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Resumen

Introduccién: Los nanoanticuerpos estdn compuestos Uinicamente por la regién variable de la cadena pesaday se
obtienen a partir de algunas especies de camélidos y tiburones. Tienen alta capacidad de unién, alta especificidad,
tamafio pequefio, alta accesibilidad y alta penetracion de los tejidos, por lo que potencialmente podrian ser utiliza-
dos para el tratamiento, diagndstico y prevencion de diferentes enfermedades.

Método: Se realiz6 una revisién bibliogréfica de las aplicaciones médicas de los nanoanticuerpos. Se examinaron
articulos cientificos publicados en inglés y espafiol desde 2015 a 2021 en las bases de datos Google Académico, El-
Sevier, PubMed, Clinical trials, Annual Reviews y ScienceDirect. Se prefirieron los estudios que demostraron mayor
valor seguin el idioma, veracidad de la informacién y fecha de publicacién.

Resultados y discusién: En total, se seleccionaron 21 articulos para ser evaluados y analizados, de los cuales 20
fueron estudios preclinicos y un estudio clinico. Los nanoanticuerpos destacan como alternativas terapéuticas,
diagndsticas y preventivas contra el cancer, la hepatitis C, el Alzheimer, el Parkinson, la diarrea provocada por ro-
tavirus y el COVID-19.

Conclusiones: Los nanoanticuerpos pueden ser de gran utilidad para la prevencién, diagndstico y tratamiento de

distintas enfermedades; sin embargo, se requiere continuar con el desarrollo de estudios clinicos y preclinicos que
respalden la seguridad y eficacia de estos farmacos.

Palabras clave: anticuerpos; nanoanticuerpos; neoplasia; hepatitis; enfermedad de Alzheimer; Parkinson; diarrea;
SARS-CoV-2.

Abstract

Introduction: Nanoantibodies are composed solely of the variable region of the heavy chain and are obtained from
some species of camelids and sharks. They have high binding capacity, high specificity, small size, high accessibility,
and high tissue penetration, so they could potentially be used to treat, diagnose, and prevent several diseases.

Method: A bibliographic review of the medical applications of nanoantibodies was carried out. Scientific articles
were examined, published in English and Spanish from 2015 to 2021 in Google Academic, Elsevier, PubMed, Clinical
trials, Annual Reviews, and ScienceDirect databases. Studies that showed greater value according to language, in-
formation accuracy, and publication date were preferred.

Results and discussion: 21 articles were selected to be evaluated and analyzed, of which 20 were preclinical studies
and one clinical study. Nanoantibodies stand out as therapeutic, diagnostic, and preventive alternatives against
cancer, hepatitis C, Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, diarrhea caused by rotavirus, and COVID-19.

Conclusions: Nanoantibodies can be very useful for the prevention, diagnosis, and treatment of different diseases;
however, it is necessary to continue developing clinical and preclinical studies that support the safety and efficacy
of these drugs.

Keywords: antibodies; nanoantibodies; neoplasms; hepatitis; Alzheimer disease; Parkinson; diarrhea; SARS-CoV-2.
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Puntos clave

Los nanoanticuerpos son de gran relevancia en el area de la medicina, estdn compuestos Ginicamente
por la regidn variable de la cadena pesada. Debido a su alta capacidad de unidn, especificidad, tamafio
pequefio, alta accesibilidad y penetracién en los tejidos, se han vuelto una de las principales alternati-
vas para tratar patologias, al igual que los anticuerpos policlonales y monoclonales.

Se han descrito diferentes estudios preclinicos para estudiar la efectividad y aplicabilidad de los na-
noanticuerpos en la medicina. En este trabajo se realizé una revision bibliografica y los estudios con-
sultados indican que los nanoanticuerpos son una herramienta prometedora para el diagnéstico, pre-
vencién y tratamiento de diferentes enfermedades. Sin embargo, es de suma importancia continuar
con el desarrollo de estudios clinicos que evidencien la eficacia y seguridad de los nanoanticuerpos.

Introduccion

Las células plasmaticas secretan anticuerpos (Abs) en respuesta a un antigeno (Ag). Estos anticuerpos
también conocidos como inmunoglobulinas (Ig), son glicoproteinas que forman parte fundamental de
la respuesta inmune humoral, debido a que reconocen y reaccionan de manera especifica a determi-
nado antigeno™. Se encuentran conformadas por dos cadenas ligeras iguales y dos cadenas pesadas
simétricas, ambas unidas por puentes disulfuro y uniones no covalentes como las fuerzas electrostati-
casy fuerzas de Van Der Waals®?.

Las cadenas ligeras estan compuestas por un dominio constante y un dominio variable, mientras que
las cadenas pesadas estan constituidas por tres dominios constantes y uno variable. El Ab se une con
el Ag en las regiones de determinacién complementaria (CDR) que se encuentran en la cadena pesada
yen laligera®?.

Los Abs policlonales y monoclonales son los que mas se han utilizado en la industria farmacéutica; no
obstante, no tienen suficiente especificidad y sensibilidad respectivamente, y su estabilidad disminuye
con el tiempo®. Por esta razdn, se han desarrollado nanoanticuerpos (nAbs), compuestos Unicamente
por la region variable de la cadena pesada®. Los nAbs se obtienen a partir de camélidos y tiburones
y tienen una alta capacidad de unién y especificidad a pesar de que no cuentan con cadenas ligeras.
Ademas, tienen un tamafio pequefio, alta accesibilidad y penetracion en los tejidos®.

Las especies de tiburones pertenecientes a la familia Orectolobidae y las especies Ginglymostoma cirra-
tum y Galeorhinus galeus son capaces de producir Ig constituidas solamente con la cadena pesada®,
las cuales contienen de tres a cinco dominios constantes. Estos nAbs derivados de tiburdn (IgNAR)
tienen un tamafio aproximado a 73 kDa y se pueden encontrar en diferentes longitudes dependiendo
de si es una Ig transmembranal o de secrecion'. Las IgNAR tienen una vida media modificable, mayor
solubilidad, estabilidad y capacidad de penetracion en los tejidos; no obstante, pueden presentar in-
munogenicidad, lo que podria afectar sus aplicaciones clinicas®.

Por otro lado, entre los camélidos utilizados para este propésito se encuentran las especies Lama gla-
ma, Vicugna pacos, Vicugna vicugna y Camelus sp., pues en su suero se puede encontrar Abs heterodi-
méricos convencionales compuestos sélo por cadenas pesadas?. Estos nAbs derivados de camélidos
(VHH) tienen un tamafio de 15 kDa, son las moléculas mas pequefias que se encuentran en la natura-
leza capaces de reconocer a un Ag con una alta afinidad y especificidad. Ademas, tienen la capacidad
de acceder a epitopos ocluidos, elevada estabilidad térmica y fisica, alta penetracién en los tejidos
tumorales, alta resistencia al proceso de pasteurizacién y alta versatilidad que facilita su expresién en
sistemas como levaduras, bacterias y células de mamiferos,

Dentro de las principales ventajas que poseen los nAbs se encuentra su estabilidad incluso en condi-
ciones adversas y con temperaturas extremas durante periodos extensos, ademas presentan una alta
biocompatibilidad, especificidad y diversidad, lo que permite su uso en gran cantidad de tratamientos
para diversas enfermedades. Por otra parte, se debe considerar que presentan una inmunogenicidad
débil en humanos que podria aumentar con el uso a largo plazo®*?.
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Los nAbs se han utilizado extensamente en las areas de investigacion, farmacoterapia, biofarmacia,
diagndstico y nanorreactivos,® por lo que esta revision tiene como objetivo ejemplificar algunos de los
usos y aplicaciones mas comunes de los nAbs en la medicina.

Métodos

La metodologia empleada consistid en una revision bibliografica de distintas fuentes de informacion,
donde se consulté las bases de datos Google Académico, Elsevier, PubMed, Clinical trials, Annual Re-
views y ScienceDirect. Se utilizaron las siguientes palabras clave: anticuerpos; nanoanticuerpos; neo-
plasia; enfermedad de Alzheimer; camello; hepatitis; parkinson; diarrea; SARS-CoV-2. Los términos se
consultaron en inglés y espafiol en un rango temporal del 2015-2021; sin embargo, existen articulos
secundarios de afios anteriores al 2015 que se utilizaron por ser referencias citadas en los articulos
primarios. Los criterios de elegibilidad de las publicaciones incluyen estudios originales que describen
estudios preclinicos in vivo e in vitro y estudios clinicos sobre los usos que tienen los nAbs en la medi-
cina. Se seleccionaron los articulos que demostraron un mayor valor para desarrollar la investigacion
segln el idioma, veracidad de la informacién, fecha de publicacion, entre otros.

Para definir nAbs se utilizaron tres articulos, sobre el uso de nAbs en cancer se consultaron ocho articu-
los, en hepatitis cinco articulos, en enfermedad de Parkinson diez articulos, en enfermedad de Alzhei-
mer (EA) cinco articulos, en diarrea causada por rotavirus diez articulos y en COVID-19 ocho articulos.
Se utilizaron en total 21 articulos cientificos, de los cuales nueve corresponden a estudios preclinicos
in vitro, 11 a estudios preclinicos in vivo y uno es un estudio clinico.

Los estudios publicados se clasificaron segun su aplicacion: Deteccion del cancer, concretamente uno
de ellos investiga el impedimento de su propagacion, y otro la reduccién de su recurrencia. Otro estu-
dio acerca de la inhibicidn de la replicacidn del virus de la hepatitis C (VHC). Dos acerca del diagndstico
y otros dos sobre la prevencidn de la enfermedad de Alzheimer (EA). Dos sobre el impedimento de la
propagacion del Parkinson, y uno acerca del alivio e impedimento de su deterioro. Ademas, se utiliza-
ron tres estudios sobre la prevencion y tratamiento de diarrea causada por Rotavirus, asi como un es-
tudio para el desarrollo de una vacuna contra la diarrea causada por Escherichia coli enterotoxigénica
(ETEC). Finalmente, se utilizaron tres estudios que versan sobre la prevencion de la COVID-19, uno de
ellos estudia la neutralizacion del virus y otro la neutralizacién del dafio celular causado por el mismo.

Resultados y Discusion

Se evaluaron en total 21 articulos cientificos, como se observa en la Tabla 1, donde se describen las
aplicaciones mas destacadas de los nAbs. Por ejemplo, su capacidad de disminuir la propagacion del
cancer y del Parkinson, inhibir la replicacion del VHC y prevenir la EA. También se utilizan en el diag-
néstico de la EAy como estrategia para la prevencidn de la COVID-19, enfermedad causada por el SARS-
CoV-2.

Todos los ensayos realizados en las publicaciones mencionadas corresponden a ensayos en fase pre-
clinica salvo el descrito en la publicacién® que corresponde a un trabajo en fase clinica. A continua-
cién, se explican cada uno de estos estudios de manera mas detallada.
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Tabla 1. Descripcion de los estudios preclinicos in vivo e in vitro y estudios clinicos sobre los usos y aplicaciones de

los nAbs en la medicina.

Seleccién de nAbs especificos contra la a-fetoproteina (AFP), lo que permitié la detec-
cién ultrasensible de biomarcadores de cancer.

Uso de nAbs CAPNb2 contra CapG humano para impedir la formacidn de lesiones
metastaticas o migracién celular en el cdncer de mama.

Chenetal., 20162

Van et al., 2013

Desarrollo de nAbs dirigidos al receptor de quimiocinas (US28) para alterar el creci-
miento tumoral en los glioblastomas (GMB).

Uso de células CAR-T derivadas de nAbs bioespecificos en linfoma B en periodo de
recaida para evaluar la seguridad y eficacia de las mismas.

Desarrollo de nAbs con clones de E. coli para penetrar e inhibir el virus.

Uso de los VHH como sondas especificas para dianas localizadas en el cerebro, como
posible herramienta diagnéstica.

Heukers et al., 20184

Henan Cancer Hospital.
20191

Jittavisutthikul et al.,
201519

Lietal., 2016

Estudio de los VHH conjugados quimicamente en la resonancia magnética de la EA,
para el diagnéstico de imagenes moleculares in vivo.

Uso de los VHH para inhibir la actividad B-secretasa e impedir la generacién de B-ami-
loide y por ende su acumulacién, lo que permitiria detener el progreso de la EA.

Vandesquille et al.,
20174

Dorrresteijn et al.,
20151

Uso de VHH anti BACE1 por medio de virus adenoasociados (AAV), para disminuir la
cantidad de B-amiloide en ratones con la EA. Se evalué la posibilidad de combinar los
VHH con vectores virales para dirigirse a una proteina diana en el sistema nervioso
central (SNC).

Uso de los nAbs VH14PEST para contrarrestar los efectos toxicos de la proteina a-sinu-
cleina (a-Syn), que forma agregados facilitadores de degeneracién neuronal.

Rincon et al., 201919

Butler et al., 2016%%

Uso de los nAbs para reducir la toxicidad de la a-Syn mediante la implementacién de
un mecanismo novedoso, lo cual es significativo en términos terapéuticos.

Orientacién selectiva de los nAbs VH14*PEST y NbSyn87*PEST hacia la a-Syn. Se
demostré que el primero es capaz de sostener el tono dopaminérgico.

Uso de VHH anti-VP6 en estudios in vitro e in vivo en ratones. Se demostré la neutrali-
zacion del virus.

Uso de VHH para el desarrollo del primer biofarmaco antiviral para tratar diarrea por
Rotavirus en neonatos humanos.

Marija et al., 2015%")

Chatterjee et al., 2018

Maffey. 201612

Mendez. 2004-2019%

Inhibicién de la propagacion del Rotavirus mediante el uso de VHH anti-VP6. Crowell et al., 202129

Observacién de la efectividad de los VHH para reducir la colonizacién de ETECy su
uso en la ingenieria inversa para el desarrollo de una vacuna.

Amcheslavsky et al.,
20219

Uso de VHH para el bloqueo de la unién de la proteina de espiga del virus con el
receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2, como prevencion de la propa-
gacion del virus.

Pedreanez et al., 20219
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Tratamiento preventivo contra la COVID-19

Desarrollo de una biblioteca de VHH e identificacidn de su potencial como tratamien- Esperbent, 2020%"
to preventivo contra la COVID-19.

Neutralizacién de diversas variantes de la COVID-19

Uso de un “cocktail” de nAbs para neutralizar diversas variantes de la COVID-19. Zhou et al., 2021%%
Prevencion y neutralizacion de la COVID-19
Evidencia la importancia de VHH en la respuesta inmune contra el virus y su inhibi- Hasson et al., 2020

cién mediante un tratamiento profilactico.
Neutralizacién de dafio celular causado por la COVID-19

Demostracion de una neutralizacion cercana al 50% del dafio celular causado por la Djemli et al., 202167
COVID-19, por parte de los nAbs.

Cancer

El cancer es una patologia celular que agrupa diversos origenes. Su fisiopatologia es dificil de descri-
bir, ya que involucra distintas entidades clinicas®’; a pesar de esto, ha sido posible un consenso de
principios comunes entre estas®?. El cancer se inicia cuando las células se dividen de forma anormal
y descontrolada, lo que conlleva a la formacién de agregados que representan un crecimiento dafiino
para los tejidos adyacentes y alteran la fisiologia normal del organismo®". Este proceso puede afectar
a los demas tejidos del cuerpo, causando metastasis y la muerte®.

Actualmente se siguen buscando diferentes potenciales terapéuticos tanto para el diagndstico como
para la terapia del cancer; un ejemplo de esto es el uso de los nAbs. La eficacia terapéutica de estos
esta respaldada por diferentes experimentaciones sobre adhesion y migracion celular, perturbacion de
vias de sefializacion, angiogénesis y proliferacion celular. Por ejemplo, existen tumores de dificil acceso
que pueden ser visualizados por medio de imagenes moleculares debido a la acumulacién homogé-
nea de los nAbs, lo que permite la deteccion de biomarcadores cancerigenos®. Estas son moléculas
asociadas a mutaciones genéticas o alteraciones epigenéticas que determinan la predisposicién de un
individuo a diferentes tipos de cancer?.

Una ventaja de los nAbs es su pequefio tamafio que permite una penetracién tumoral mas homogénea
y profunda®, ademas de facilitar la unién a antigenos localizados en tejidos dificilmente accesibles®,
por ejemplo, atravesar la barrera hematoencefalica (BHE)®®. Una desventaja de los nAbs es su corta
vida media in vivo®®®. Sin embargo, su tamafio ha sido fundamental para los mecanismos que utilizan
estas moléculas en la terapia y diagndstico del cancer. Los nAbs son capaces de inhibir la proliferacion
de células tumorales, puesto que actiian contra las proteinas de superficie de dichas células, lo cual
altera su funcionamiento e induce a la apoptosis debido al bloqueo de la sefializacién a través de un
receptor de factor de crecimiento®”.

Aunado a lo anterior, cuando los nAbs estan dirigidos a tumores, se pueden unir a los antigenos de
manera muy similar a como lo hacen los Abs convencionales, la diferencia radica en que los nAbs son
capaces de acceder a epitopos que no son reconocidos por los Abs®®.

En los estudios preclinicos es necesario recalcar las aplicaciones de estas moléculas, un ejemplo es el
uso de animales tales como alpacas inmunizadas contra la a-fetoproteina (AFP), la cual es producida
por diversos tumores como carcinoma hepatocelular y hepatoblastoma. En estudios previos, se selec-
cionaron nAbs especificos para la AFP y los resultados demostraron que presentan alta solubilidad, re-
producibilidad y afinidad. De esta forma, se evidencia que un inmunoensayo mediado por nAbs brinda
futuras aplicaciones para detectar biomarcadores de cancer"?.

Actualmente existen nAbs disponibles para dianas tumorales especificas, por ejemplo, en cancer de
mama se evalué un nAbs conocido como CAPNb2 en un modelo animal de ratones desnudos. La sobre-
expresion del componente del citoesqueleto de actina (CapG) se ha relacionado con la diseminacidn
de las células tumorales en este tipo de cancer. De esta forma, se estudié la propagacion de las células
cancerigenas después de administrar los CAPNb2 contra el CapG humano. Este estudio demostrd que
CAPND2 interacttia con CapG en el espacio citoplasmatico, restringe la migracion celular e impide la
formacion de lesiones metastasicas en los modelos animales estudiados. A partir de estos hallazgos, se
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ha promovido una iniciativa para el disefio de farmacos utilizando CAPNb2, pues la inhibicién del CapG
disminuye de forma significativa la metastasis del cancer de mama'*?.

Por otro lado, el glioblastoma (GMB) es el cancer de cerebro mas agresivo que existe, ademas de ser
incurable, se caracteriza por expresar proteinas especificas, asi como el receptor de quimiocinas US28,
que conducen a vias de sefializacion inflamatorias y proliferativas. Por esta razon se desarrollaron nAbs
dirigidos al receptor US28 capaces de unirse a su dominio extracelular, lo cual altera el crecimiento
tumoral in vitro. En este estudio se enfatiza el potencial terapéutico de los nAbs para el tratamiento de
GMB",

Actualmente, en el Hospital de Cancer Henan se desarrolla un estudio clinico que se encuentra en
periodo de reclutamiento de pacientes. El objetivo es evaluar el funcionamiento de células CAR-T pro-
ductoras de nAbs biespecificos para CD19 y CD20, antigenos presentes en el linfoma de células B. Las
CAR-T son capaces de disminuir la recurrencia del linfoma en pacientes con recaidas; sin embargo, el
estudio aun no ha finalizado". Por tanto, seria deseable que se desarrollaran més estudios clinicos, ya
que los nAbs han evidenciado un potencial terapéutico realmente significativo en cancer.

Hepatitis

Los virus de la Hepatitis B (VHB) y C (VHC) pueden llegar a causar la muerte del paciente tras una in-
feccion persistente. El VHB se caracteriza por ser un virus ADN, mientras que el VHC es de tipo ARN y
ambos tienen la posibilidad de causar infeccidn tanto en humanos como en chimpancés®®. La forma
de transmisidn es por contacto con sangre o fluidos corporales infectados. Esta enfermedad tiene
ciertos niveles de afectacion crénica en el higado y con el progreso puede desarrollar fibrosis y carci-
noma hepatocelular Y.

La explicacion de la fisiopatologia de la hepatitis no es sencillo, incluso los receptores de ambos virus
no estan completamente estudiados, pero se conoce que los hepatocitos son el principal sitio de infec-
cién debido a que cuando el virus ingresa al organismo, los polipéptidos de su envoltura interacttan
con sumembrana celular®®, Actualmente, mas de 170 millones de personas estan afectadas por el VHC
de manera crénica, por esta razdn, es necesario desarrollar terapias novedosas para su tratamiento?.

Los recientes estudios con nAbs han demostrado su poder inhibitorio sobre la replicacion del VHC y su
capacidad de reducir el ARN viral en el interior de los hepatocitos. Ademas, los nAbs penetrables parti-
cipan en la respuesta inmune innata de la supresion viral y toleran las mutaciones del VHC.

Se realizé un estudio donde el evalué el uso de los nAbs como posible tratamiento de infecciones por
VHC. Los Abs se obtuvieron a partir de E. coli como sistema de expresidn y su capacidad de penetracion
en las células hepaticas humanas se demostré mediante un ELISA. El mecanismo de penetracién e
inhibicion es complejo, pero se determiné que con los nAbs es posible desarrollar agentes inmunote-
rapéuticos sumamente eficientes para pacientes infectados'®. Este estudio es el Gnico que respalda
el uso de los nAbs en esta patologia, lo que motiva y justifica la importancia de darle continuidad a
esta investigacion en otras ramas de la enfermedad u otros mecanismos mediante los cuales los nAbs
podrian inhibir la replicacién del VHC.

Alzheimer

La EA es el trastorno neurodegenerativo mas importante que afecta la corteza cerebral® y se carac-
teriza por una acumulacion de depdsitos de proteinas tau y amiloides en el cerebro. Los pacientes
con EA sufren una pérdida progresiva de la funcidn cognitiva que inicia con un déficit de memoria,
conforme avanza la enfermedad se presentan alteraciones del lenguaje, pérdida de la independencia
y problemas cognitivos mayores y cada vez mas limitantes. En la etapa terminal los pacientes pueden
presentar delirio, razonamiento alterado, rigidez e incapacidad de realizar por si mismos sus funciones
basicas*.

SegUn la Organizacidén Mundial de la Salud (OMS), el nimero de enfermedades neurodegenerativas se
va a triplicar en los siguientes 30 afios, por lo que ha surgido la necesidad de buscar terapias efectivas
para la prevencidn y tratamiento de éstas, como es el uso de nanoparticulas®*.
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Los VHH tienen un gran futuro para el diagndstico de imagenes moleculares in vivo, debido a que son
muy especificos para su antigeno diana, son estables en el tiempo y difunden facilmente en los tejidos.
Ademas, se pueden humanizar de manera sencilla sin perder sus propiedades. Se ha logrado demos-
trar que existen VHH con capacidad de atravesar la BHE, por lo que parecen ser una herramienta pro-
metedora para el desarrollo de biomarcadores intracerebrales*”.

En el afio 2017 se realizd un estudio sobre el uso de los VHH en el analisis de la EA por resonancia mag-
nética. Se utilizé el VHH conocido como R3VQ, el cual es capaz de atravesar la BHE y con especificidad
por los depdsitos de B-amiloide, lesiones caracteristicas de la EA. Se utilizd E. coli para la expresidn del
R3VQ con una etiqueta 6-histidina en la region carbono terminal, lo cual permitié el reconocimiento de
los depdsitos de B-amiloide mediante técnicas inmunohistoquimicas en el modelo animal utilizado.
También, se desarrollaron agentes de contraste para la deteccion de depdsitos de B-amiloide median-
te resonancia magnética en los modelos animales®”.

En el 2016 se realizd un estudio sobre el posible uso de nAbs de un solo dominio de camélidos como
una herramienta para la obtencién de imagenes in vivo de dianas cerebrales intracelulares y extrace-
lulares. Para ello, se utilizaron dos nuevos VHH capaces de reconocer especificamente los depdsitos
de los ovillos neurofibrilares de proteinas tau intracelulares y amiloides extracelulares. Se utilizaron
ratones con lesiones por depésitos de proteina B-amiloide y se les administré VHH en la corteza fron-
tal; posteriormente, se recolectaron muestras de tejido cerebral para el posterior analisis histologico®.
Otros animales recibieron VHH conjugado con Alexa Fluor® y se realizaron los andlisis correspondientes
mediante microscopia confocal laser de barrido.

Los hallazgos obtenidos demuestran que VHH-E9 con un punto isoeléctrico basico atraviesa de manera
pasiva la BHE, ingresa en el parénquima cerebral y se une a los astrocitos. En el estudio se concluyd
que los VHH pueden ser utilizados como sondas especificas para dianas cerebrales localizadas a nivel
intracelular y extracelular, lo que respalda su uso como una nueva herramienta de diagndstico en Neu-
rologia®.

En el 2015 se estudid la inhibicion de la actividad de la enzima B-secretasa (BACE1) mediada por los
VHH. Se observé una menor produccion y acumulacion de la proteina B-amiloide, relacionado con la
disminucion del progreso de la EA. En un ensayo con células de neuroblastoma se evidencid el efecto
inhibitorio de los VHH-B3 sobre la BACE1 y en un ensayo in vivo, el VHH-B3 disminuyd los niveles de
B-amiloide en cerebro y plasma. Por esta razdn, los VHH son considerados una estrategia terapéutica
prometedora para disminuir la progresion de la EA, ademas, podrian ser utilizados para ayudar a com-
prender mejor el papel de la BACEL en la EA®®).

La administracién de VHH anti-BACE1 mediante virus adenoasociados (AAV) demostrd en un estudio
preclinico realizado en ratones con la EA, que se podia disminuir la cantidad de B-amiloide. Los VHH
suelen tener una difusidn limitada a través de la BHE porque se eliminan rapidamente del parénquima,
por lo que se utilizd AAV como vector para dirigir la entrega al sistema nervioso central (SNC). En un
modelo animal de ratén con amiloidosis cerebral se observd una disminucién importante en los nive-
les de B-amiloide después de la administracién de una dosis Unica de VHH-B9 en el SNC. Con esto, se
demostro la posibilidad de combinar los VHH con vectores virales para dirigirse a una proteina diana
localizada en el SNC1*2,

Parkinson

Se considera la enfermedad de Parkinson como la segunda causa de neurodegeneracion crénica pro-
gresiva, relacionada con un declive o empeoramiento de las neuronas dopaminérgicas encontradas en
la sustancia negra pars compacta. Como consecuencia, los pacientes sufren de sintomas como tem-
blores en reposo, postura inestable, afectacion gastrointestinal, afectacion del suefio, y alteraciones
cognitivas y bradicinesia, que se presentan ante un grado importante de degeneracion neuronal. Por
lo general, el inicio y deteccidn de la enfermedad se da alrededor de los 60 afios, pero puede afectar a
pacientes mas jovenes!“® 474849,

El declive neuronal puede estar asociado a una disfuncién mitocondrial o a la agregacién de la protei-
na a-sinucleina (a-Syn)®?, la cual tiene un papel importante en la liberacién de neurotransmisores®?.

Ars Pharm. 2022;63(2):189-203 196



Ortega-Monge C, Arce-Rodriguez N, Santamaria-Mufioz M, et al.

Debido a la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas, se reduce la liberacién de dopamina en el
cuerpo estriado. Por esta razdn, los circuitos neuronales en los ganglios basales se ven afectados, lo
que deriva en una disminucion de la funcion dopaminérgica y pérdida del control del movimiento .

En un estudio sobre la enfermedad de Parkinson, se evidencié que el nAbs bifuncional llamado
VH14PEST es capaz de contrarrestar los efectos toxicos de la a-Syn y posee efectos proteostaticos he-
terélogos®. La a-Syn posee un componente no amiloide (NAC), que tiene una regién de interaccién
hidrofébica esencial para la agregacion de esta proteina neuronal®. En otro estudio se demostrd la
capacidad de los nAbs para reducir la toxicidad de la a-Syn al inhibir la formacidn de fibrillas, lo que
provoca, mediante la unién del nAbs, una conversién conformacional de oligémeros de la a-Syn de alta
estabilidad a una conformacidén menos estable. Ambos estudios sugieren el mismo resultado pero con
mecanismos diferentes que podrian ser relevantes en términos terapéuticos??.

En otra investigacion se utilizé un modelo animal basado en la sobreexpresion de la a-Syn donde se
administraron dos nAbs orientados selectivamente a la proteina, con el fin de comparar su potencial
terapéutico. Los nAbs utilizados fueron el VH14-PEST donde PEST es la region del NAC y el NbSyn87-
PEST donde PEST es la region C terminal de la proteina. Se demostrd que los dos nAbs poseian activi-
dad contra la a-Syn y que el VH14-PEST era capaz de sostener el tono dopaminérgico®?.

Todo lo precedente hace referencia a estudios preclinicos, indispensables en la investigacion del posi-
ble potencial terapéutico de las diferentes tecnologias con nAbs. Sin embargo, no se han encontrado
publicaciones de estudios clinicos vigentes ni en periodo de revision que permitan evidenciar el poten-
cial terapéutico en humanos, o que promuevan el desarrollo de algln farmaco para el tratamiento de
la enfermedad de Parkinson.

Diarrea

La diarrea se define como el aumento en la frecuencia de las deposiciones que puede llegar a ser de
tres o mas al dia, ademas de cambios en la consistencia de las heces, que por lo general pasan a ser
blandas o liquidas. Puede clasificarse seglin su duracién como aguda, cuando se da por menos de 14
dias, y persistente o crénica si sucede por encima de dos semanas®®?. El exceso de contenido liquido
en las heces es la caracteristica mas frecuente de diarrea crénica®. Asimismo, se atribuye a la diarrea
aguda distintas causas, entre las que se encuentran: infecciones por microorganismos o por intoxi-
cacion alimentaria, asociada a farmacos o sustancias toxicas, intolerancia a alimentos, entre otros;
ademas, cualquier causa de diarrea crénica puede manifestarse de manera aguda en las primeras se-
manas®. Las diarreas se pueden agrupar con diferentes nombres de acuerdo a sus caracteristicas, por
lo que estas son de sumo cuidado y deben de ser vigiladas®®. Un ejemplo de esto, es la diarrea causada
por Rotavirus, la cual puede ocasionar la muerte en menores de 5 afios®”.

Actualmente, existen dos vacunas en el mercado contra Rotavirus; sin embargo, éstas no han mostra-
do los resultados esperados en las poblaciones mas expuestas al virus, por lo que ha sido necesario
el estudio de la enfermedad con el fin de desarrollar un tratamiento efectivo para la misma®®. Se ha
estudiado el uso de nAbs en diarreas provocadas por Rotavirus, ya que estos poseen un sitio de recono-
cimiento de antigeno de una sola cadena. Esta es la principal razén por la que algunos animales como
las vacas no se ven afectados por el virus, a pesar de la ingesta de agua contaminada®®.

A partir de este descubrimiento, se realizé una investigacion en la cual se inmunizé una llama adulta
con proteina VP6 derivada de una cepa de Rotavirus bovino. Se extrajo ADN de las células mononuclea-
res y se amplificaron los fragmentos que codifican para VHH. Se seleccionaron dos clones de nAbs con
amplia actividad neutralizante tanto in vitro, frente a cepas de Rotavirus animal y humano, como in vivo
en ratones y se observé una reduccidn en la duracidn y severidad de la diarrea causada por el virus. Se
concluyé que la administracién de VHH anti-VP6 es una buena opcién como tratamiento profilactico,
asi como una opcidn terapéutica después de la aparicidn de los primeros sintomas®?.

Adicionalmente, un estudio realizado en ratones y cerdos gnotobiéticos evidencid la importancia de
los VHH en el diagndstico de Rotavirus y su capacidad de neutralizar especificamente las cepas tipo
A, lo que establece un antecedente para el desarrollo de un tratamiento terapéutico. Por esta razén,
con el uso de VHH se patent6 el kit diagndstico Rotadial®. Asimismo, en el 2019 se patent6 un biofar-
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maco antiviral para el tratamiento de infecciones virales por Rotavirus en neonatos humanos; dicho
tratamiento se utilizé previamente en terneros y mostrd excelentes resultados en la neutralizacion del
Rotavirus tipo A por VHH®?4,

En otro estudio se ensayaron dos VHH utilizando un modelo animal. Mediante un test de ELISA, una
titulacién de infectividad viral y un cultivo celular de inmunofluorescencia, se demostré la unién de los
VHH a la proteina VP6, lo que derivd en una proteccion parcial contra la diarrea severay la reduccién en
la propagacidn del virus. Por esto, se ha considerado una buena opcidn para tratar la diarrea causada
por el virus®,

Actualmente no existe ninguna vacuna contra la diarrea causada por ETEC. Sin embargo, se ha demos-
trado la eficacia del uso de VHH para tratar enfermedades infecciosas en mucosas. Los VHH reconocen
epitopos conservados en patdgenos hipervariables, por lo que el uso de una combinacién de éstos
puede ser una buena opcién e incluso mas accesible econémicamente que los anticuerpos monoclo-
nales. Adicionalmente, pueden ser utilizados en el desarrollo de una vacuna contra esta bacteria en
ingenieria inversa®®).,

CovID-19

La COVID-19 es una enfermedad causada por el Coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo severo
(SARS-CoV-2)®@), Debido a su alta transmisibilidad, se declaré pandemia a inicios del 2020, lo que des-
encadend una cantidad importante de estudios e investigaciones®. La infeccién puede ser asintoma-
tica o pueden presentarse cuadros clinicos leves o moderados e inclusive graves como el sindrome de
distrés respiratorio agudo y shock séptico. La variedad de sintomas junto con la facilidad de mutacidn,
han sido un gran reto para desarrollar una vacuna efectiva y un tratamiento que permita reducir los
cuadros graves del virus®?,

El SARS-CoV-2 ingresa en la célula huésped mediante una interaccion entre la glicoproteina de la espi-
culay el receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2), Por esta razén, con la intencion
de prevenir esta interaccidn, se aisld y caracterizd un fragmento de VHH de alta especificidad con un
dominio globular presente en la superficie distal de la espicula del virus, evitando de esta forma su
unidn directa con la ECA2. Adicionalmente, este VHH puede expresarse en grandes cantidades en bac-
terias, por lo que representa una buena opcion para su desarrollo a gran escala para la intervencion
de la COVID-19%.

Los nAbs se presentan como una futura opcién prometedora para combatir la COVID-19; es por ello
que diferentes laboratorios han desarrollado la primera biblioteca de VHH contra COVID-19, lo que
permite a su vez la seleccidn de anticuerpos capaces de neutralizar la infeccién viral; ademas, facilita la
obtencidn de anticuerpos monoclonales que permiten la identificacion del virus. Estos nAbs podrian
funcionar como farmacos preventivos o terapéuticos complementarios a la vacunacion®”.

Se han desarrollado medicamentos con nAbs que estan en fase preclinica o clinica. En octubre del
2020, 13 farmacos se encontraban en fase I/l de estudios clinicos, dos medicamentos estaban en fase
II/1ll'y otros dos en fase Ill. Estas investigaciones representan un futuro prometedor para la utiliza-
cion de Abs contra esta enfermedad. Por ejemplo, en 2020, se realizé un estudio en un modelo animal
donde se evaluaron dos nAbs con alta afinidad a la proteina S del SARS-CoV-2. Se concluyé que, al
administrar una mezcla de nAbs, es posible atacar diferentes sitios de unién de la proteina y lograr la
neutralizacién de diversas variantes del virus. Cabe destacar que este estudio inici6 su primera fase
clinica en junio del mismo afio, esperando tener pronto resultados alentadores?.

Ademas, otro estudio muestra cémo el administrar una forma inactiva del virus a camellos, desenca-
dena una respuesta inmune favorable contra los componentes del virus, de manera que se produce
una IgG especifica presente en el suero y la leche de estos animales. Por esta razén, se cree que la
utilizacion de estos nAbs puede producir una respuesta selectiva capaz de inhibir y neutralizar al virus,
también se espera que con el consumo de la leche de estos animales se genere una respuesta inmuni-
taria pasiva como profilaxis para prevenir un cuadro grave. Por otro lado, se indica que los pacientes
infectados podrian ingerir la leche tres veces al dia para neutralizar el virus®.
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Por Ultimo, cabe destacar que el uso de VHH se presenta como una potencial alternativa en el trata-
miento empirico de la COVID-19. Se han seleccionado tres VHH que muestran en estudios in vitro una
capacidad de neutralizacién viral cercana al 50%. Se concluye, por tanto, que pueden ser utilizados en
profilaxis y como tratamiento empirico, reduciendo las complicaciones, elevando la tasa de supervi-
vencia de pacientes®®”.

Conclusiones

Debido a la alta especificidad, tamafio pequefio y otras caracteristicas favorables de los nAbs, se ha
evaluado su uso en enfermedades como cancer, hepatitis, Alzheimer, Parkinson, diarrea y COVID-19.
Los estudios consultados indican que los nAbs son una herramienta prometedora para el diagndstico,
prevencion y tratamiento de diferentes enfermedades. Sin embargo, es de suma importancia conti-
nuar con el desarrollo de estudios clinicos que evidencien la eficacia y seguridad de los nAbs.
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Anexo: Abreviaturas
Abs Anticuerpos
a-Syn Proteina alfa-sinucleina
AAV Virus adenoasociados
AFP Alfa-fetoproteina
Anti-VP6 Anticuerpos contra la proteina VP6
BACE1 Enzima que escinde la proteina precursora amiloide
BHE Barrera hematoencefalica
CapG Componente del citoesqueleto de actina
CAPNb2 Nanoanticuerpos disponibles para dianas de tumores en ratones
CD19y CD20 Nanoanticuerpos biespecificos en el linfoma de células B
CDR Regiones de determinacién complementaria
Células CAR-T Células T con receptores quiméricos de antigenos
EA Enfermedad de Alzheimer
ETEC Escherichia coli enterotoxigénica
GMB Glioblastomas
Ig Inmunoglobulinas
IgNAR Nanoanticuerpos de cadena pesada

Ars Pharm. 2022;63(2):189-203 202


https://doi.org/10.1016/j.med.2019.10.007
https://doi.org/10.1016/j.med.2020.01.005
https://dx.doi.org/10.5812/ijp.100031
https://doi.org/10.1016/j.ram.2015.09.005

Ortega-Monge C, Arce-Rodriguez N, Santamaria-Mufioz M, et al.

nAbs Nanoanticuerpos

NAC Componente no amiloide

NbSyn87-PEST Nanoanticuerpo bifuncional donde PEST es la region C terminal de la proteina
R3VQ Virus VHH con capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica

SARS-CoV-2 Coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo severo

SNC Sistema nervioso central

us28 Receptor de quimiocinas

VH14-PEST Nanoanticuerpo bifuncional donde PEST es la region del componente no amiloide
VHB Virus de la hepatitis B

VHC Virus de la hepatitis C

VHH Nanoanticuerpos de dominio simple derivado de camélidos
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