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RESUMEN

COVID-19 es una enfermedad infecciosa causada por el virus SARS-CoV-2. Han
fallecido millones personas en todo el mundo a causa de esta enfermedad. SARS-
CoV-2 utiliza a la proteina espiga (S) para ingresar a las células huésped por medio del
dominio de unién al receptor (RBD). El RBD interacciona directamente con las células
humanas mediante la unién a la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) lo que
comprende el primer paso en el proceso de infeccion del virus. El RBD representa un
objetivo de estudio para la neutralizacidon de la interaccion con ACE2 mediada por
anticuerpos. En la presente revisién se analiza el posible uso clinico de diferentes
anticuerpos y nanocuerpos que tienen la capacidad de neutralizar la unién entre el
dominio RBD de SARS-CoV-2 y la ACE2. Se encontraron un gran numero de nanocu-
erpos candidatos a ser utilizados individualmente o en conjunto para el tratamiento
de la COVID-19, los cuales han probado ser utiles para neutralizar la interaccion del
virus con el receptor ACE2 presente en células humanas. De esta manera, detienen
el ciclo de replicacidn viral en pacientes contagiados, disminuyendo las cargas del
virus y disminuyen la probabilidad de presentar sintomas severos.

ABSTRACT

COVID-19 is an infectious disease caused by the SARS-CoV-2 virus. Millions of people
around the world have died due to this disease. SARS-CoV-2 uses its spike protein
(S) to enter the host cells through the receptor binding domain (RBD). RBD interacts
directly with human cells through the angiotensin converting enzyme 2 (ACE2) as
the first step in the virus infection process. RBD represents an object of study for
the antibody mediated neutralization of its interaction with ACE2. This review analy-
zes the possible use of different antibodies and nanobodies that can neutralize the
interaction between the RBD domain of SARS-CoV-2 and ACE2. We found several
nanobodies candidates to be used alone or combined for the treatment of COVID-19,
which have proven useful in neutralizing the interaction of the virus with the ACE2
receptor found in human cells. Thus, stopping the replication cycle of the virus in
infected patients and helping to decrease viral loads during the development of the
disease and diminishes the probability of severe symptoms.
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El SARS-CoV-2 (por sus siglas en inglés “severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2”) es un
nuevo tipo de coronavirus que causa una enfer-
medad respiratoria llamada enfermedad por co-
ronavirus y comunmente denominada COVID-19.
Esta se detectd por primera vez en diciembre de
2019 en la ciudad de Wuhan, provincia de Hubei,

*Recibido: 3 de mayo de 2022

China. Desde entonces se ha dispersado por todo
el mundo y ha sido declarada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) como la primera pande-
mia de coronavirus en la historia de la humanidad.

La mayoria de los pacientes con COVID-19
tienen sintomas leves como fiebre, tos, dificultad
para respirar y/o dolor muscular, pero alrededor del
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Figura 1. a. Proteinas encontradas en el genoma del SARS-CoV-2. b. Componentes estructurales del SARS-CoV-2.

Creado en BioRender.

20 %, desarrollan la enfermedad de moderada a
grave, y presentan mayores sintomas que pueden
incluir sindrome de dificultad respiratoria aguda,
choque séptico e insuficiencia organica multiple
que puede conllevar a la muerte (1). La gravedad
de COVID-19 se ha asociado con la edad, el sexoy
las comorbilidades del paciente, donde los hombres
mayores con hipertensién, diabetes y obesidad se
encuentran entre quienes tienen mayor riesgo de
desarrollar insuficiencia respiratoria y morir (2).
El SARS-CoV-2 es un miembro del género Beta-
coronavirus, que incluye otros coronavirus como el
SARS-CoV de 2002 y MERS-CoV de 2012, con los
que comparte poco menos del 80 % de identidad
en su secuencia de ARN. El RaTG13 es un tipo
de coronavirus identificado solo en murciélago,
el cual parece ser el virus mas cercano al SARS-
CoV-2 compartiendo mas del 93 % de identidad
de la secuencia del gen de la proteina espiga que
es la que interactua con células humanas. Aunque
el SARS-CoV-2 tiene una tasa de mortalidad mas
baja comparada con la del el SARS-CoV-1 y del
MERS-CoV, con 0.6-3 %, 9.6 % y 34.4 % respec-
tivamente (3), se encontré que puede propagarse

mucho mas rapido, incluso hasta ocho dias antes
de la aparicién de los sintomas, lo que implicé la
baja probabilidad de contener la epidemia Unica-
mente aislando a los individuos sintomaticos (4).

El SARS-CoV-2 esta conformado por una cadena
de ARN monocatenario de sentido positivo (ARN+)
que codifica tanto para proteinas estructurales,
como para proteinas no estructurales, asi como
un grupo de genes accesorios. Dentro del virus
se encuentra el genoma viral que estd asociado
con la proteina estructural nucleocapside (N) la
cual se halla fosforilada e insertada dentro de la
bicapa de fosfolipidos. En la envoltura membranal
se encuentran las tres proteinas estructurales: la
proteina espiga (S) la cual facilita la unién del virus
al receptor de la célula huésped, la proteina de
membrana (M) que ayuda a mantener la curvatura
de la membrana y la unidén con la nucleocapside, y
la proteina de envoltura (E) la cual juega un papel
importante en el ensamblaje y liberacion del virus
(Fig. 1) (5, 6). Las proteinas no estructurales (nsps
por sus siglas en inglés “non-structural proteins”)
estan conformadas por poliproteinas que com-
ponen el complejo de replicacion y transcripcidon
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(7). El genoma del SARS-CoV-2 también contiene
marcos de lectura abiertos (ORF por sus siglas en
inglés “open reading frame”) intercalados entre los
genes de las proteinas estructurales que codifican
proteinas accesorias, las cuales han mostrado
pueden llegar a interferir en la modulacién de la
patogenicidad viral y la replicacion, ademas de
actuar como inductores de muerte celular y anta-
gonistas del interferén beta (IFN-p) (8).

Proteina espiga (S)

La proteina S es un trimero, cada mondmero esta
compuesto por 1273 aminoacidos con un peso de
150 kDa; estructuralmente se cataloga como una
proteina de fusién de membrana de tipo I con dos
subunidades en su ectodominio (S1 y S2). La re-
gion S1 incluye principalmente el dominio de union
al receptor (RBD “Receptor Binding Domain”),
mientras que la regién S2 es necesaria para la
fusion de membranas (11). La proteina S alberga
un sitio de corte para furina, una proteasa de las
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células humanas, que distingue a este virus del
SARS-CoV y otros CoV relacionados con el SARS.
Este sitio de corte es una secuencia de cuatro
aminoacidos (RRAR) encontrada en el limite entre
las subunidades S1/S2, que impulsa la entrada del
virus a la célula (9).

Los RBD de SARS-CoV y SARS-CoV-2 se unen con
afinidades similares al receptor ACE2 de la célula dia-
na con una Kd de 31 nM y 4.7 nM respectivamente.
Se ha reportado que 17 residuos pertenecientes al
RBD del SARS-CoV-2 comparado con 16 residuos
pertenecientes al RBD del SARS-CoV interaccionan
con 20 residuos del receptor ACE2 (10).

Mediante Crio-microscopia electronica (Crio-ME)
se demostrd que el trimero de la proteina S oscila
entre dos conformaciones; la abierta donde uno de
los RBD se encuentra arriba, y la cerrada donde los
tres RBD se encuentran abajo (Figura 2). Las con-
formaciones se promueven mediante interacciones
electrostaticas entre los dominios NTD y SD2 de la
subunidad S1 con la subunidad S2 para producir
a la proteina S en un estado estable (RBD abajo)

b

Figura 2. Estructura del homotrimero de la proteina S. En colores se muestra un mondémero de proteina S denotando
subunidad S1 en naranja con el RBD en rojo, y subunidad S2 en verde. a. Homotrimero de la proteina S con RBD
abajo en conformacién cerrada. b. Homotrimero de la proteina S con un RBD arriba en conformacion abierta. (PDB:

6VSB Y 6VXX). Creado en PyMOL.
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Figura 3. Ciclo de replicacion del virus SARS-CoV-2. Creado en BioRender.

o0 uno infectivo (RBD arriba) (11). Para que se
presente la interaccion entre el receptor ACE2 y el
RBD del SARS-CoV-2, este Ultimo debe encontrarse
en una conformacién abierta. De las tres copias
que hay en la proteina S, solo un RBD a la vez se
posiciona en la conformacién “arriba”, al efectuarse
el movimiento de un RBD hacia la conformacion
abierta se generan movimientos conformacionales
en el resto de la proteina S, entre las subunidades
S1y S2 que interaccionan con las otras proteinas
del homotrimero, lo que no permite que los otros
RBD se coloquen en la posicién “arriba” (12).

Ciclo de replicacion viral

El ciclo de replicacién viral se desencadena cuando
el SARS-CoV-2, mediante el RBD localizado en la
subunidad S1 de la proteina S, se une a un re-
ceptor ACE2 llamado ACE2 (enzima convertidora
de angiotensina 2) expresado en células humanas
como endotelios, arterias, pulmdn, corazén, rifion
e intestinos (Figura 3) (12). La posterior entrada
del virus a la célula huésped puede darse por las
proteasas TMPRSS2 (proteasa transmembrana de

superficie serina 2) y la catepsina L. La TMPRSS2
realiza una escision del sitio encontrado entre las
subunidades S1 y S2 de la proteina S, este corte
expone una serie de aminodcidos hidrofébicos de
S1 que interaccionan adosandose la membrana de
la célula huésped. La subunidad S1 extendida se
vuelve a doblar sobre si misma, como un cierre,
obligando a las membranas viral y celular a fusio-
narse, expulsando su genoma directamente a la
célula (13). Una alternativa a este mecanismo es
que el virus entra a la célula por medio de endo-
somas dependientes de catepsina L, posterior a la
entrada del endosoma la catepsina L escinde a la
proteina S y libera al virus del endosoma. Se ha
observado que el SARS-CoV-2 promueve la trans-
cripcion del gen de la catepsina L aumentando la
infeccion (14).

Una vez liberado el material genético, los ribo-
somas presentes en el citoplasma traducen a las
proteinas de la replicasa viral en ORFla y ORF1b
y consecuentemente a las poliproteinas de pplay
pplab (Figura 3) que después de ser procesadas,
forman un complejo de replicacion y transcripcion
(15). La replicacion comienza en vesiculas de doble
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Figura 4. Comparacion entre la estructura de: a. anticuerpo convencional de mamifero; b. HCAb de camélido.
(Recuperado de Smolarek et al., 2012). Creado en BioRender.

membrana derivadas del reticulo endoplasmico,
que se integran formando una serie de redes de
membranas donde el genoma viral de cadena
positiva entrante sirve como plantilla para el ARN
de cadena negativa utilizado como molde durante
a replicacion del ARN+ y los ARN subgendmicos.
Se ha observado que las redes parecen conectar
a las estructuras de membrana involucradas en la
sintesis de ARN+ del SARS-CoV con sitios en los
que se produce el ensamblaje de nuevos viriones
(16). La traduccion de los ARN subgendmicos da
como resultado a las proteinas estructurales de
membrana S, M y E que se insertan en el reticulo
endoplasmico (ER), desde donde viajan al compar-
timento intermedio del reticulo endoplasmico-Golgi
(ERGIC) para ensamblar a los nuevos viriones (17).
A la par, la proteina N es traducida en el citoplasma
para posteriormente dar forma a la nucleocapside
a partir de la interaccion con los ARN+ replicados y
la posterior fusion con los componentes de mem-
brana, formando viriones maduros por gemacion
en el ERGIC. Finalmente, los viriones maduros se
secretan en vesiculas de paredes lisas o sacos de
Golgi a través de la membrana plasmatica median-
te exocitosis (19, 21, 7).

Respuesta inmune

El receptor ACE2 se encuentra mayormente enri-
quecido en células epiteliales de la lengua, por lo
que las mucosas de la cavidad oral presentan un
riesgo alto de infeccién por SARS-CoV-2 (19). Se
ha observado que los sintomas de la enfermedad
COVID-19 se presentan de 3-5 dias después de ser

expuesto e infectado por SARS-CoV-2, alrededor
de la primera semana luego de la aparicion de los
sintomas se presenta el pico mas alto de carga
viral en saliva. Posteriormente, esta disminuye
con el tiempo y es detectable hasta por 14 dias,
no obstante, se ha encontrado carga viral hasta
25 dias después del pico (20).

Las cargas virales en pacientes infectados con
SARS-CoV-2 disminuyen después del desarrollo
de los anticuerpos IgM, IgG e IgA, existiendo una
correlacion inversa entre las cargas virales y los
anticuerpos especificos contra SARS-CoV-2, para
el momento en que se desarrollan los anticuerpos
las cargas virales comienzan a disminuir, indicando
la presencia de inmunidad adaptativa innata y/o
celular contribuyendo a la contencién del virus (21).

Se ha detectado la presencia de anticuerpos
IgG, IgM o IgA desde el cuarto dia después de la
aparicion de los sintomas, con una media de 10
dias para IgG y una media de 11 dias para IgM e
IgA. Se ha observado la presencia de IgG durante
mas de 28 dias, mientras que los niveles de IgM e
IgA comienzan a disminuir 3-4 semanas después
del inicio de la enfermedad. Los anticuerpos IgM,
IgG e IgA especificos contra proteinas del SARS-
CoV-2 alcanzan su pico aproximadamente dos
semanas después de la aparicién de los sintomas
(24, 25, 26, 27).

En individuos asintomaticos, la concentracién
de anticuerpos puede ser muy baja, se encontro
que los niveles de IgG especificos contra SARS-
CoV-2 fueron significativamente mas bajos (P =
0.005) en relacién con el grupo sintomatico en la
fase aguda de la enfermedad. Se observd que el
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cuarenta por ciento de los individuos asintomaticos
se volvié seronegativo para IgG en la fase de con-
valecencia temprana, en comparacion con el 12.9
% del grupo sintomatico. Ademas, los individuos
asintomaticos exhibieron niveles mas bajos de 18
citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias (24).
Por otro lado, a partir del conteo de particulas vi-
rales presentes en muestras tomadas con hisopos
de la garganta de pacientes infectados, se encontrd
gue tanto pacientes asintomaticos, como los sin-
tomaticos tienen cargas virales similares al inicio
de la infeccion. Sin embargo, el sistema inmuno-
l6gico de las personas asintomaticas neutraliza al
virus mas rapido (6-9 dias) en comparacidén con
los sintomaticos (8-32 dias) (25).

Se identificaron células T CD8+ y CD4+ espe-
cificas al SARS-CoV-2 en aproximadamente el 70
% y el 100 % de los pacientes con COVID-19, res-
pectivamente (26). Las proteinas S, M o N pueden
activar a estas células T con una respuesta mas
enérgica de CD4+ en comparaciéon CD8+. Se ha
observado que la proteina M induce una mayor res-
puesta en células T CD4+, mientras que en células
T CD8+ la proteina S induce una respuesta superior
al de las otras proteinas (30). Se encontr6 que en
pacientes positivos, las células T CD4+ productoras
de IFNy, IL2 y TNFa reactivos a las proteinas S, M
o N constituian mas del 50 % de los linfocitos T
CD4+ encontrados. Mientras que los linfocitos T
CD8+ citotoxicos productores de Granzima B y que
expresan TNFoa constituian el 25 %. Finalmente,
se encontré que en la mayoria de las células T
CD8+ se produjo la molécula efectora citotdxica
Granzima B, frecuentemente en combinacion con
IFNy y TNFa (30).

Se han propuesto diferentes tratamientos para
combatir la infeccion ocasionada por el SARS-
CoV-2. En un estudio Gautret y colaboradores
reportaron una disminucion significativa en la car-
ga viral en pacientes tratados durante 6 dias con
hidroxicloroquina, una 9-aminoquinolina utilizada
en la terapia de la malaria, comparado con los
no tratados, resultando eficaz en el tratamiento
de pacientes con COVID-19 (27). Sin embargo,
actualmente la OMS no recomienda el uso de
hidroxicloroquina ya que estudios recientes han
demostrado que el uso de hidroxicloroquina no
previene ni favorece al tratamiento de la COVID-19
(28), incluso se ha reportado que puede aumentar
el riesgo de diarrea, nauseas, dolor abdominal,
somnolencia y dolor de cabeza (29).

Se han realizado ensayos terapéuticos adminis-
trando plasma procedente de pacientes convale-
cientes, no intubados y con titulos altos de anti-
cuerpos contra el virus, particularmente cuando se
administran dentro de las 72 horas posteriores al

diagnostico de COVID-19 se observa una mejoria
notoria en la mayoria de los pacientes (30).

Anticuerpos

Se han reportado anticuerpos monoclonales (mAb
por sus siglas en inglés “Monoclonal Antibody”)
producidos contra la proteina S de SARS-CoV-1 los
cuales pueden neutralizar al nuevo virus tanto in
vitro como in vivo, bloqueando la unién al recep-
tor ACE2. Tal es el caso del mAb CR3022, el cual
interacciona con la proteina S logrando inhibir la
interaccion con el receptor ACE2 a pesar de que
su epitopo no se superpone con el sitio de union
del dominio RBD de SARS-CoV-2 con el receptor
ACE2 (31).

Existen multiples estudios donde se aislaron y
caracterizaron mAb contra SARS-CoV-2, tal como
P2C-1F11/P2B-2F6/P2A-1A3, 47D11, 311mab-
31B5/32D4 (Tabla 1). Los cuales mostraron una
actividad de neutralizacion prometedora contra el
virus, incluso los mAb 311mab-31B5/32D4 y P2C-
1F11/P2B-2F6/P2A-1A3 se encuentran en etapa
preclinica (36, 37, 38).

El uso de mAb contra SARS-CoV-2 resulta be-
néfico ya que tienen la capacidad de ser utilizados
como herramientas terapéuticas en la prevencion o
manejo de la enfermedad COVID-19. Sin embargo,
son costosos vy dificiles de producir, resultando en
una pesada carga para los presupuestos de inves-
tigacion y salud. Ademas, son moléculas grandes
(alrededor de 150 kDa), lo que puede restringir
su estabilidad, penetracion y biodistribucion en los
tejidos, asi como provocar reacciones inmunes que
neutralizan sus actividades lo que puede limitar su
uso a largo plazo. Finalmente, otra caracteristica
que limita su uso es que suelen tener una vida
media corta de aproximadamente unos dias (35).

Nanocuerpos

En mamiferos los tipos de anticuerpos son muy
similares entre si, excepto por los anticuerpos
producidos en camélidos, una familia de mamife-
ros artiodactilos, donde se encuentran el camello,
la alpaca, la llama, el guanaco, entre otros. Los
camélidos, ademas de tener anticuerpos conven-
cionales conformados por dos cadenas pesadas y
dos ligeras (Figura 4a), cuentan con una clase de
anticuerpo conformado Unicamente dos cadenas
pesadas (HCAb por sus siglas en ingles “Heavy
Chain Antibody”). Este se forma por los dominios
constantes CH2 y CH3, una regidon de bisagra, y
la porcidn que reconoce al antigeno denominada
dominio VHH (Figura 4b), lo que se conoce como
nanocuerpo (Nb por sus siglas en inglés “*Nanobo-
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TABLA 1
Anticuerpos y nanocuerpos neutralizantes contra SARS-CoV-2
. . Constante de diso-
Nombre Espetzfi ;Iic':l;de se Espe:;fpg::ade se | ciacion de equilibrio | peferencia
Kd (nM)
Anticuerpos:
47D11 ratones H2L2 HEK-293-T 10.8 (37)
CR3022 - E. coli HB2151 6.3 (35)
18F3 ratén HEK-293-T - (59)
7B11 ratén HEK-293-T - (59)
S309 Células B humanas Células expiCHO - (60)
CB6 Células PBMC HEK293T 2.49 (61)
BD23-Fab Células PBMC HEK293 - (62)
B38 Células PBMC HEK293T 70.1 (63)
H4 Células PBMC HEK293T 4.48 (63)
P2B-2F6 Células B humanas 293T 5.14 (36)
P2C-1F11 Células B humanas 293T - (36)
P2C-1A3 Células B humanas 293T - (36)
rRBD-15 Células B humanas HEK 293-F 3.8 (64)
311mab-31B5 Células PBMC HEK-293-T - (38)
311mab-32D4 Células PBMC HEK-293-T - (38)
Nanocuerpos:

2F2 Biblioteca Camélido BL21(DE3) E. coli 5.175 (60)
5F8 Biblioteca Camélido BL21(DE3) E. coli 0.996 (60)
3F11 Biblioteca Camélido BL21(DE3) E. coli 3.349 (60)
VHH-72 Camélido Pichia pastoris 38.6 (59)
H11-H4 Camélido HEK293T cells 12+1.5 (46)
H11-D4 Camélido HEK293T cells 39+2 (46)
n3021 base de datos IMGT E. coli HB2151 0.63 (65)
n3088 base de datos IMGT E. coli HB2151 3.7 (65)
Tyl Alpaca TG1 cells (Lucigen) 9 (61)
Nb20 Llama BL21(DE3) E. coli 0.048 (66)
Nb6 Camélido BL21(DE3) E. coli 2.5 (67)
VHH E Camélido E. coli WK6 1.86 (58)
VHH U Camélido E. coli WK6 21.4 (58)
Nb11-59 Camélido Pichia pastoris 21 (53)
Nb30 Llama TG1 6.9 (68)
WNb2 Alpaca = <80 (69)
WNb10 Alpaca - <80 (69)
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dy™) (36). Los nanocuerpos (Nbs) fueron revelados
por primera vez por Hamers y col. (1993), en un
estudio donde se investigd la presencia de canti-
dades considerables de material similar a IgG en
suero de Camelus dromedarius. Se descubrieron
moléculas compuestas de dimeros de cadena pesa-
da que carecian de cadenas ligeras, y que a pesar
de su pequefio tamafo, contaban con un extenso
repertorio de unidn a antigenos (41).

Los Nbs comprenden cuatro secuencias conser-
vadas, conocidas como regiones marco (FR por sus
siglas en inglés “Framework Region”), que rodean
tres regiones hipervariables determinantes de
complementariedad (CDR por sus siglas en inglés
“"Complementarity Determining Region”) (Figura
5), son los que participan en el reconocimiento y
unién al antigeno. Se ha detectado que del 60-80
% del contacto con el antigeno se produce a través

Figura 5. Proteina S (gris) en interaccion con: a. Nanocuerpos: H11-D4 (verde), H11-H4 (celeste), Nb6 (azul),
Nb20 (amarillo) Nb30 (rosa), Tyl (naranja), VHH-72 (lavanda), VHH-E (fucsia), WNb2 (morado); b. Anticuerpos:
BD23 (verde), 80R (celeste), CB6 (fucsia), CR3022 (amarillo), M396 (rosa), S309 (naranja). Imagen creada en
PyMOL. PDB nanocuerpos: 6243, 6ZHD, 7KKK, 7JVB, 7MY2, 6ZXN, 6 WAQ, 7KN5, 7LX5. PDB anticuerpos: 7BYR,

7Bz5, 7C01, 6W41, 2DD8, 6 WPS.
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de la region CDR3 siendo el principal contribuyente
a la union a antigenos y suele ser mas extenso en
comparacion con los anticuerpos convencionales
(37). Entre camélidos y otras especies, la longitud
de las regiones CDR1 y CDR2 es muy similar, por
otro lado, la longitud de la region CDR3 es muy
variada. Por ejemplo, la region CDR3 de humanos
y ratones es en promedio de 5-15 aminoacidos,
mientras que en camélidos y tiburones es de 6-30
aminoacidos (38). La estabilidad de la region
CDR3 se mantiene mediante un enlace disulfuro
entre CDR1 y CDR3 o entre la FR2 y CDR3. Se ha
observado que estas caracteristicas aumentan la
estabilidad y la solubilidad del Nb incluso en con-
diciones de desnaturalizacion o altas temperaturas
(44, 45).

Los Nbs son moléculas de alrededor de 15 kDa,
diez veces mas pequefios comparados con un anti-
cuerpo convencional y gracias a esta caracteristica
les permite acceder a epitopos ocultos o inaccesi-
bles para los anticuerpos convencionales. Al ser es-
tructuras pequefas provienen de un solo fragmento
de gen, lo que aunado a su caracter hidroéfilo y a
que no presentan modificaciones postraducciona-
les, se expresan bien en sistemas de produccion
econdmicos como bacterias (Escherichia coli) y
levaduras (Pichia pastoris y Saccharomyces cerevi-
siae), resultando convenientes para producciones a
gran escala. Sin embargo, su funcion es solamente
neutralizante ya que, al carecer de dominio Fc,
no activan mecanismos efectores de la respuesta
inmune a menos de que sean expresados con este
dominio Fc (42, 46).

Los Nbs son moléculas estables que pueden
purificarse bajo condiciones adversas para otro tipo
de proteinas, incluidas temperaturas extremas,
presencia de proteasas, alta presion o pH acido
(39, 47), lo que amplia su aplicacion mas alla de
una via parenteral. Tras la administracion in vivo,
los Nbs difunden rapidamente por todo el cuerpo
y tienen una buena penetracion en los tejidos.
Sin embargo, por su tamafio se encuentran por
debajo del limite renal, lo que implica una rapida
expulsion. Por lo anterior, se han desarrollado
estrategias para extender su vida media como
la unién a un dominio de fragmento cristalizable
(Fc) de anticuerpos convencionales o el acopla-
miento a proteinas séricas como albumina sérica
humana o IgG a través de los Nbs que los atacan
(48, 39).

A diferencia de los anticuerpos convencionales,
los Nbs tienen la capacidad de ser utilizados, ya sea
como herramientas en investigacién en cuanto a
diagndstico, agentes de imagen, herramientas para
biologia estructural, asi como posibles terapias con
la posibilidad de usarlos en combinacién con otros
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tratamientos para la COVID-19 (42, 46). Se ha
mostrado el posible uso de Nbs como trazadores
de imagenes moleculares en pacientes con cancer,
donde los Nbs se unen rapida y especificamente
a los antigenos tumorales. Ademas, gracias a sus
caracteristicas propias los Nbs no unidos logran
eliminarse rapidamente de la sangre. Esto a su
vez resulta favorable, ya que se pueden utilizar
radioisdtopos PET de vida corta, como galio-68 o
flior-18 reduciendo significativamente la carga de
radiacion en los pacientes. Los anticuerpos con-
vencionales no siempre son adecuados para este
propdsito porque tienen una vida media prolongada
y una velocidad de difusién lenta. Con los Nbs se
pueden obtener imagenes una hora después de la
inyeccion, mientras que, con anticuerpos conven-
cionales se obtienen imagenes después de dias
posteriores a la inyeccion (44).

Tratamiento de enfermedades con nanocuerpos

Por otro lado, se ha comprobado el uso de Nbs
para el tratamiento a diferentes enfermedades. Pe-
yvandiy col. (2017) demostraron la efectividad de
un Nb humanizado conocido como Caplacizumab,
que actualmente se encuentra aprobado para su
venta por la FDA, el cual es capaz de reducir en
un 89% el riesgo de morbilidad y mortalidad por
trombocitopenia trombadtica adquirida (TTP) (45).

Asimismo, ALX-0171, un Nb trimérico huma-
nizado, es decir, expresado unido a una region Fc
humano. ALX-0171 fue capaz de neutralizar el virus
respiratorio sincicial (VSR) con una mayor efecti-
vidad en comparacién al tratamiento convencional
con el medicamento Palivizumab, un mAb comer-
cializado (46). Estudios posteriores encontraron
que ALX-0171 inhibe la replicacion del virus en un
87%, en comparacion del 18% observado con la
administracion de Palivizumab (47).

Liu y col. (2017) identificaron un grupo de Nbs
capaces de reducir la carga viral de poliovirus (PV)
a partir de una biblioteca de presentaciéon de fagos
inmunizados. El mecanismo por el cual estos Nbs
reducen la carga viral es bloqueando directamente
la interaccion del virus con sus células diana (48).
A través del mismo mecanismo se construyd una
biblioteca de presentacion de fagos a partir de una
[lama inmunizada con el virus del Ebola (EBOV)
inactivado y una glicoproteina de la envoltura vi-
ral recombinante seleccionando y evaluando Nbs
especificos para la glicoproteina del EBOV logran-
do neutralizar al virus (49). Del mismo modo, se
generaron cinco Nbs anti-CHIKV en llamas inmu-
nizadas. Estos Nbs neutralizantes virales se han
aislado con éxito mediante selecciones contra las
proteinas virales del virus CHIKV que causa dolor



Revista de Educacién Bioquimica (REB) 41(3):96-110, 2022 Anticuerpos y nanocuerpos contra... 105

articular severo que se asocia con fiebre, erupcion
cutanea y dolor de cabeza (50).

En otro trabajo, por medio del analisis de una
biblioteca de Nbs derivada de llama inmunizada con
una proteina RBD recombinante del MERS-CoV, se
aislé el Nb MS10 y se investigo su efecto asi como
de su forma humanizada sobre la patogenicidad
del virus, estos Nbs mostraron una alta afinidad
por MERS-CoV. El Nb fusionado con un dominio Fc
mostré una vida media aumentada in vivo, y fue
capaz de proteger eficazmente a ratones infectados
con MERS-CoV (51).

Otro estudio se encargd de identificar una serie
de Nbs especificos contra MERS-CoV de la médu-
la ésea de camellos dromedarios infectados con
MERS-CoV, se encontré que a una concentracion
en orden picomolar, estos Nbs bloquearon eficaz-
mente la entrada de virus a la célula Huh7, un tipo
de linea de células hepaticas humanas. Los Nbs
con mayor afinidad y que se unian a la proteina
RBD del virus se humanizaron fusionandolos a un
dominio Fc. Estas construcciones tenian una vida
media prolongada en el suero y protegian a los
ratones contra una infeccién mortal por MERS-CoV
(52).

Nanocuerpos contra SARS-CoV-2

Derivado de la actual pandemia, se han desarro-
[lado una gran cantidad de trabajos enfocados a
la obtencion de Nbs capaces de interactuar con el
virus SARS-CoV-2 con el fin de generar posibles
tratamientos contra la enfermedad que produce
(Tabla 1). Se ha construido una biblioteca de Nbs
a partir de camellos inmunizados, encontrando
siete Nbs con una buena capacidad de union a
ocho mutantes del RBD de SARS-CoV2. Entre los
candidatos, el denominado Nb11-59 exhibid la
mejor actividad neutralizantes con una buena es-
tabilidad. Segun estos resultados, Nb11-59 podria
ser una nueva molécula terapéutica, como farmaco
inhalado, para el tratamiento de COVID-19 (53).

Anteriormente, se han aislado Nbs neutrali-
zantes a partir de llamas inmunizadas contra la
proteina S de los betacoronavirus MERS-CoV vy
SARS-CoV-1, entre los que destacan VHH-55 vy
VHH-72 que interaccionan con el dominio RBD.
Se demostro que estos Nbs presentan reactividad
cruzada contra el dominio RBD de SARS-CoV-1y
SARS-CoV-2, resultando capaces de neutralizar
con alta afinidad la proteina S del SARS-CoV-2
(54).

Chi y col. (2020) produjeron una serie de Nbs
humanizados contra RBD de SARS-CoV-2 a partir
de una biblioteca de presentacion de fagos sinté-
tica. La eficacia de inhibicién sobre el SARS-CoV-2

y la cinética de afinidad se ensayaron in vitro,
encontraron que los Nbs denominados 2F2, 3F11
y 5F8, podrian ser muy ventajosos como farmacos
especificos para prevenir la infeccion por SARS-
CoV-2 al inhibir la fusién de membranas entre
los RBD del pico viral y sus receptores de células
huésped y luego bloquear la entrada de SARS-
CoV-2 (55).

A partir de una alpaca inmunizada con RBD de
SARS-CoV-2, Hanke y col. (2020) informaron del
aislamiento de un Nb monomérico llamado Tyl
humanizado y aislado a partir de la técnica de pre-
sentacion de fagos. Tyl ha confirmado una union
de alta especificidad y afinidad al dominio RBD de
SARS-CoV-2 inhibiendo su interacciéon con ACE2.
Sugiriendo que su probable generacion en formatos
homodiméricos o triméricos aumente alin mas su
actividad de neutralizacion (56).

Huo y col. (2020) reportaron dos anticuerpos de
Ilama denominados H11-D4 y H11-H4 obtenidos
mediante la generacién de una biblioteca de Nbs
utilizando tecnologia de presentacion de fagos in
vitro. Estos Nbs fueron capaces de interactuar con
el RDB del SARS-CoV-2 impidiendo su union al
receptor ACE2 (43).

En otro estudio, se aislaron un grupo de Nbs
que interaccionan con el dominio RBD, a partir
de llama inmunizada con el virus SARS-CoV-2.
Un Nb denominado NIH-CoVnb-112 resulté ser el
candidato terapéutico principal ya que mostro una
alta afinidad en forma monomérica y bloqued la
interaccion entre ACE2 en diferentes variantes de
la proteina S (57).

A partir de la construccion de una biblioteca de
Nbs por medio de tecnologia de fagos, Gay y col.
(2021) descubrieron un grupo de siete Nbs con la
capacidad de bloquear la interaccidén que se da en-
tre la ACE2 y la RBD del SARS-CoV-2, donde resaltd
el Nb Nb11-59 el cual exhibié la mayor actividad
contra el SARS-CoV-2. Ademas, es altamente es-
table al administrarse por nebulizacion, por lo que
podria ser una molécula profilactica y terapéutica
prometedora contra la COVID-19, especialmente
mediante la administracion por inhalacién (53).

Del mismo modo, partiendo de la construccion
de una biblioteca de Nbs obtenida a partir de tec-
nologia de fagos, se aislaron cuatro nanocuerpos,
donde los denominados VHH E y VHH U resultaron
tener mayor actividad al interactuar con la pro-
teina S del SARS-CoV-2 logrando neutralizar el
virus. Mediante crio-ME, las estructuras reportadas
muestran que VHH E y VHH U se dirigen a dos
epitopos distintos en la proteina S del SARS-CoV-2
(58).

El resumen de las estructuras de los nanocuer-
pos y anticuerpos que neutralizan la unién del
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SARS-CoV-2 con el receptor ACE2, se resumen en
la figura 5. En todos los casos, estos nanocuerpos
y anticuerpos, se unen al RBD ya sea en cualquiera
de sus dos conformaciones, “arriba” o “abajo”. Esta
interaccion nanocuerpo/anticuerpo-RBD es la que
evita el contacto RBD-ACE2.

En conclusion, revisamos que se han producido
un gran namero de anticuerpos y nanocuerpos a
ser utilizados solos o en combinacion, los cuales
han probado ser Utiles para neutralizar infecciones
causadas por patdgenos. Estas moléculas partici-
pan deteniendo el ciclo de replicacion, ayudando
a disminuir las cargas del patégeno durante el de-
sarrollo de la enfermedad. El uso de anticuerpos y
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nanocuerpos solos o de manera combinada puede
ser eficaz contra la COVID-19 al interactuar con
el RBD de la proteina espiga del SARS-CoV-2 y
asi evitar que se una al receptor en células huma-
nas, la enzima ACE2. Los nanocuerpos presentan
beneficios en comparacion con los anticuerpos
convencionales como son: una mayor estabilidad
durante su produccion, un proceso de fabricacion
mas rentable, la capacidad de acceder a epitopos
ocultos debido a su tamafio, ademas de ser al-
tamente estables bajo diferentes condiciones de
almacenamiento lo que los hace adecuados para
uso terapéutico y produccion a gran escala, repre-
sentando una alternativa Uti ara el tratamiento
de la COVID-19 entre otras.
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