinador, la reivindicacién 4 ha sido modificada para
corregir los errores senalados.

5.3 El examinador afirma que la reivindicacion 7 no es clara porque no incluye
las caracteristicas técnicas esenciales estructurales del anticuerpo mencionado.

Al respecto, se hace notar que la nueva reivindicacion 7 incluye las secuencias

caracteristicas del anticuerpo de la invencién, por lo tanto, la objecién en este sentido
ha sido superada.
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5.4 Por ultimo, el examinador afirma que la reivindicacién 9, no es clara porque
la expresion "para detectar PIV" refleja implicitamente el uso dado al kit.

En este sentido, me permito senalar que, con el fin de dar continuidad al tramite de la
solicitud, el solicitante ha decidido eliminar la frase objetada.

En vista de lo anterior, las objeciones relacionadas con la claridad, la concision y el
soporte en la descripcion del capitulo reivindicatorio, han quedado completamente
superadas.

6. Descripcion

El examinador indica que la descripcién no es clara porque presenta errores en las
paginas 13 y 14, pues existe una incongruencia entre las secuencias alli mencionadas
y el listado de secuencias presentado.

En este sentido, el solicitante desea sefialar que, tal como lo menciona el examinador,
existe un error de escritura en el contenido y descripcién de las secuencias en dos
parrafos de la memoria descriptiva. No obstante, el listado de secuencias de la solicitud
se encuentra correctamente presentado y sirve como sustento para la presentacién de
una modificacion en la memoria descriptiva que permite definir de mejor manera las
secuencias que corresponden a secuencias de aminoacidos de las CDRs de las cadenas
pesada y liviana del anticuerpo, las modificaciones realizadas se mencionan a
continuacion:

a) Se reemplazé:

“Las secuencias nucleotidicas de las cadenas pesada y liviana de los anticuerpos
secretados por el hibridoma 2E11B5 corresponden a las identificadas como SEQ
ID NO. 1; SEQ ID NO.2 respectivamente” (Ultimo parrafo pagina 13)

Por:

"Las secuencias aminoacidicas de las cadenas pesada y liviana de los anticuerpos
secretados por el hibridoma 2E11B5 fueron identificadas por las CDRs de su
cadena liviana correspondientes a CDR1 (CDRLC1) que se define segun la SEQ
ID NO: 1, su CDR2 (CDRLC2) que se define por la SEQ ID NO: 2 y su CDR3
(CDRLC3) que corresponde a la SEQ ID NO: 3, y las CDRs de su cadena pesada
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correspondientes a CDR1 (CDRHC1) que se define segun la SEQ ID NO: 4, su
CDR2 (CDRHC2) que corresponde a la SEQ ID NO: 5 y su CDR3 (CDRHC3) que
corresponde a la SEQ ID NO: 6".

b) Se reemplazod:

“Las secuencias nucleotidicas de las cadenas pesada y liviana de los anticuerpos
secretados por el hibridoma 4D8C6 corresponden a las identificadas como SEQ
ID NO. 3; SEQ ID NO.4 respectivamente”. (Ultimo parrafo pagina 14)

Por:

“Las secuencias aminoacidicas de las cadenas pesada y liviana de los anticuerpos
secretados por el hibridoma 4D8C6 corresponde a las identificadas por las CDRs
de su cadena liviana correspondientes a CDR1 (CDRLC1) que se define segun la
SEQ ID NO: 7, su CDR2 (CDRLC2) que se define por la SEQ ID NO: 8 y su CDR3
(CDRLC3) que corresponde a la SEQ ID NO: 9, y las CDRs de su cadena pesada
correspondientes a CDR1 (CDRHC1) que se define segun la SEQ ID NO: 10, su
CDR2 (CDRHCZ2) que corresponde a la SEQ ID NO: 11 y su CDR3 (CDRHC3) que
corresponde a la SEQ ID NO: 12”.

En vista de lo anterior, el solicitante solicita que se retiren las objeciones a la
descripcion.

7. Nivel Inventivo

El examinador establece en su concepto técnico que las reivindicaciones 2 a 9 carecerian
de nivel inventivo a la luz de la combinacidn de ensefianzas de los documentos D1
(EP2419734) y D2 (Nishio, M., et al., Virology.).

Con respecto a lo anterior, me permito resaltar las disposiciones del articulo 18 de la
Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, que establecen que “se
considerara que la invencion tiene nivel inventivo, si para una persona del oficio
normalmente versada en la materia técnica correspondiente, esa invencion no hubiese
resultado obvia ni se hubiese derivado de manera evidente del estado de la técnica”.

Lo anterior significa que el analisis de nivel inventivo NO es una comparaciéon de los
objetos de las anterioridades y la solicitud en estudio. Por el contrario, el analisis de

clarkemodet.com



Carrera 11 No. 86-53, Piso 3
Edificio Segovia
Clarke + 110221 Bogota, Colombia
T (+57) 1 618 10 88
MOdet F (+57) 1 635 08 24
nivel inventivo debe demostrar |la obviedad de la invencion y establecer como ésta no

contiene un salto cualitativo, que demuestre su altura inventiva, teniendo en cuenta
gue se hace necesario demostrar que la invencidon analizada carece de nivel inventivo

y hubiese sido obvia para una persona versada en la materia.

Dichas condiciones no se cumplen para el caso en cuestion, pues, tal como se mostrara
mas adelante, las caracteristicas técnicas mencionadas en las nuevas reivindicaciones
no pueden derivarse de manera obvia o evidente a partir de las ensefanzas del estado
de la técnica representadas en los documentos D1 y D2, y, por lo tanto, la materia
reclamada es inventiva a la luz del arte previo.

El andlisis realizado por el examinador

El solicitante desea resaltar su desacuerdo con el sefior Examinador, quien, en el oficio
gue aqui se responde establece una tabla comparativa Unicamente respecto del método
de deteccion del virus PIV en una muestra bioldgica y la deteccidn de la unién del
anticuerpo con el antigeno que permite detectar el virus PIV en la muestra. Es decir, en
el analisis presentado se establece la comparacion respecto de una vision muy general
del método, sin considerar las caracteristicas técnicas particulares y ventajosas
descritas y demostradas para la solucién propuesta en la solicitud en comento.

Como consecuencia de dicho analisis, el examinador indica que “el problema técnico
objetivo que pretende resolver esta invencion se puede formular asi: ¢Como modificar
el método conocido en D1 con el fin de obtener un método alternativo?”.

El solicitante respetuosamente disiente de lo sefalado, puesto que los documentos
citados no apuntan a resolver el mismo problema técnico ni anticipan las secuencias ni
caracteristicas técnicas particulares de los anticuerpos descritos en la solicitud
NC20210008770:

Problema técnico y solucion de la solicitud en estudio

D1 (EP2419734 B1) presenta un método para la deteccion de al menos dos tipos de

virus respiratorios, que comprende:

a) Proporcionar:
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i) una muestra bioldgica liquida que comprende, o se sospecha que comprende, al
menos dos antigenos virales respiratorios de al menos dos tipos de virus
diferentes;

ii) al menos dos anticuerpos monoclonales que comprenden un primer y segundo
anticuerpos monoclonales, donde dicho primer anticuerpo monoclonal reacciona
con un primer antigeno viral de un primer tipo de virus respiratorio y no reacciona
con un segundo antigeno viral y estd marcado con un primer marcador
fluorescente, y donde dicho segundo anticuerpo monoclonal reacciona con dicho
segundo antigeno viral de un segundo tipo de virus respiratorio y no reacciona
con dicho primer antigeno viral y estd marcado con un segundo marcador

fluorescente;

b) incubar al menos una porciéon de dicha muestra bioldgica liquida con dichos
primeros y segundos anticuerpos monoclonales en una suspensién en condiciones
tales que dichos anticuerpos monoclonales se unan a dichos primeros y segundos
antigenos virales respiratorios; en el que dicha incubacion de dichos primeros y

segundos anticuerpos monoclonales con dicha suspension es simultanea;

Si bien en el alcance de D1 se realizan pruebas con los anticuerpos ahi descritos para
detectar un virus respiratorio en una muestra bioldgica liquida, se otorga informacion
de un proceso general sin incluir antecedentes o informacion técnica que permitiese a
los inventores de la solicitud en analisis, derivar especificamente la secuencia de
nucledtidos y aminoacidos del set de anticuerpos expuestos en la solicitud en analisis.
Ademas, en ningun caso en D1 se hace una prueba directa con los anticuerpos que
detecten la proteina L de PIV y que estos sean capaces de detectar al antigeno en el
orden de los nanogramos o picogramos. Tampoco se incluye informacion para anticipar
el disefio de los anticuerpos que puedan ser usados de forma indistinta y sin interferirse,

como anticuerpos de captura o deteccion.
Por su parte, D2 describe la obtencidn de once anticuerpos monoclonales (MAb)

dirigidos contra la proteina grande (L) del virus de la parainfluenza humana tipo 2 (hPIV-

2) para examinar las interacciones de la proteina L con otras proteinas virales. Los
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ensayos de inmunoprecipitacion con estos MAb revelaron que la proteina L interactuaba

directamente con las proteinas fosfoproteinas (P) y nucleocapside (NP) in vivo e in vitro.

En ninglin caso los documentos citados como mas cercanos apuntan a resolver el mismo
problema técnico y planteado en la solicitud NC20210008770 que guarda relacién con
detectar de forma eficiente, sensible y especifica el antigeno del virus de la
parainfluenza, pero en muestras clinicas de hisopados nasofaringeos, condicion de
muestra donde el antigeno se encuentra en muy bajas concentraciones y que presenta
importantes interferentes para su deteccion. Es por esto, que los inventores de la
presente solicitud abordan una problematica mas compleja donde tuvieron que resolver
una serie de dificultades técnicas para disponer de un disefio de anticuerpos que
permitiese detectar al antigeno L de forma sensible y especifica en muestras clinicas.
Estas problematicas y condiciones para la solucion no pueden ser anticipados ni

definidos desde el estado del arte mas cercano.

Ventajas técnicas

Los anticuerpos descritos como parte del alcance de la solicitud NC20210008770
presentan importantes ventajas técnicas respecto del estado del arte citado. En la tabla
1 se presenta la comparacién entre las caracteristicas técnicas de la solicitud
NC20210008770, D1 y D2.

Los anticuerpos descritos en NC20210008770 son capaces de detectar la proteina L en
muestras bioldgicas de hisopados nasofaringeos de pacientes de forma especifica y
sensible, donde es reconocida la presencia de interferentes y la baja concentracién de
antigeno. Por ejemplo, en el ejemplo 9 denominado estudio ciego para la deteccién de
al antigeno L de PIV se usan los anticuerpos monoclonales de la invencidon para detectar
el antigeno en 150 muestras mediante ELISA Sandwich. En ese ensayo, los anticuerpos
se utilizan en conjunto, permitiendo detectar con alta especificidad (100%) y alta
sensibilidad (71%). La sensibilidad y especificidad reportada en la solicitud en anélisis

es superior o mejor que lo descrito para los anticuerpos de D1 (ver tabla 1).
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En los ejemplos 10 y 11 se presenta la deteccion de la proteina L mediante ensayo
ELISA indirecto utilizando los anticuerpos de manera conjunta para detectar el antigeno
en concentraciones muy bajas de 50 ng, incluso utilizando sélo un fragmento del

anticuerpo.

Se demuestra también que los anticuerpos parte del alcance de la invencidon pueden
unirse de forma simultanea al antigeno, y detectar de forma sensible al antigeno, sin
competir o interferir en ellos (ejemplo 8 diagndstico clinico de PIV en muestras de

hisopado nasofaringeo).

Los inventores también proveen y demuestran anticuerpos versatiles para su uso en
ELISA indirecto (ejemplo 3 y 5), Luminex tipo sandwich (ejemplo 6), ELISA sandwich
(ejemplo 7), Luminex tipo sandwich en muestras clinicas (ejemplo 8). En todas las
técnicas, los anticuerpos reconocieron de forma especifica y sensible los 50 ng de
antigeno considerados en los ensayos in vitro. Es mas, en el ejemplo 4 se determina la
sensibilidad de los anticuerpos mediante la determinacion de la maxima dilucion. Los
resultados del ensayo ELISA indirecto demuestran que el anticuerpo del hibridoma
4D8C6 demostrd mas sensibilidad, pero ambos anticuerpos son sensibles para detectar

concentraciones muy pequefias de hasta 190 picogramos de proteina pura.

También, los anticuerpos descritos en NC20210008770 son inventivos respecto del
estado del arte mas cercano respecto de su capacidad de ser utilizados como

anticuerpos de captura o de deteccion.

En los ejemplos de aplicacidén 3, 4 y 5 se presentan ensayos de deteccidn de la proteina
L de PIV utilizando los anticuerpos parte del alcance de la invencién como anticuerpos
de captura o unidén primaria al antigeno. Asi, en estos ensayos se utilizaron como
anticuerpo de captura a los anticuerpos derivados de los hibridomas 2E11B5 y 4D8C6,

y un anticuerpo IgG conjugado como anticuerpo de deteccidn.

En los ejemplos de aplicacién 6 a 9 se presentan ensayos de deteccidon del antigeno L

mediante ELISA, Luminex e inmunofluorescencia, considerando al anticuerpo derivado
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del hibridoma 2E11B5 como anticuerpo de captura y al anticuerpo derivado de 4D8C6

como anticuerpo de deteccidn.

En todos los ensayos citados, los anticuerpos descritos por los inventores detectan de
forma especifica, sensible y eficaz al antigeno L de PIV, incluso se demuestra que es
posible detectar al antigeno en ordenes de magnitud de nanogramos y picogramos de

la proteina.

Por lo tanto, de acuerdo con la informacion expuesta, los anticuerpos en cuanto a su
secuencia, disefo y funcionalidad no pueden ser derivados desde el estado del arte mas
cercano y presentan caracteristicas técnicas mejoradas y diferentes para detectar la
proteina L del virus PIV en muestras donde su concentracién es baja. Por lo tanto, las
reivindicaciones de la solicitud NC20210008770 son inventivas respecto del estado del

arte mas cercano.

Tabla 1.- Resumen comparacion caracteristicas técnica NC20210008770 y
estado del arte mas cercano.

Caracteristica Solicitud en analisis D1 D2

Sensibilidad vy
limite de

deteccidn

ELISA indirecto (ejemplo 3 y 5),
Luminex tipo sandwich (ejemplo
6), ELISA sandwich (ejemplo 7),
Luminex tipo sandwich en
muestras clinicas (ejemplo 8): En
los
de

forma especifica y sensible los 50

todas las técnicas,

anticuerpos reconocieron
ng de antigeno considerados en
los ensayos in vitro.

Ejemplo 9: 71% sensibilidad.

No se demuestra
de
deteccién de 50 ng
de
Sensibilidad
promedio
34,3%
(2H3C5/A(6)B11) y
34,8 (10B12C11/
A(6)B11) (parrafo
[0143])

sensibilidad

antigeno

del

No

describe

se

Especificidad

Se

controles de especificidad 50 ng

Figura 1. usaron como

Deteccidon

especifica en

No

describe

se
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de proteina PB2 de Flu (como
control de especificidad) y 20 pg
de Usado bacteriano de E. coli
cepa BL21 sin plasmido. No hubo
deteccién de los controles.

Figura 5: Deteccion de PIV en
muestras  clinicas  mediante
ELISA en Sandwich y Luminex
tipo Sandwich. Se utilizaron 16
muestras de pacientes positivos
de

incluyeron 3

para PIV y como control
especificidad, se
muestras de pacientes positivos
para el virus Influenza (Flu+). No
hubo deteccion de los controles.

Ejemplo 9: 100%

ensayos de
reactividad cruzada
(parrafos  [0154]
[0158]) No hay
analisis de
especificidad en
muestra clinica
como tal.

Versatilidad

uso

como

anticuerpo de

captura

deteccién

(0]

Ejemplos de aplicaciéon 3, 4 y 5:
uso como anticuerpo de captura
los anticuerpos derivados de los
hibridomas 2E11B5 y 4D8C6, y
un anticuerpo IgG conjugado
como anticuerpo de deteccion.

Ejemplos de aplicacidon 6 a 9 se
presentan ensayos de deteccion
del antigeno L mediante ELISA,
Luminex e inmunofluorescencia:
se usa al anticuerpo derivado del
2E11B5

anticuerpo de

hibridoma como

y al
anticuerpo derivado de 4D8C6

captura

como anticuerpo de deteccidn.

No se describe

No

describe

se
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Teniendo en cuenta lo anterior, es claro que las caracteristicas técnicas de la materia
definida en el capitulo reivindicatorio que se presenta junto con este escrito no pueden
derivarse de las ensenanzas del estado de la técnica citado (D1 y D2). Por lo tanto, el
objeto reclamado cumple con el requisito de Nivel Inventivo establecido en el Art. 18
de la Decisién 486.

8. Conclusion

Con las modificaciones introducidas y los argumentos presentados puede concluirse
que:

i) El nuevo titulo de la solicitud es claro y se relaciona con el objeto reclamado,
cumpliendo asi con el literal d) del articulo 27 de la Decisiéon 486 de 2000;

i) El nuevo pliego reivindicatorio se ajusta a las disposiciones del Articulo 34 de
la Decisién 486/00;

iii) La invencidon de la presente solicitud es clara y cuenta con el debido sustento
en el capitulo descriptivo, a la vez que se encuentra divulgada de manera
suficientemente completa, cumpliendo asi con los requerimientos de los
Articulos 30 y 28 de la Decisidén 486;

iv) La presente invencion se relaciona con materia susceptible de patentabilidad,
cumpliendo asi con los requerimientos del Articulo 14 de la Decisién 486, y

V) La invencion de la presente solicitud no resulta obvia ni se derivada de manera
evidente del estado de la técnica, cumpliendo asi con los requerimientos del
Articulo 18 de la Decisidon 486.

Por tanto, atentamente me permito solicitar a ese Despacho otorgar el privilegio de
patente solicitado a la solicitud en estudio, toda vez que cumple a cabalidad con los
requerimientos de la Decisién 486 de 2000.

Asimismo, respetuosamente solicito a ese Despacho pronunciarse en relacién con todos

los argumentos presentados en este memorial dando estricta aplicacidon al principio del
debido proceso consagrado en el articulo 29 de la Constitucién Nacional.
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9. Anexos

- Nuevo capitulo reivindicatorio conformado por nueve (9) reivindicaciones.
- Memoria descriptiva modificada.
- Recibo de pago por concepto de modificacion a las reivindicaciones.

Sefora Directora,
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Reivindicaciones

1. Anticuerpo monoclonal o una porcién de unién a antigeno del mismo que se une a la proteina L
del virus parainfluenza humano (PIV) CARACTERIZADO porque comprende una region variable de
cadena ligera donde su CDR1 (CDRLci) se define segun la SEQ ID NO: 1, su CDR2 (CDRLc2) se
define por la SEQ ID NO: 2 y su CDR3 (CDRLc3s) corresponde a la SEQ ID NO: 3, y una regién
variable de la cadena pesada donde su CDR1 (CDRwHci) se define segin la SEQ ID NO: 4, su
CDR2(CDRHc?2) corresponde a la SEQ ID NO: 5y su CDR3 (CDRHcz3) corresponde a la SEQ ID NO:
6,0

una region variable de cadena ligera donde su CDR1 (CDRvci) se define segun la SEQ ID NO: 7, su
CDR2 (CDRLc2) se define por la SEQ ID NO: 8 y su CDR3 (CDR.cs) corresponde a la SEQ ID NO:
9, y una region variable de la cadena pesada donde su CDR1 (CDRHci) se define segun la SEQ ID
NO: 10, su CDR2 (CDRHc2) corresponde a la SEQ ID NO: 11 y su CDR3 (CDRHcs) corresponde a la
SEQ ID NO: 12.

2. Método para detectar al virus PIV en una muestra bioldgica CARACTERIZADO porque el método
comprende poner en contacto la muestra biolégica con el anticuerpo monoclonal o una porcién de
unién a antigeno del mismo que se une a la proteina quimérica L de PIV de acuerdo a la
reivindicacién 1 que comprende una regidn variable de cadena ligera donde su CDR1 (CDRLci) se
define segun la SEQ ID NO: 1, su CDR2 (CDRLc2) se define porla SEQ ID NO: 2y su CDR3 (CDRLc3)
corresponde a la SEQ ID NO: 3, y una region variable de la cadena pesada donde su CDR1 (CDRHci)
se define segun la SEQ ID NO: 4, su CDR2(CDRw#c2) corresponde a la SEQ ID NO: 5y su CDR3
(CDRHc3) corresponde a la SEQ ID NO: 6, 0

una region variable de cadena ligera donde su CDR1 (CDR.ci) se define segun la SEQ ID NO: 7, su
CDR2 (CDRuLc2) se define por la SEQ ID NO: 8 y su CDR3 (CDRLcs) corresponde a la SEQ ID NO:
9, y una regién variable de la cadena pesada donde su CDR1 (CDRHci) se define segun la SEQ ID
NO: 10, su CDR2 (CDRHc2) corresponde a la SEQ ID NO: 11 y su CDR3 (CDRHcs) corresponde a la
SEQ ID NO: 12 y detectar la union del anticuerpo con el antigeno, detectando asi el virus PIV en la
muestra.

3. Método para detectar al virus PIV en una muestra biolégica de acuerdo a la reivindicacién 2,
CARACTERIZADO porque la muestra bioldgica se selecciona del grupo compuesto por células in
vitro infectadas con PIV, secreciones nasales, lavados nasales, liquido cefalorraquideo, secreciones
faringeas y/o lavados o secreciones bronquiales.

4. Método para detectar al virus PIV en una muestra bioldégica de acuerdo a cualquiera de las
reivindicaciones 2 o 3, CARACTERIZADO porque el ensayo utilizado para la deteccién de la unién
del anticuerpo con el antigeno se selecciona de: ELISA, inmunofluorescencia, inmunohistoquimica,
inmunocromatografia, citometria de flujo, cell sorter, inmunoprecipitacién y/o Western blot.

5. Método para detectar al virus PIV en una muestra bioldgica de acuerdo a cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 4, CARACTERIZADO porque el anticuerpo o una porcion de unién a antigeno
del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1, se encuentra conjugado con un marcador que permite
su deteccion.

6. Método para detectar al virus PIV en una muestra biolégica de acuerdo a la reivindicacion 5,
CARACTERIZADO porque el anticuerpo se encuentra unido a un marcador seleccionado del grupo
compuesto por fluoréforos, biotina, radiois6topos, metales y enzimas.
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7. Kit para la deteccion de virus PIV CARACTERIZADO porque comprende: un anticuerpo
monoclonal o una porcién de unién a antigeno del mismo que se une a la proteina quimérica L de
PIV de acuerdo a la reivindicacion 1 que comprende una region variable de cadena ligera donde su
CDR1 (CDRLci) se define segun la SEQ ID NO: 1, su CDR2 (CDRLc?2) se define por la SEQ ID NO: 2
y su CDR3 (CDRuLc3) corresponde a la SEQ ID NO: 3, y una region variable de la cadena pesada
donde su CDR1 (CDRHci) se define segun la SEQ ID NO: 4, su CDR2(CDRHc2) corresponde a la
SEQ ID NO: 5y su CDR3 (CDRHc3) corresponde a la SEQ ID NO: 6, 0

una regién variable de cadena ligera donde su CDR1 (CDR.ci) se define segun la SEQ ID NO: 7, su
CDR2 (CDRLc2) se define por la SEQ ID NO: 8 y su CDR3 (CDR.cs) corresponde a la SEQ ID NO:
9, y una region variable de la cadena pesada donde su CDR1 (CDRHci) se define segun la SEQ ID
NO: 10, su CDR2 (CDRHc2) corresponde a la SEQ ID NO: 11 y su CDR3 (CDRHcs) corresponde a la
SEQ ID NO: 12, el que actlla como anticuerpo de captura o de deteccidn, donde el anticuerpo de
deteccion se encuentra conjugado a un marcador para su deteccién; un soporte sélido al cual se
adosa el anticuerpo; y - reactivos para detectar el marcador incluido en el anticuerpo de deteccion,
tales como fluoréforos, biotina, radioisétopos, metales y enzimas.

8. Kit para la deteccién de virus PIV de acuerdo con la reivindicacién 7, CARACTERIZADO porque
el soporte sélido es una membrana formada por uno de los compuestos seleccionados del grupo
compuesto por nitrocelulosa, celulosa, polietileno y nylon.

9. Kit para la deteccion de virus PIV de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 7 y 8,
CARACTERIZADO porque corresponde a un test inmunocromatografico, luminex, citometria de flujo,
inmunofluorescencia, radioinmunoanalisis, Western blot, Dot plot, ELISA, inmunodifusion o
inmunoprecipitacion.
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ANTICUERPOS MONOCLONALES QUE SE UNEN ESPECIFICAMENTE A LA
PROTEINA QUIMERICA L DEL VIRUS DE LA PARAINFLUENZA HUMANA
(PIV) , METODOS Y KITS DE DETECCION DE PIV EN MUESTRAS
BIOLOGICAS

MEMORIA DESCRIPTIVA
Descripcién de la invencién

Se presentan anticuerpos monoclonales, o fragmentos de 1los
mismos, que reconocen la proteina quimera L del wvirus
parainfluenza humano (PIV), donde dichos anticuerpos
monoclonales o fragmentos de estos comprenden una regidn
variable de cadena ligera donde su CDR1 (CDRic1) se define segun
la SEQ ID NO: 1, su CDR2 (CDRic2) se define por la SEQ ID NO: 2
y su CDR3 (CDRic3) corresponde a la SEQ ID NO: 3, y una regidn
variable de la cadena pesada donde su CDR1 (CDRuici) se define
segun la SEQ ID NO: 4, su CDR2 (CDRpuc2) corresponde a la SEQ ID
NO: 5 y su CDR3 (CDRuc3) corresponde a la SEQ ID NO: 6, o una
regién variable de cadena ligera donde su CDR1 (CDRici) se define
segun la SEQ ID NO: 7, su CDR2 (CDRic2) se define por la SEQ ID
NO: 8 y su CDR3 (CDRic3) corresponde a la SEQ ID NO: 9, y una
regién variable de la cadena pesada donde su CDR1 (CDRuci) se
define seguin la SEQ ID NO: 10, su CDR2 (CDRuic2) corresponde a la
SEQ ID NO:11 y su CDR3 (CDRuc3) corresponde a la SEQ ID NO: 12.
Donde dichos anticuerpos pueden ser utilizados como anticuerpo
de deteccidn y/o de captura. Se proporciona también un método de
diagnéstico de infeccidén por PIV en una muestra bioldgica que
utiliza los anticuerpos monoclonales, y un kit de diagndstico
para detectar PIV, gue comprenden al menos un anticuerpo

monoclonal contra PIV de acuerdo a lo descrito previamente.
Antecedentes de la invencién

El virus parainfluenza humano produce una enfermedad
infectocontagiosa de las vias respiratorias superiores que se

manifiesta en diversos cuadros <clinicos gque van desde un
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resfriado comin, hasta una neumonia. La laringotraqueobronquitis

es la manifestacidén clinica mas grave y frecuente.

Esta enfermedad es producida por un virus del tipo paramixovirus
y se transmite con facilidad de persona a persona o a través de
gotas o pequefias particulas que han sido expulsadas a través de
la tos o estornudos de una persona enferma, lo cual hace que su

propagacién sea rapida y forme parte de epidemias estacionales.

En Estados Unidos, el PIV es una de las principales causas de
hospitalizacidén por enfermedades respiratorias en nifios
pequefios, presentandose ente el 2 y 17% de los casos, lo que se
traduce en 250.000 visitas a las salas de emergencia y 700.000
hospitalizaciones. Entre los menores de 5 afios, 1,2 nifios son
hospitalizados por esta causa anualmente, siendo esta tasa mayor

en los menores de 6 meses!.

E1l PIV tiene un impacto méds variable con respecto a los otros
virus respiratorios, siendo el responsable del 3 al 10% de las
hospitalizaciones con cuadros de Dbronquiolitis, neumonia vy
laringotraqueobronquitis. Al 1igual que el virus respiratorio
sincicial (VRS), el PIV causa enfermedades graves los primeros
seis meses de vida. La infeccién por PIV alcanza su pico entre

los 4 y 12 anos de edad?.

La infeccidédn causada por PIV, puede ser diagnosticada mediante
el uso de métodos de deteccidén directos, es decir por deteccidn
de anticuerpos directamente en la muestra o mediante pruebas
seroldégicas que permiten medir la presencia de anticuerpo IgM o
el aumento de los titulos de IgG. También se emplean ensayos con
lineas celulares para el aislamiento de PIV en el laboratorio

clinico.

L https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5813689/
2 http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/264249/PMC2486968.pdf?sequence=1&isAllowed=y
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En el caso del aislamiento del virus en cultivos celulares, éste
corresponde a un método especifico y sensible, sin embargo
presenta la desventaja que demora de entre 10-15 dias en conferir
un resultado, siendo més bien una técnica de confirmacidédn que de
diagnéstico inicial por su lentitud. En el caso de las pruebas
seroldégicas que permiten medir la presencia de anticuerpos IgM
e IgG en el paciente, éstas son pruebas genéricas que no permiten
determinar especificamente la infeccidén por wvirus PIV, ni
determinar el tipo de PIV. Existen 4 tipos de PIV, tipo 1, 2, 3
y 4, siendo los de tipo 1 y 2 los que suelen aparecer de forma

epidémica.

Adicionalmente, también se utilizan técnicas moleculares como la
reaccidén de polimerasa en cadena (PCR) para detectar ciertos
segmentos de ARN contenidos en el wvirus, a partir de una
retrotranscripcidén del ARN a ADN complementario, utilizando este
tltimo como molde para realizar el PCR. En el documento
US6015664A presenta un método para determinar la presencia o
ausencia de 1infecciones virales multiples en una muestra
bioldégica por medio de un ensayo de PCR multiplex. El1 método
incluye partidores nucleotidicos Jjunto con sondas para la
detecciédn de secuencias de &cido nucleico complementarias del
virus parainfluenza humano 1, 2 y 3, virus sincicial respiratorio

Ay B vy virus de la gripe, A y B.

En el documento CN102140550A se divulga un kit de RT-PCR para
detectar el virus parainfluenza en un paso, donde el kit incluye

partidores especificos para el virus parainfluenza. A.

Por su parte, el documento CN105441589A describe un kit de
deteccién del virus parainfluenza tipo 1, 2, 3 y 4, por medio un
PCR cuéadruple. El kit de deteccidén de PCR cuddruple comprende
cebadores y sondas genéticas especificas del virus parainfluenza

humano.
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Existen también diversos kits basados en inmunofluorescencia
para la deteccidn de diversos virus respiratorios, entre ellos
parainfluenza. Por ejemplo, el kit D3 Ultra DFA (direct
fluorescent antibody) permite la identificacidén cualitativa de
diversos virus respiratorios: influenza A, influenza B, virus
respiratorio sincicial, adenovirus, parainfluenza 1,

parainfluenza 2 y parainfluenza 3.

En base a los antecedentes previos, se hace fundamental generar
y contar con un método de deteccidédn eficaz, rapido y de bajo
costo, para la deteccidn del virus de parainfluenza que pueda
competir con los métodos de diagnésticos utilizados actualmente.
En este caso, el uso de anticuerpos monoclonales que detectan
proteinas presentes en el virus, son considerados como una

alternativa para mejorar la deteccidén del virus de influenza.

Descripcién de la invencidn

La presente invencidén se refiere a anticuerpos monoclonales
especificos contra la proteina quimera L o fragmentos de ésta,
del virus de parainfluenza humano, en adelante PIV. De forma
particular, la invencidén corresponde a anticuerpos monoclonales,
o fragmentos de los mismos, que reconocen la proteina quimera L
del virus parainfluenza humano (PIV) secretaos por los
hibridomas 2E11B5 y 4D8C6, donde dichos anticuerpos monoclonales
o fragmentos de estos comprenden una regidn variable de cadena
ligera donde su CDR1 (CDRic1) se define segun la SEQ ID NO: 1, su
CDR2 (CDRic2) se define por la SEQ ID NO: 2 y su CDR3 (CDRic3)
corresponde a la SEQ ID NO: 3, y una regidn variable de la cadena
pesada donde su CDR1 (CDRuci) se define segin la SEQ ID NO: 4, su
CDR2 (CDRuc2) corresponde a la SEQ ID NO: 5 y su CDR3 (CDRauc3s)
corresponde a la SEQ ID NO: 6, o una regidén variable de cadena
ligera donde su CDR1 (CDRic1) se define segun la SEQ ID NO: 7, su

CDR2 (CDRic2) se define por la SEQ ID NO: 8 y su CDR3 (CDRic3)



10

15

20

25

30

corresponde a la SEQ ID NO: 9, y una regidn variable de la cadena
pesada donde su CDR1 (CDRaci) se define segun la SEQ ID NO: 10,
su CDR2 (CDRuc2) corresponde a la SEQ ID NO:11 y su CDR3 (CDRauc3)
corresponde a la SEQ ID NO: 12. Dichos anticuerpos pueden ser
utilizados como anticuerpo de deteccidén y/o de captura. Se
proporciona también un método de diagndéstico de infeccidn por
PIV en wuna muestra bioldégica que wutiliza 1los anticuerpos
monoclonales, y un kit de diagndéstico para detectar PIV, que
comprenden al menos un anticuerpo monoclonal contra PIV de

acuerdo a lo descrito previamente.

Debido a que el antigeno no era completamente conservado, sino
que partes de la secuencia eran las que se conservaban, se generd
una nueva secuencia a partir de la unidén de las partes
conservadas. Por lo que, los anticuerpos reconocen una proteina
quimera, particularmente la proteina quimera L del virus de la

parainfluenza humana.

Los anticuerpos monoclonales especificos contra la proteina L o
fragmentos de ésta presentan importantes caracteristicas
técnicas ventajosas y destacables con respecto a otros
anticuerpos y métodos de deteccidén de antigenos virales vya
existentes. En primer lugar, cada virus tiene proteinas de
superficie especificas, por tanto, otras técnicas de diagndstico
basadas en anticuerpos monoclonales para otros tipos de virus
respiratorios no son comparables a la invencidén propuesta. La
especificidad de deteccidén de los anticuerpos contra la proteina
L de PIV respecto de otros antigenos virales, por ejemplo contra
la proteina PB2 del virus influenza, se demuestra en los
resultados provistos en las figuras 1A y 1B de la presente
solicitud. A partir de estos resultados es posible concluir que
los anticuerpos provistos en el alcance de la presente solicitud
s6lo reconocen a la proteina L de PIV, y que en ensayos de ELISA

con antigenos del virus FLU no se observd seflal de detecciédn.
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En segundo lugar, los anticuerpos parte del alcance de 1la
invencidén permiten detectar de forma especifica a la proteina L
o fragmentos de ésta, de tal forma que no compiten entre si por
el sitio de unidén al antigeno, ni ejercen un impedimento para
unirse simultdneamente a este. Adicionalmente, permiten detectar
la proteina L o fragmentos de ésta con alta sensibilidad en

muestras que contengan escasa cantidad de antigeno.

Los anticuerpos monoclonales propuestos son capaces de detectar
a la proteina L, una proteina conservada. La estrategia de
deteccién de una proteina viral conservada permite que los
anticuerpos parte del alcance de la invencidn detecten
diferentes tipos del virus parainfluenza humano, entre ellos,

parainfluenza 1, 2, 3 y 4.

Cuando en la presente invencidén se hace referencia a secuencias
CDR estas corresponden a secuencias cortas que se encuentran en
los dominios variables de las proteinas que presentan funcidn de
deteccidn de antigenos. Se presentan las secuencias CDR para la
cadena pesada (CDRHuc) y la cadena liviana (CDRic)de los

anticuerpos secretados por los hibridomas 2E11B5 y 4D8C6.

Los anticuerpos monoclonales descritos pueden ser utilizados
para ensayos de deteccidén, diagndstico y/o determinacidn de
infeccidén por PIV. Estos anticuerpos pueden ser utilizados
simultdneamente para incrementar la sensibilidad de deteccidn en
muestras clinicas donde existe escasa cantidad y disponibilidad
de antigeno. Al respecto, se proporciona también un método de
diagnéstico de infeccidén de PIV en una muestra bioldgica, el que
comprende poner en contacto la muestra bioldgica con el
anticuerpo monoclonal contra la proteina L de PIV o un fragmento
de él1 de acuerdo a la reivindicacidén, y detectar la unidn del

anticuerpo con el antigeno. La muestra Dbioldgica puede
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corresponder, sin limitarse, a células in vitro infectadas con
PIV, secreciones nasales, lavados nasales, liquido
cefalorraquideo, secreciones faringeas y/o lavados o secreciones
bronquiales. Como parte del método, el ensayo utilizado para la
deteccién de 1la unidén antigeno-anticuerpo se selecciona de
ELISA, luminex, inmunofluorescencia, inmunohistoquimica,
inmunocromatografia, citometria de flujo, cell sorter,

inmunoprecipitacién y/o Western blot.

La presente invencidn incluye también un kit de diagndéstico para
detectar al virus de la influenza humana, el gque comprende: un
anticuerpo monoclonal contra la proteina L de PIV o un fragmento
de la misma, donde dicho anticuerpo puede actuar como anticuerpo
de captura o de deteccidén, donde particularmente, el anticuerpo
de deteccidén se encuentra conjugado a un marcador para su
deteccién; un soporte sélido al cual se adosa el anticuerpo; y
reactivos para detectar el marcador incluido en el anticuerpo de
deteccién, tales como fluordéforos, Dbiotina, radioisdbdtopos,

metales y enzimas.

En la presente invencién cuando se refiere a anticuerpo de
captura, éste corresponde al anticuerpo que se une
especificamente al antigeno. En el caso del anticuerpo de
deteccidén este corresponde al anticuerpo al cual se le conjuga
un marcador para ser detectado por diferentes test tales como
test inmunocromatografico, luminex, citometria de flujo,
inmunofluorescencia, radioinmunoandlisis, Western blot, Dot

plot, ELISA, luminex, inmunodifusién o inmunoprecipitacidn.

Los anticuerpos parte de la presente invencidn pueden actuar de
forma dual como anticuerpo de captura o como anticuerpo de
deteccidén cuando se acopla a marcador de deteccidédn. E1l marcador
de deteccidn estard conjugado al anticuerpo de deteccidn, y éste

puede corresponder, sin limitarse, a fluordforos, biotina,
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radioisbétopos, metales y enzimas. De forma preferente, el
anticuerpo de deteccidn se conjuga al sistema reportero basado
en la deteccidn de la actividad de la enzima peroxidasa de rabano

picante (HRP, por sus siglas en inglés).

Descripcién de las figuras de la invencién

Figura 1: Deteccién de proteina quimera L de PIV por los
anticuerpos monoclonales producidos por los hibridomas 2E11B5 y
4D8C6, mediante un ensayo de ELISA indirecto. La placa fue
activada con 50 ng de proteina L de PIV recombinante purificada,
50 ng de proteina PB2 de Flu (como control de especificidad) vy
20 pg de lisado bacteriano de E. coli cepa BL21 sin plasmido
(utilizadas como control de especificidad) y 3 clones (Cl, C2 vy
C3) de la misma cepa, en las cuales se sobre-expresd la proteina
L. Se incluyeron pocillos control sin antigeno, con anticuerpo
primario, con anti-IgG de ratdén conjugado con HRP (sin activar)
y pocillos sin antigeno ni anticuerpo primario, solo con
anticuerpo anti-IgG de ratén (HRP), datos no mostrados en el
grafico. Posteriormente, los pocillos se incubaron con 1los
anticuerpos anti-L provenientes del Thibridoma 2F11B1, en
cantidad de 170 ng (A) y el hibridoma 4D8C6 en cantidad de 170
ng (B). No se utilizdé anticuerpo comercial contra la proteina L,
ya gque no se encuentra disponible ninguno en la actualidad, que
puedan ser utilizados en la técnica de ELISA. Los datos mostrados
en el grafico expresan la absorbancia detectada a 450 nm, emitida
por la conversidén del sustrato Tetrametilbenzidina a un
compuesto coloreado, catalizada por la enzima Horseradish
peroxidase (HRP) presente en un anticuerpo secundario anti-IgG
de ratdén que se unid especificamente a los anticuerpos secretados
por los hibridomas 2F11B1 y 4D8C6. Los valores corresponden al
promedio +/- la desviacién estédndar de la absorbancia emitida

por cada muestra en al menos dos experimentos independientes. *
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P<0,05 y ** P<0,01 por el test de student paramétrico comparando
los resultados de la proteina PB2-Flu versus los de L-PIV, y por
otro se utilizd el test de ANOVA de una via comparando lisado de
E. coli BL21 sin plasmido versus lisado de E. coli BL21 que
sobreexpresaban la proteina L. Las letras ns, significa gque no

se observa diferencia significativa.

Figura 2: Determinacién de sensibilidad de anticuerpos
monoclonales producidos por los hibridomas 2E11B5 y 4D8C6 en la
deteccién de la proteina L de PIV. Placas de ELISA se activaron
con diluciones seriadas 1:2, iniciando con 50 ng de proteina L
y finalizando con 0,04 ng. Posteriormente, los pocillos se
incubaron con los anticuerpos anti-L provenientes del hibridoma
2E11B5, en cantidad de 170 ng (A) y el hibridoma 4D8C6 en
cantidad de 170 ng (B). Se incluyeron pocillos sin activar como
control negativo. Los datos mostrados en el grafico expresan la
absorbancia a 450 nm emitida por la conversién del sustrato
Tetrametilbenzidina a un compuesto coloreado catalizada por la
enzima Horseradish peroxidase (HRP) presente en los anticuerpos
anti-L provenientes de los hibridomas 2E11B5 y 4D8C6 en cantidad
de 170 ng (A y B). Los valores corresponden al promedio +/- la
desviaciédn estandar de la absorbancia emitida por cada muestra
en al menos dos experimentos independientes. ** P<0,01 y *x*x*
P<0,001 por el test de student paramétrico comparando 1los
resultados del pocillo denominado control (sin muestra) versus

cada una de las diluciones de la proteina L.

Figura 3: Ensayo de diluciones seriadas de los anticuerpos
monoclonales anti-L de Flu producidos por los hibridomas 2E11B5
y 4D8C6, para la deteccién de antigenos purificados de PIV. Se
activaron placas de ELISA con 50 ng de proteina recombinante L
de PIV y se detectd el antigeno con 11 diluciones seriadas 1:2

de los anticuerpos anti-IL 2E11B5 (A) 6 4D8C6 (B), partiendo desde
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una concentracién de 3,4 upug/mL (170 ng por pocillo). Los datos
se expresan como el promedio +/- la desviacidén estandar del valor
de la absorbancia emitida a 450 nm de cada muestra en duplicado,
en al menos dos experimentos independientes. * P<0,05; ** P<0,01
y *** pP<0,001 por el test de student paramétrico comparando los
resultados del pocillo denominado control (sin anticuerpo 2E11B5

o 4D8C6h) versus cada una de las diluciones de los anticuerpos.

Figura 4: Deteccién de proteina L de PIV, en células infectadas,
por los anticuerpos monoclonales producidos por los hibridomas
2E11B5 y 4D8C6, mediante un ensayo de Luminex. La placa fue
activada con 50 ng de proteina L de PIV recombinante purificada,
20 pg de células MDCK no infectadas (utilizadas como control
de especificidad) e infectadas con PIV. Se incluydé un pocillo
control sin antigeno, con anticuerpo primario, con anti-IgG de
ratdé4n conjugado con HRP (NTC. Posteriormente, los pocillos se
incubaron con los anticuerpos anti-IL provenientes del hibridoma

2E11B5 (conjugados a la regidén 21 de PIV), en cantidad de 50
microesferas/pl, el cual fue utilizado como anticuerpo de captura

y el hibridoma 4D8C6 a una concentracién de 4 ug/mL utilizado
Ccomo anticuerpo de deteccidn conjugado con biotina.
Posteriormente, el complejo de anticuerpos y muestra fue

incubado con Streptavidina/Ficoeritrina a una concentracidén de

6 ug/mL. Los datos mostrados en el grafico expresan la intensidad
media de fluorescencia (MFI, por sus siglas en inglés). Se
realizbé el test de student no paramétrico comparando las células
no infectadas versus las infectadas con PIV, y la proteina L
recombinante versus el control negativo (**P<0,01 y ****x P

<0,0001) .

Figura 5: Deteccién de PIV en muestras clinicas mediante ELISA

en Sandwich y Luminex tipo Sandwich, utilizando la combinacién
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de los anticuerpos monoclonales secretados por los hibridomas
2E11B5 y 4D8C6 para PIV. A) Placas de ELISA fueron activadas con
170 ng de anticuerpo secretado por el hibridoma 2E11B5 (anti-
PIV), funcionando como anticuerpo de captura. Los pocillos

activados con los anticuerpos de captura para cada virus se

incubaron con 50 pl de muestras de hisopado nasofaringeo (HNF)
de pacientes que presentaban cuadros respiratorios virales. Como
controles negativos se analizaron 10 muestras de controles
sanos. Se utilizaron 16 muestras de pacientes positivos para PIV
y como control de especificidad, se incluyeron 3 muestras de
pacientes positivos para el virus Influenza (Flu+). Como control
positivo se incluyeron pocillos a los que se afiadié proteina L-
PIV purificada. Para la deteccidén de la proteina capturada por
el anticuerpo 2E11B5, se utilizaron los anticuerpos producidos
por el hibridoma 4D8C6, conjugados a la enzima Horseradish
Peroxidase, en una dilucidén 1:2000 (1,8 ng/ul por pocillo). B)

Placas de Luminex fueron activadas con 50 microesferas

magnéticas por pl, las cuales estaban conjugadas con el
anticuerpo secretado por el Thibridoma 2EI11B5 (anti-PIV),

funcionando como anticuerpo de captura. Las microesferas

conjugadas se incubaron con 50 pl de muestras de hisopado
nasofaringeo (HNE) de pacientes qgue ©presentaban cuadros
respiratorios virales. Como controles negativos se analizaron 8
muestras de controles sanos. Se wutilizaron 14 muestras de
pacientes ©positivos para PIV y como control positivo se
incluyeron pocillos a los que se afadié proteina L-PIV
purificada. Para la deteccidén de la proteina capturada por el
anticuerpo 2E11B5, se utilizaron los anticuerpos producidos por

el hibridoma 4D8C6, conjugados al fluordéforo biotina, a una

concentracién de 4 pg/mL. E1 complejo (microesferas conjugadas
con anticuerpo de captura, antigeno y anticuerpo de deteccidn)

es incubado con Streptavidina/Ficoeritrina a una concentracidn

11
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de 6 ung/mL. Los datos muestran la mediana del valor de la
absorbancia emitida a 450 nm (A) o de MFI (B) de cada muestra
(**pP<0,01 y **** p <(0,0001; mediante el test de student no
paramétrico comparando pacientes positivos de PIV versus
controles sanos, y frente a los virus usados como control de

especificidad).

Figura 6: Deteccién de proteina L mediante ensayo de ELISA
indirecto, utilizando los anticuerpos monoclonales secretados
por los hibridomas 2E11B5 y 4D8C6 conjugados con biotina. En la
figura se presenta un grafico donde se expresan la absorbancia
a 450 nm emitida por la conversién del sustrato
Tetrametilbenzidina a un compuesto coloreado catalizada por la
enzima Horseradish peroxidase (HRP). Las muestras en negro y
blanco corresponden al ensayo realizado con fragmentos del
anticuerpo secretados por los hibridomas 2E11B5 y 4D8C6
respectivamente, mientras que en gris se presentan los ensayos
realizados con los anticuerpos monoclonales completos secretados
por los hibridomas 2E11B5 y 4D8C6. Se muestra el promedio del
valor de la absorbancia emitida a 450 nm de cada muestra (donde
b es igual a p<0,0001 comparado con a y d es igual a p<0,0001
comparando con c¢; mediante la prueba de ANOVA de 2 vias
comparando el pocillo sin muestra versus el pocillo con proteina

con todos los anticuerpos).

Ejemplos que permiten demostrar las distintas aplicaciones de

los anticuerpos monoclonales de la invencién.

Ejemplo 1: Determinacién de 1la secuencia nucleotidica que
codifica las cadenas livianas (VL) y pesadas (VH) de la regién
variable del anticuerpo anti L PIV secretado por el hibridoma

2E11BS5.
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El hibridoma 2E11B5 se crecidé en medio de cultivo DMEM-high
glucose suplementado con 3,7 g/L de Bicarbonato de Sodio y 10%
de suero fetal bovino, a 37° C con 10% CO,, hasta una densidad
celular de 700.000 células/mL. Se obtuvo el RNA total de 3,5

x10% células, realizando un tratamiento con el compuesto Trizol

(Invitrogen). Se utilizé 0,5 pg de RNA para generar el cDNA
mediante reaccidén de retrotranscripcidén con el kit PrimeScriptTM
1st Strand ¢cDNA Synthesis, el cual wutiliza ©partidores
universales especificos del isotipo. La cadena liviana y pesada
del anticuerpo se amplificaron de acuerdo con el procedimiento
operativo estandar (SOP) de amplificacién réapida de los extremos
de cDNA (RACE) de GenScript. Los fragmentos de anticuerpo
amplificados se clonaron por separado en un vector de clonacién
esténdar. Se realizd una PCR de colonias para identificar clones
que tuvieran insertos con el tamafio correcto. Al menos cinco
colonias con insertos de tamafios correctos se secuenciaron por
cada fragmento. Se alinearon las secuencias de diferentes clones
y se proporciond la secuencia de consenso de estos clones. Las
secuencias aminocacidicas de las cadenas pesada y liviana de los
anticuerpos secretados por el hibridoma 2E11B5 fueron
identificadas por las CDRs de su cadena liviana correspondientes
a CDR1 (CDRic1i) que se define segun la SEQ ID NO: 1, su CDR2
(CDRic2) que se define por la SEQ ID NO: 2 y su CDR3 (CDRic3) que
corresponde a la SEQ ID NO: 3, y las CDRs de su cadena pesada
correspondientes a CDR1 (CDRuc1) que se define segtn la SEQ ID
NO: 4, su CDR2 (CDRmrc2) que corresponde a la SEQ ID NO: 5 y su
CDR3 (CDRuc3) que corresponde a la SEQ ID NO: 6.

Ejemplo 2: Determinacién de 1la secuencia nucleotidica que

codifica las cadenas livianas (VL) y pesadas (VH) de la regién
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variable del anticuerpo anti L PIV secretado por el hibridoma

4D8C6.

El hibridoma 4D8C6 se crecidé en medio de cultivo DMEM-high
glucose suplementado con 3,7 g/L de Bicarbonato de Sodio y 10%
de suero fetal bovino, a 37° C con 10% CO2, hasta una densidad
celular de 700.000 células/mL. Se obtuvo el RNA total de 3,5

x10% células, realizando un tratamiento con el compuesto Trizol

(Invitrogen). Se utilizé 0,5 pg de RNA para generar el cDNA
mediante reaccién de retrotranscripcidn con el kit PrimeScriptTM
1st Strand c¢DNA Synthesis, el cual utiliza partidores
universales especificos del isotipo. La cadena liviana y pesada
del anticuerpo se amplificaron de acuerdo con el procedimiento
operativo estandar (SOP) de amplificacién réapida de los extremos
de cDNA (RACE) de GenScript. Los fragmentos de anticuerpo
amplificados se clonaron por separado en un vector de clonacidn
estandar. Se realizd una PCR de colonias para identificar clones
que tuvieran insertos con el tamafio correcto. Al menos cinco
colonias con insertos de tamafilos correctos se secuenciaron por
cada fragmento. Se alinearon las secuencias de diferentes clones
y se proporciond la secuencia de consenso de estos clones. Las
secuencias aminocacidicas de las cadenas pesada y liviana de los
anticuerpos secretados por el hibridoma 4D8C6 corresponde a las
identificadas por las CDRs de su cadena liviana correspondientes
a CDR1 (CDRici) que se define segun la SEQ ID NO: 7, su CDR2
(CDRic2) que se define por la SEQ ID NO: 8 y su CDR3 (CDRic3) que
corresponde a la SEQ ID NO: 9, y las CDRs de su cadena pesada
correspondientes a CDR1 (CDRuc1) que se define segtn la SEQ ID
NO: 10, su CDR2 (CDRuc2) gque corresponde a la SEQ ID NO: 11 y su
CDR3 (CDRuc3) que corresponde a la SEQ ID NO: 12.
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Ejemplo 3: Ensayo de deteccién de antigenos de PIV, determinacién
de especificidad de los anticuerpos monoclonales anti-L de PIV
para antigenos purificados de PIV mediante ensayo de ELISA

indirecto.

Este ensayo tiene como objetivo demostrar la especificidad por
la proteina L de PIV de los anticuerpos producidos por 1los
hibridomas 2E11B5 y 4D8C6. La deteccidén del antigeno se llevd a
cabo mediante la técnica de ELISA indirecto, donde la placa de
ELISA se activé con 50 ng de antigeno purificado por 1 hora a
37°C. De igual manera se activd la placa con 20 pg de lisado
bacteriano de E. coli cepa BL21 sin plésmido (utilizadas como
control de especificidad) y 3 clones (Cl, C2 y C3) de la misma
cepa, en las cuales se sobre-expresd la proteina L. Otro control
negativo incluido fue 50 ng de proteina PB2 de Flu en un pocillo
independiente. Posteriormente, la placa se lavd dos veces con
buffer fosfato salino (PBS) 1X/Tween20 0,05%. Luego la placa se
bloqued por 2 horas a 37°C con PBS 1X/ Suero Fetal Bovino (FBS)
10%. Posteriormente se repitieron los lavados y a continuacidn

se incubaron cada uno de los anticuerpos (2E11B5 y 4D8C6) a una

concentracién final de 3,4 pg/mL (170 ng por pocillo), diluidos
en PBS 1X/FBS 10%, por 1 hora a 37°C (cada anticuerpo en una
placa independiente). Transcurrido el tiempo de incubacidn, se
repitieron los lavados y se agregd a cada uno de los pocillos un
anticuerpo secundario anti-IgG de ratdén marcado con la enzima
peroxidasa de réabano (Horseradish peroxidase, HRP) en dilucidn
1 en 2000 (0,5 ng/ul por pocillo) en PBS 1X/FBS 10%, por 1 hora
a temperatura ambiente (x 25°C), en oscuridad. Finalmente, se
realizaron los lavados vy se reveld con 50 uL de buffer
citrato/Tetrametilbenzidina (TMB, 3-3’-5-
5’ tetramethylbenzidine, 1mg/mL, Becton Dickinson). Para detener
la reaccién se adicionaron 50 pL de H2304 2N y el resultado se

leyd en un lector de ELISA, a 450nm. Para determinar que la
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reaccidén del anticuerpo secundario era especifica en reconocer
al anticuerpo primario y ademas que la sefial obtenida no sea
provocada por unidén inespecifica del anticuerpo secundario al
antigeno viral, se realizaron controles en los cuales se utilizd
solamente el anticuerpo secundario sin anticuerpo primario ni
muestra (pocillo sin activar). Otro control para determinar que
la reaccién del anticuerpo primario es especifica para el
antigeno, consistidé en el uso de los anticuerpos sobre una placa
de ELISA que no ha sido activada con el antigeno (sin antigeno)
o usando los anticuerpos sobre una placa de ELISA que poseia 50
ng de la proteina PB2 de Flu ¢ lisado de E. coli cepa BL21 sin
pléasmido. Los resultados muestran que los anticuerpos
monoclonales de la invencidén son capaces de reconocer 50 ng de
antigeno purificado, de manera especifica, ya gque no reconocen
la proteina PB2 de Flu, ni proteinas de lisado bacteriano con
alta sefial (Figura 1A y 1B), como se observa en el caso de los
3 clones que sobreexpresan la proteina L. No se utilizdé un
anticuerpo comercial para comparar, porque en el comercio no
existen anticuerpos anti-L de Parainfluenza, la gran mayoria
comercializados han sido realizados y contra la fosfoproteina
(P), la nucleoproteina (NP) o} la Hemaglutinina-
Neuraminidasa (HN) . Se encontrd un estudio, donde Machiko Nishio
y colaboradores (2000 vy 2011), en el <cual se generaron
anticuerpos anti-L de Parainfluenza. Estos anticuerpos sélo son
dirigidos contra un serotipo de PIV, serotipo 2 y no para los 3
serotipos mas prevalente en enfermedades respiratorias (PIV 1,
2y 3), como es el caso de estos anticuerpos. Por otro lado, los
anticuerpos anti-L publicados no han sido comercializados hasta
el momento. Todos los controles negativos utilizados entregaron

resultados esperados (datos no mostrados en la figuras).
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Ejemplo 4: Ensayo para determinar 1la sensibilidad de 1los
anticuerpos monoclonales para la deteccién de antigenos virales

anti-L de PIV.

El ensayo se realizdé para determinar la médxima dilucidén de
proteina que los anticuerpos monoclonales anti-L de PIV
provenientes de los hibridomas 2E11B5 y 4D8C6 son capaces de
detectar mediante ELISA indirecto. Para esto, se ocupd la misma
técnica descrita en el ejemplo 3. Se activdé la placa con 11
diluciones seriadas 1:2 de proteina L de PIV, partiendo con 50

ng de antigeno purificado. Los anticuerpos anti-L 2E11B5 y 4D8Co,

se utilizaron en wuna concentracién final de 3,4 pg/mL (170
ng/pocillo), y fueron diluidos en PBS 1X/FBS 10%. Posteriormente

se adiciondé el anticuerpo de deteccidén anti-IgG de ratdn en una

dilucién de 1:2.000 (0,5 ng/puL por pocillo) y se incubo 1 hora
a tempertura ambiente (» 25°C), en oscuridad. Finalmente, se
realizaron los lavados y se reveld con 50 pL de buffer
citrato/Tetrametilbenzidina (TMB, 3-37-5-
5’tetramethylbenzidine, 1mg/mL, Becton Dickinson). Para detener
la reaccidn se adicionaron 50upL de H2S0s 2N y el resultado se
leydé en un lector de ELISA, a 450nm. Los resultados mostraron
que el anticuerpo anti-L 2E11B5 es capaz de detectar hasta 390
picogramos (pg) de la proteina recombinante quimera L de PIV
(Figura 2A). El anticuerpo anti-L proveniente del hibridoma
4D8C6, mostrd mayor sensibilidad, que el anticuerpo anti-L
2E11B5 (Figura 2B), ya que fue capaz de detectar hasta 190
picogramos de proteina pura. Se incluyeron en todos los ensayos
controles que permitieran descartar reacciones inespecificas
tanto de los anticuerpos, los cuales contenian todos componentes
del ensayo exceptuando la muestra (proteina L PIV, datos no

mostrados en los gréaficos).
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Ejemplo 5: Ensayo para determinar 1la eficiencia de 1los
anticuerpos monoclonales para detectar antigenos virales de PIV,

mediante ELISA indirecto.

El ensayo se realizd para determinar la maxima dilucidén de los
anticuerpos monoclonales anti-IL de PIV provenientes de 1los
hibridomas 2E11B5 y 4D8C6, que permiten la deteccidédn del antigeno
viral. Se activd una placa ELISA con 50 ng de antigeno purificado
(proteina L) y luego la placa fue blogqueada por 2 horas a 37°C
con PBS 1X/ Suero Fetal Bovino (FBS) 10%. Los anticuerpos anti-
L 2E11B5 y 4D8C6 se utilizaron en diluciones 1:2, partiendo de
la concentracién de trabajo (170 ng) hasta la dilucidén 11 (0,15
ng) en PBS 1X/FBS 10%. Posteriormente se adiciondé el anticuerpo

de deteccidén anti-IgG de ratdé4n en una dilucidédn de 1:2.000 (0,5

ng/puL por pocillo) se incubo 1 hora a temperatura ambiente (=
25°C), en oscuridad. Finalmente, se realizaron los lavados y se
reveld con 50 pL de buffer citrato/Tetrametilbenzidina (TMB, 3-
3’7-5-5"tetramethylbenzidine, 1mg/mL, Becton Dickinson). Para
detener la reaccidén se adicionaron 50 pl de HzSOs 2N y el
resultado se leyd en un lector de ELISA, a 450nm. En la figura
3 (A y B) se observa que ambos anticuerpos anti-L (2E11B5 vy
4D8C6) pueden detectar 50 ng del antigeno purificado con alta
eficiencia, ya gque en todas las diluciones realizadas se observd
deteccién del antigeno con alta sefial. El1 control negativo
incluido en este ensayo, corresponde a un pocillo que no contiene
muestra (proteina L), fue bloqueado con PBS 1X/FBS 10%, se le
adicioné anticuerpo primario (anti-L 2E11B5 6 anti-L 4D8C6) vy

contiene ademds anticuerpo anti-IgG de ratdén conjugado con HRP.
Ejemplo 6: Deteccién de proteina L de PIV en células infectadas

con PIV, utilizando anticuerpos monoclonales anti-L de PIV,

mediante la técnica de Luminex tipo Sandwich.
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Al igual que en muestras de pacientes, la disponibilidad y la
concentracidén de las proteinas viral generalmente es muy escasa
en células infectadas, por lo que se quiso evaluar la deteccidn
del antigeno de interés en células infectadas con PIV (figura
4). Para este ensayo se realizdé un ensayo de luminex tipo
Sandiwch, usando como anticuerpo de captura el anticuerpo anti-
L 2E11B5 y el anti-L 4D8C6 como anticuerpo de deteccidédn. E1
anticuerpo de deteccidén anti-L 4D8C6 de PIV, se conjugd con el
fluordésforo biotina. Placas de Luminex fueron activadas con 50
microesferas magnéticas por (marcadas internamente con
fluordéforo rojo o cercano al infrarrojo de diferentes
intensidades) por uL, las cuales estaban conjugadas con el
anticuerpo secretado por el hibridoma 2EI11B5 (anti-PIV),
funcionando como anticuerpo de captura (a una concentracidn
final de 2,5 puM). Las microesferas conjugadas se incubaron con

50 pL de célula MDCK no infectadas e infectadas con PIV, durante

2 horas a temperatura ambiente (= 23 °C), en agitacién a 400 rpm
y en oscuridad (tapados con papel de aluminio). Como control
negativo no se incubdé muestra en un pocillo y como control
positivo se utilizdé 50 ng de proteina L. Pasada las 2 horas, se
realizan 2 lavados con 100 pL PBS 1X-Tween20 al 0,05% durante 30
segundos utilizando el lavador magnético manual. Para la
deteccidén de la proteina capturada por el anticuerpo 2E11B5, se
utilizaron los anticuerpos producidos por el hibridoma 4D8Co,

conjugados al fluordéforo biotina, a una concentracién de 4 pg/mL

diluidos en PBS 1X-BSA 1%, incubandose los pocillos con 50 puL.
La incubacién se realiza durante 1 hora a temperatura ambiente,
en oscuridad, agitando a 400 rpm. Se realizan nuevamente 2
lavados con 100 pL PBS 1X-Tween20 al 0,05% durante 30 segundos
utilizando el lavador magnético manual. El1 complejo formado por
microesferas conjugadas con anticuerpo de captura mas antigeno

y anticuerpo de deteccidn, es incubado con 50 uL de
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Streptavidina/Fi-coeritrina a wuna concentracién final de 6

png/mL. La incubacién se realiza durante 30 minutos a temperatura
ambiente, en oscuridad, agitando a 400 rpm. Finalmente, se

realizan dos pasos de lavados méas y se incuban los pocillos con

100 puL del reactivo Sheat fluid (reactivo utilizado por equipo
Luminex para que el equipo lea las muestras), agitar 5 minutos
a 400 rpm, en oscuridad. Los resultados de la intensidad media
de fluorescencia (MFI, por sus siglas en inglés) son entonces
leidos en el equipo Luminex 200, el cual a través de un léaser
color rojo (621 nm), detecta la regidén de reconocimiento de la
microesfera y el laser de color verde (511 nm) detecta la unién

del anticuerpo de deteccidén al analito.

Los resultados obtenidos para este ensayo se muestran en la
figura 4, donde se puede observar que por la técnica de Luminex,
utilizando el anticuerpo (anti-L) proveniente del hibridoma
2E11B5, como anticuerpo de captura y el anticuerpo proveniente
del hibridoma 4D8C6-HRP como anticuerpo de deteccidn, permite
detectar el antigeno en células infectadas con PIV (Figura 4),
sin detectar inespecificamente antigenos de las células no
infectadas, es decir los anticuerpos son capaces de discriminar
entre muestras infectadas y no infectadas. Todas las muestras de
células infectadas detectadas como positivas por Luminex son
aquellas que muestran un MFI por encima de dos desviaciones
estandar del promedio de MFI de las células no infectadas. Las
células infectadas y no infectadas se procesaron igual que las

muestras clinica mostradas en el ejemplo 7.

Ejemplo 7: Diagnéstico clinico de muestras de pacientes
infectados con PIV, utilizando anticuerpos monoclonales anti-L

de PIV, mediante la técnica de ELISA en Sandwich.

20



10

15

20

25

30

La disponibilidad y la concentracidédn de las proteinas viral
generalmente es muy escasa en muestras clinicas de hisopados
nasofaringeos, por lo que fue necesario modificar el ensayo de
ELISA indirecto que se realizd previamente. Para este ensayo se
realizé un ELISA en Sandwich, usando como anticuerpo de captura
el anticuerpo anti-L 2E11B5 y el anti-L 4D8C6 como anticuerpo de
deteccién. E1 anticuerpo de deteccidédn anti-L 4D8C6 de PIV, se
conjugd con HRP. Para el ensayo se activaron pocillos de una
placa de ELISA con 3,4 ug/mL (170 ng/pocillo) del anticuerpo
anti-1L proveniente del hibridoma 2E11B5 de PIV, diluido en PBS
1X, durante 1 hora a 37°C. Se realizaron 2 lavados con PBS 1X-
Tween20 al 0,05% y posteriormente se bloqued la placa con 200 uL
de PBS 1X/FBS al 10% durante 1 hora a 37°C. Se lavd nuevamente
y se incubd durante 1 hora a 37°C cada pocillo con 50 uL de
hisopados nasofaringeos de pacientes positivos para PIV de
acuerdo al método de diagnédéstico “D?* Ultra DFA Respiratory Virus
Screening and ID Kit de DHI (Diagnostics Hibryds) USA”,
denominado de manera rutinaria como “panel viral”, y gque fueron
tratadas como se describe posteriormente. Como controles se
incluyeron: 1) control de especificidad: se utilizaron 50 pL de
muestra de pacientes diagnosticados con Flu mediante el panel
viral para los anticuerpos anti-PIV; 2) control positivo: 50 ng
de proteina L-PIV recombinante; 3) Control negativo:
correspondiente a muestras de controles sanos. Posteriormente,
se realizaron los 2 lavados correspondientes con PBS 1X-Tween20
0,05% yv cada pocillo se incubd por 1 hora a temperatura ambiente

(» 25°C, en oscuridad) con 50 pl del anticuerpo anti-L

proveniente del hibridoma 4D8C6, conjugado con HRP (1,8 ng/uL de

concentracidén final). A continuacidn, se lavd la placa 2 veces
mas, se reveld con 50 pL de solucidn TMB y se incubd durante 15

minutos en oscuridad. La reaccidén se detuvo con 50 pL de H2SO0q4
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2N y la lectura de la placa se realizd a 450 nm en un lector de

ELISA (modelo Epoch), certificado para diagndéstico clinico.

Los resultados obtenidos para este ensayo se muestran en la
figura 5A, donde se puede observar que la técnica de ELISA en
Sandwich wutilizando el anticuerpo (anti-L) proveniente del
hibridoma 2E11B5, como anticuerpo de captura y el anticuerpo
proveniente del hibridoma 4D8C6-HRP como anticuerpo de
deteccidén, permite detectar el antigeno en muestras de pacientes
infectados con PIV (Figura 5A), los cuales fueron previamente
confirmados por Inmunofluorescencia directa en un laboratorio
clinico certificado utilizando el panel viral. La figura 5A,
muestra los resultados obtenidos con los anticuerpos anti-L de
PIV, donde se utilizaron 43 muestras de pacientes diagnosticados
como PIV positivo y como control de especificidad, se incluyeron
3 muestras de pacientes positivos para el virus Influenza. Como
control positivo se incluyeron pocillos a los gque se anadid
proteina L-PIV purificada. Como control negativo se utilizaron
10 controles sanos. Los resultados muestran que los anticuerpos
anti-PIV son especificos en detectar sbélo los pacientes
positivos para PIV y no los controles sanos o aquellos infectados
con otro wvirus (Flu). Todas las muestras detectadas positivas
por ELISA son aquellas gque muestran una densidad éptica (OD) por

encima de 0,1.

Tratamiento de muestras clinicas. Las muestras que se utilizaron
para los ensayos fueron obtenidas a partir de hisopados
nasofarigeos contenidos en medio de transporte universal (UTM).
Se centrifugaron las muestras a 14.000 rpm durante 4 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se separd el sobrenadante
(SN1) del pellet; este Ultimo fue incubado con 100 pL de Buffer
RIPA (50 mM Tris-HC1 pH 8,0, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0,5%

Deoxicolato de Sodio, 0,1%, SDS y un coctel de inhibidores de
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proteasas 1X) durante 15 minutos a 4°C, agitando por vortex cada
5 minutos. A continuacidén se centrifugd a 14.000 rpm durante 4
minutos a temperatura ambiente. Al finalizar se tomdé el
sobrenadante obtenido (SN2) y se mezcld con el SN1, se realizd

vortex.

Ejemplo 8: Diagnéstico clinico de muestras de pacientes
infectados con PIV, utilizando anticuerpos monoclonales anti-L

de PIV, mediante la técnica de Luminex tipo en Sandwich.

Al igual gque en la técnica de ELISA, la disponibilidad y la
concentracidén de las proteinas viral generalmente es muy escasa
en muestras clinicas de hisopados nasofaringeos, por lo que se
quiso evaluar por otra técnica més sensible lo obtenido en los
resultados por la técnica de ELISA (figura 5A). Para este ensayo
se realizé un ensayo de luminex tipo Sandiwch, usando como
anticuerpo de captura el anticuerpo anti-L 2E11B5 como
anticuerpo de captura y el anti-L 4D8C6 como anticuerpo de
deteccién. E1l anticuerpo de deteccidédn anti-L 4D8C6 de PIV, se
conjugd con el fluordsforo biotina. Placas de Luminex fueron
activadas con 50 microesferas magnéticas (marcadas internamente
con fluordéforo rojo o cercano al infrarrojo de diferentes
intensidades) por uL, las cuales estaban conjugadas con el
anticuerpo secretado por el hibridoma 2EI11B5 (anti-PIV),
funcionando como anticuerpo de captura (a una concentracidn
final de 2,5 uM). Las microesferas conjugadas se incubaron con
50 puL de muestras de hisopado nasofaringeo (HNF) de pacientes
que presentaban cuadros respiratorios virales, durante 2 horas
a temperatura ambiente (= 23 °C), en agitacidén a 400 rpm y en
oscuridad (tapados con papel de aluminio). Como controles
negativos se analizaron 8 muestras de controles sanos. Se

utilizaron 14 muestras de pacientes positivos para PIV (de
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acuerdo al método de diagndéstico “D?* Ultra DFA Respiratory Virus
Screening and ID Kit de DHI (Diagnostics Hibryds) USA”,
denominado de manera rutinaria como “panel viral”, las cuales se
trataron de la misma manera mencionada anteriormente, y como
control positivo se incluyeron pocillos a los gque se ahadid
proteina L-PIV purificada (50 ng). Pasada las 2 horas, se
realizan 2 lavados con 100 uL PBS 1X-Tween20 al 0,05% durante 30
segundos utilizando el lavador magnético manual. Para la
deteccidén de la proteina capturada por el anticuerpo 2E11B5, se

utilizaron los anticuerpos producidos por el hibridoma 4D8Co,
conjugados al fluordéforo biotina, a una concentracién de 4 pg/mL

diluidos en PBS 1X-BSA 1%, incubandose los pocillos con 50 puL.
La incubacién se realiza durante 1 hora a temperatura ambiente,
en oscuridad, agitando a 400 zrpm. Se realizan nuevamente 2
lavados con 100 pL PBS 1X-Tween20 al 0,05% durante 30 segundos
utilizando el lavador magnético manual. El complejo formado por
microesferas conjugadas con anticuerpo de captura mas antigeno
y anticuerpo de deteccidén, es 1incubado <con 50 pL de

Streptavidina/Fi-coeritrina a wuna concentracién final de 6

ng/mL. La incubacién se realiza durante 30 minutos a temperatura
ambiente, en oscuridad, agitando a 400 rpm. Finalmente, se

realizan dos pasos de lavados méas y se incuban los pocillos con

100 pL del reactivo Sheat fluid (reactivo utilizado por equipo
Luminex para que el equipo lea las muestras), agitar 5 minutos
a 400 rpm, en oscuridad. Los resultados de la intensidad media
de fluorescencia (MFI, por sus siglas en inglés) son entonces
leidos en el equipo Luminex 200, el cual a través de un léaser
color rojo (621 nm), detecta la regidén de reconocimiento de 1la
microesfera y el léaser de color verde (511 nm) detecta la unidn

del anticuerpo de deteccidédn al analito.
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Los resultados obtenidos para este ensayo se muestran en la
figura 5B, donde se puede observar que la técnica de Luminex, al
igual gque lo obtenido por la técnica de ELISA, utilizando el
anticuerpo (anti-L) proveniente del hibridoma 2E11B5, como
anticuerpo de captura y el anticuerpo proveniente del hibridoma
4D8C6-HRP como anticuerpo de deteccidn, permite detectar el
antigeno en muestras de pacientes infectados con PIV (Figura 5B)
con alta intensidad, los cuales fueron previamente confirmados
por Inmunofluorescencia directa en un laboratorio clinico
certificado utilizando el panel viral. La figura 5B, muestra los
resultados obtenidos con los anticuerpos anti-L de PIV, donde se
utilizaron 38 muestras de pacientes diagnosticados como PIV
positivo y 8 muestras controles sanos. Ademés, se utilizd como
control positivo pocillos a los que se afadié proteina L-PIV
purificada. Los resultados muestran que los anticuerpos anti-
PIV son especificos en detectar sélo los pacientes positivos
para PIV y no 1los sujetos controles. Todas las muestras
detectadas como positivas por Luminex son aquellas gque muestran
un MFI por encima de dos desviaciones estandar del promedio de

MFI de los controles sanos.

Este ensayo, al igual que en el ensayo de ELISA con muestras de
pacientes, demuestra la wversatilidad que presentan los
anticuerpos provenientes de los hibridomas 2E11B5 y 4D8C6 de
PIV, ya gque son capases de unirse simultaneamente al antigeno
sin competir por el sitio de unidén o interferir entre si vy
detectar la poca disponibilidad del antigeno en la muestra de
hisopado nasofaringeo. Lo méds interesante en estos resultados es
que se pudo detectar la proteina L, que es una proteina quimera,
la cual se construyd en el laboratorio a partir de tres
fragmentos conservados de los tres serotipos mas prevalente de

PIV humano (1, 2 y 3).
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Ejemplo 9: Estudio ciego para la deteccién del antigeno L-PIV en
muestras clinicas, obtenidas de ©pacientes cursando wuna
infeccién, utilizando anticuerpos monoclonales anti-L de PIV,
los cuales forman parte del kit de deteccién multiple de virus

respiratorios.

Previamente se realizaron ensayos de ELISA en Sandwich donde se
conocia el diagndéstico previo de las muestras a evaluar.
Posterior a estos ensayos, se realizd un estudio ciego, donde se
evaluaron cerca de 150 muestras de hisopados nasofaringeos, sin
conocer el diagndéstico microbioldgico. Para todos los ensayos
del estudio ciego, se realizaron ELISA en Sandwich donde se
utilizd como anticuerpo de captura el anticuerpo anti-L 2E11B5
y el anti-IL 4D8C6 como anticuerpo de deteccidn conjugado con
HRP. Para todos los ensayo se activaron pocillos de una placa de
ELISA con 3,4 pg/mL (170 ng/pocillo) del anticuerpo anti-L
proveniente del hibridoma 2E11B5 de PIV, diluido en PBS 1X,
durante 30 minutos a 37°C. Se realizaron 2 lavados con PBS 1X-
Tween20 al 0,05% y posteriormente se bloqued la placa con 200 uL

de PBS 1X/FBS al 10% durante 30 min a 37°C. Se lavd nuevamente

y se incubdé durante 1 hora a 37°C cada pocillo con 50 pL de
hisopados nasofaringeos de pacientes, los cuales se evaluaron en
paralelo por el método de diagndéstico estandar (PCR), denominado
de manera rutinaria como “panel viral”, y que fueron tratadas

como se describe previamente en el ejemplo 6. Como controles se

incluyeron: 1) control de especificidad: se utilizaron 50 pL de
la proteina BSA (50 ng); 2) control positivo: 50 ng de proteina
L-PIV recombinante; 3) Controles negativos: pocillos sin muestra
y pocillos bloqueados e incubados con anticuerpo de detecciédn.
Posteriormente, se realizaron los 2 lavados correspondientes con

PBS 1X-Tween20 0,05% y cada pocillo se incubd por 30 min a
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temperatura ambiente (= 25°C, en oscuridad) con 50 pL del
anticuerpo anti-L proveniente del hibridoma 4D8C6, conjugado con
HRP (1,8 ng/uL de concentracién final). A continuacidn, se lavd

la placa 2 veces mas, se reveld con 50 pul de solucidn TMB y se

incubd durante 15 minutos en oscuridad. La reaccidn se detuvo

con 50 pL de H2S04 2N y la lectura de la placa se realizdé a 450
nm en un lector de ELISA (modelo Epoch), certificado para

diagnéstico clinico.

Los resultados se muestran en la figura 5A, donde se observa la
capacidad de 1los anticuerpos de detectar la proteina L en
muestras clinicas, siendo que fueron disefiados a partir de una
proteina quimera. Se detectaron 5 de 7 pacientes PIV positivos,
y a partir de estos resultados se pudo determinar la exactitud
diagndéstica de los anticuerpos, la cual se muestra en la tabla
1. En la tabla se observan los dos conceptos que definen a la
exactitud diagndéstica, donde tenemos la especificidad, es decir
la capacidad de 1los anticuerpos de diagnosticar muestras
negativas como negativas, sin detectar falsos positivos, y por
otro lado, tenemos la sensibilidad, es decir la capacidad de los
anticuerpos de diagnosticar como positivas aquellas muestras que
realmente lo son, sin diagnosticar falsos negativos. Los
resultados expuestos en la tabla muestran un alto porcentaje de
especificidad (100%) de los anticuerpos frente a la técnica
estadndar (PCR) y un bajo porcentaje de sensibilidad (71%), la
cual a su vez es alta teniendo en cuenta que los anticuerpos se
disefiaron contra una proteina quimérica y no contra la proteina
completa que expresa el virus, ya que ésta en su totalidad no es

conservada.

Tabla 1. Exactitud diagnéstica de los anticuerpos anti-L-PIV
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PIV (N=141) Diagnéstico por técnica de Especificidad | Sensibilidad
referencia: PCR
Verdaderos Falsos
positivos positivos
Prueba 100% 71%
diagnéstica: 5 0
ELISA
Falsos Verdadero
negativos negativos
2 134

Ejemplo 10: Deteccién de proteina L mediante ensayo de ELISA
indirecto, utilizando los anticuerpos monoclonales secretados

por los hibridomas 2E11B5 y 4D8C6 conjugados con biotina.

En este ejemplo de aplicacién se demuestra que el anticuerpo
monoclonal especifico contra la proteina PB2 puede ser detectado
mediante ELISA indirecto.

Para la deteccidén de la proteina L, placas de ELISA se activaron

con 50 uL de de 50 ng de proteina L y BSA. Los sitios especificos
se blogquearon con FBS al 10% diluido en PBS 1X. 170 ng (3,4
pg/mL) de los fragmentos Fab de los anticuerpos secretados por
los hibridoma 2E11B5 (anti-PIV) vy 4D8C6 (anti-PIV), ambos
previamente conjugados biotina. Incubacidén de moléculas de unidn
a biotina (Estreptavidina), la cual estd conjugada con HRP
(dilucidén 1:2000, 75 ng por pocillo) (figura 6, barra de color
gris oscuro, anticuerpo 2E11B5 y barra de color gris claro,

anticuerpo 4D8C6) .
Ejemplo 10: Ensayo de deteccién de antigenos de PIV, utilizando

fragmentos F(ab’)2 de los anticuerpos monoclonales anti-L de PIV

mediante ensayo de ELISA indirecto.

Este ensayo tiene como objetivo demostrar la capacidad de

deteccidén de fragmentos de los anticuerpos anti-PIV, producidos
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por los hibridomas 2E11B5 y 4D8C6, por la proteina gquimera L.
Previamente al ensayo de ELISA indirecto, se realizd la
fragmentacidén de la molécula de IgG de cada anticuerpo anti PIV.
La fragmentacidédn se realizdé utilizando el kit “Thermo
Scientific™ Kits de preparacién de fragmentos F(ab')2 Pierce™”
(#10381214, Thermo Scientific), el cual separa el fragmento
F(ab’)2 y el Fc del anticuerpo de interés, mediante el uso de la
enzima pepsina que digiere el fragmento Fc y posteriormente se
realizan pasos de purificacidén para separar el fragmento F(ab’)?2
del fragmento Fc digerido. Posterior a la fragmentacidédn del
anticuerpo, la fraccién F(ab’)2 purificada fue comprobada por la
técnica de SDS-PAGE tefiido con azul de coomassie. Fracciones
F(ab’)2 fueron conjugadas con moléculas de biotina utilizando el
kit de conjugacidén répida, Lightning-Link rapid biotin type A
(#370-0010, Expedeon). Teniendo todos los reactivos listos, se
llevé a cabo la deteccidén del antigeno mediante la técnica de
ELISA indirecto, donde la placa de ELISA se activd con 50 ng de
antigeno L purificado por 1 hora a 37°C. Se incluyeron dos
controles negativos, uno sin muestra y otro incubando el pocillo
con 50 ng de proteina BSA. Posteriormente, la placa se lavd dos
veces con buffer fosfato salino (PBS) 1X/Tween20 0,05%. Luego la
placa se bloqued por 2 horas a 37°C con PBS 1X/ Suero Fetal
Bovino (FBS) 10%. Posteriormente se repitieron los lavados y a
continuacién se incubaron cada uno de los anticuerpos, sin
fraccionar y fracciones F(ab’)2 (2E11B5 y 4D8C6) conjugados con
biotina, a una concentracidén final de 3,4 pg/mL (170 ng por
pocillo), diluidos en PBS 1X/FBS 10%, por 1 hora a 37°C (cada
anticuerpo en una placa independiente). Transcurrido el tiempo
de incubacidén, se repitieron los lavados y se agregd a cada uno
de los pocillos <con una proteina de unidén a Dbiotina
(Estreptavidina) marcada con la enzima peroxidasa de rabano
(Horseradish peroxidase, HRP) en dilucién 1 en 2000 (25 ng/uL
por pocillo) en PBS 1X/FBS 10%, por 1 hora a temperatura ambiente
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(» 25°C), en oscuridad. Finalmente, se realizaron los lavados y
se reveld con 50 pL de buffer citrato/Tetrametilbenzidina (TMB,
3-3"-5-5'tetramethylbenzidine, 1mg/mL, Becton Dickinson). Para
detener la reaccidn se adicionaron 50 pL de H2S04 2N y el
resultado se leyd en un lector de ELISA, a 450nm. Para determinar
que la reaccidén del anticuerpo secundario era especifica en
reconocer al anticuerpo primario y ademds que la sefial obtenida
no sea provocada por unidén inespecifica del anticuerpo
secundario al antigeno, se realizaron controles en los cuales se
utilizé solamente el anticuerpo secundario sin anticuerpo
primario ni muestra (pocillo sin activar). Otro control para
determinar que la reaccidédn del anticuerpo primario es especifica
para el antigeno, consistidé en el uso de los anticuerpos sobre
una placa de ELISA gque no ha sido activada con el antigeno (sin
muestra) o usando los anticuerpos sobre una placa de ELISA que
poseia 50 ng de la proteina BSA.

Los resultados muestran que los anticuerpos monoclonales de la
invencidén son capaces de reconocer 50 ng de antigeno purificado,
de manera especifica, independiente de que se utilice el
anticuerpo completo o un fragmento del mismo (Figura 6, barra de
color negro, anticuerpo 2E11B5 y barra de color blanco,

anticuerpo 4D8C6) .
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