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Introduccion. Algunos péptidos o proteinas, bajo ciertas
condiciones, pueden convertirse de su forma soluble a
agregados fibrilares, y dichas transiciones pueden dar lugar a
condiciones patolégicas que van desde desordenes
neurodegenerativos a  amiloidosis  sistémicas.  Las
amiloidosis son un grupo de enfermedades caracterizadas
por el depoésito en drganos y/o tejidos, de fibrillas proteicas,
las cuales tienen propiedades Opticas y tintoriales
especificas. Actualmente se conocen mas de 20 péptidos o
proteinas, cuya caracteristica comin es la estructura en hoja
B cruzada y son causa de enfermedades tales como
Alzheimer, Parkinson y Huntington, entre otras. Las bases
moleculares de las amiloidosis no se encuentran totalmente
esclarecidas, lo cual ha dificultado el hallazgo de un
tratamiento eficaz para las mismas. Por ello, se ha recurrido
a la generacion de un modelo peptidico, que ha permitido el
estudio de la amiloidosis AL, una enfermedad generada por
cadenas ligeras de inmunoglobulinas. Este modelo a su vez,
esta coadyuvando para encontrar potenciales agentes
inhibidores de la agregacion.’

Dentro de este marco, nuestro grupo se ha involucrado en la
obtencién de ligandos, basados en la estructura de
fragmentos variables de cadena sencilla (scFv’s) humanos,
potencialmente inhibidores de la fibrilogénesis in vitro del
dominio variable recombinante A6.

Metodologia. Mediante la técnica de despliegue en fagos?,
se tamiz6 una biblioteca no immune de scFvs humanos®. Las
clonas seleccionas se utilizaron para analizar su capacidad de
reconocimiento especifico hacia la cadena ligera 6aJL2. Se
llevd a cabo la expresion del fragmento de anticuerpo
elegido, y se caracterizd en terminos de estabilidad y
afinidad (mediante ELISA), ademas de su capacidad de
inhibicion de la extension de fibrillas de 6aJL2 y su mutante
R25G (mediante fluorescencia).*

Resultados y discusion. Después de 3 rondas de tamizado,
se logro el aislamiento de fragmentos variables de cadena
sencilla entre las cuales se seleccion6 el scFv 7D que tiene
capacidad de reconocer tanto a la forma soluble como a la
fibrilla formada por 6aJL2. El scFv tiene una cadena pesada
que pertenece a la familia V43 y una ligera que corresponde
a las lambda 2; su peso se aproxima a los 25 KDa. Se
comprob6 que el anticuerpo tiene una capacidad inhibitoria
de la extension de fibrillas formadas por 6aJL2 y R25G en
alrededor de un 50% y 60% respectivamente, cuando es
utilizado en una proporcion 1:1 de monomeroA6:scFv.

Mediante un ensayo de competencia, por ELISA, el scFv 7D
reconocio un epitope distinto al que reconoce un anticuerpo
monoclonal murino dirigido especificamente contra el
monomero de 6aJL2 (control positivo), ya que no se observé
ningun desplazamiento de la cadena sencilla por este Gltimo.
El scFv pierde el 75% del reconocimiento a su antigeno en
presencia de 2 M de Cloruro de Guanidinio, sin embargo, lo
mantiene a temperaturas de hasta 50°C; su baja estabilidad es
explicada debido a que procede de una biblioteca no inmune,
donde no ha habido un proceso de maduracion dirigido por
el antigeno.

Conclusiones. ElI scFv 7D representa un agente
potencialmente terapéutico de una gran variedad de
amiloidosis, ya que por las propiedades estructurales que
poseen en comun las proteinas amiloidogénicas, un agente
inhibitorio de alguna de ellas, podria ser atil en el
tratamiento de otras. Ademas, es un anticuerpo susceptible a
ser modificado por maduracién in vitro. Entre otras, se
podrian mejorar propiedades tales como la estabilidad,
afinidad y la capacidad inhibitoria de la agregacion de
proteinas amiloidogénicas.
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