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RESUMEN 

"Ensamblaje de un DNA que codifica fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) de 
inmunoglobulinas anti-péptido beta-amiloide"; 

Por José Angel Montero_ Santa maría 

Directora de Tesis: [)Í-a. Goh~r 6;~r,,'orgyan 
'<'C:·~ .-; ;.w,. ~.-.~-- - -

f?,:;~-- :-,-'' -

El péptido 13-Amiloicje: ~~, ef pri~Ci¡:>al(fo'~pol1el1te de las placas amiloides 
,- ·.:.;' \>~ <.::~ ._::~ -,-<<-<< ... ~ ... :::<,,:,-/f!:_· .. -<'(,~--'-->::···· ·:º: 

cerebrales y jueg.a lln P~PE!}im~ort~ntl:'.ºerl}ª ~r'lf,~r,rn~dM de Alzheimer. Actualmente 

existe interé~ pe~ e~co~t;a~i colllpú';;stb~ q~~ i~1~(:¡'¡;_,¡ii:ll9~te inhiban la agregación y/o 
:J~·-: ·,, __ ,· '- '--~ -.-:/---<-. -~;:~~--!~;,;;_;-~,_-.--¡, 

destruyan·. agregadoÍ<d~I; péptido. e~ .. éi cerebro:: E~ eL p~esénte estudio se obtuvieron 

ratones hiperiílJS~~~ coriti'á el péptid~"13-A~i16;d~~;. ~~~~•linfocitos se utilizaron como 

fuente de RNAm·~;r: o~i~~ei- los gent~;v:ria~i~s~~vj~~ VL) de inmunoglobulinas anti-
.,. >ii/. :~',~·:. ~-- . _-·º,:. \~J:\:Jf~~,~~~~Ji~;;.<:/~. _:·_ ' -' 

péptido 13~Amiloide42y .. ensamblar unDNAque C()difica fragmentos variables de cadena 
. - -----. -- .- .. _._, '-;--- -·--¿-- ·-·· ---;,·,-.,- -:-.;,_ ;-<'.·'.}.;:·· .-.-~· _, 

sencilla (scFv) anti_:péptido 13-,A.miloidé~;. E;té. fragmento de DNA se clonará en un 

fagémido y se·expresará en ei"tá~~rn~n1~11tos~ M13 para generar una biblioteca de .. ;·, . ' •' - ; .. -.. ,, 
scFv anti-péptido 13-A~i,loid~42:~b~~~sí~' b;.;li~t~ca se seleccionarán clonas afines al 

péptido 13-Amiloide42 y se ev~luarén como terapéuticos en la enfermedad de Alzheimer. 
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ANTECEDENTES 

El péptido P-Amiloide (f3A}, es el componente principal de las placas amiloides 
' . ' 

cerebrales y juega un papel importante en la neuropatología de la enfermedad de 

Alzheimer (EA) (1-3). En el cerebrc:,: ~e· producen·fr~:gmentos del péptido PA de una 
, ·. ;,./ -:. <.·,; - ·'. <,:- '.~,::" · .. , - .--: :. .;.r .···. -·. 

molécula precursora más grande lla,ma8a ··proteína 'precursora amiloide (APP). cuando 

se libera de .la cé1úTa, ·¡~sir~g~~Kt~s 1d~l-.péptido;'J1ie:puecien acumularen placas 

extracelulares: ~~· i~_PJq~~I~--~~~a~·iiÍ,~''.~~i 1~;¡~ i~fil/~~· ~~1. ~eptido · PA,'sino también 

formas ~ol~·~l~s;;·rn~~ . P,~q9.~ñ~s> ~; ~~gr~gados:~peptfdicos' de PA (protofibrillas y 

oligómer6s pequeños) qúe[es&lpari_·~a· l,a dl3tecciÓn porrnétodos diseñados para las 

fibrillas, están imiolucrados en:I~ p~togénesis de la EA (3). Esta propuesta provee la 

explicación para la pobre correlación entre carga amiloide fibrilar y la progresión de la 

enfermedad. En cualquier caso, tanto las fibrillas del péptido PA. como pequeños 

agregados del mismo, deberían ser prevenidos o destruidos por agentes que sean 

candidatos para la terapia de la EA. 

Los fragmentos del: péptido· PA son generados mediante la acción de proteasas 
. .... ,,.--~D-.- .. ~~--;-~---_::'. - - --

específicas de;_ntr~.f!~,la.C::élula y entre las más importantes de estas enzimas están la 

beta y la ga~·~j·~eJr~t¡~a.·;-eniendo e~to en mente, se ha propuesto usar pequeños 

compuestos ~~~·¡,";;:~~ f~~~~;/~~:·d~J:J~J~J~.;l~};~~i;era. hemato encefálica (BHE) y 
, .. :;;~;.~- :-:-·:-~--·~'-'.>t-:/~·-.. r:~-·~:::;:,:.· ,:_·-~: ;~:.~~:-·;, __ : .- .. -

disminuyan pero 66 ~~i0°irí~n:·~ª .. ªC::tividad de la beta y la gamma secretasas con el fin de 

usarse conio ter~pÍ~ ~~ f~sÍ3s''61i~ickis'iempranas de la EA. Interferir con las reacciones 
>,:· .<_:" /)-~.'. - .-~:.:~ 

metabólicas rí6rmales:del~or1:ianismo no es deseable y un acercamiento alternativo que 
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tenga como blanco eventos patológicos corno el depósito del péptido J3A, podría resultar 

más apropiado para el tratamiento efectivo y la prevención de la EA. 

Existen reportes previos que describen los esfuerzos para encontrar compuestos que 

selectivamente destruyan placas del péptido J3A, así ha sido mostrado que los 

nitrofenoles inhiben la agregación del péptido J3A in vitro y causan desagregación de 

fibras previamente formadas (4). También los nitrofenoles protegen neuronas del 

hipocampo de ratas en cultivo de los efectos neurotóxicos del péptido J3A e inhiben la 

formación de depósitos del péptido J3A en un modelo in vivo (4). Fassbander y 

colaboradores (5) mostraron que fármacos que reducen el colesterol como el 

sirnvastatin y lovastatin también son capaces de reducir los niveles intra y extracelulares 

del péptido J3A en cultivos primarios de neuronas de hipocampo y. neuronas corticales 

mixtas. Cobayos tratados con altas do~is de sirnvastatin mostraron. una fuerte y 

reversible reducción del péptido J3A ·en el cerebro. 

La ~éuropatologí~ ~e ··1~. EA ha-:s-ido observada en ratones transgénicos de la APP 
.':'- ·' , ,!. ' ·e·:::'' 

humana, donde se' prodi'.;ceh_elevados niveles cerebrales del péptido J3A.L Experimentos 
;t:.::·:··,:,~ ::-: ::tf:· - '- ( 

usando estos modelos. mí.:irínos de· la EA (modelo rnurino transgéníco PDAPP) proveen 
·'· .,., ,, .. . -

'• '' -., 

respuesta.s a muchas preguntas importantes relacionadas con el péptido J3A y la EA. 

Así se ha demostrado que la inmunización de ratones PDAPP con péptido J3A reduce 

significativamente agregados del péptido J3A y ciertas características neuropatológicas 

similares a esta neuropatía en ratones de edad avanzada, y también esencialmente 

previene la agregación del péptido J3A, la distrofia neuritica y la astrogliosis en animales 
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jóvenes (6). Estos resultados sugieren por primera vez que la inmunización con PA 

puede ser efectiva em I~ prevención y tratamiento de la EA. Posteriormente Janus y 
: >. 

colaboradores mostraron,,que la inmunización con péptido pA reduce su depósito en el 

cerebro y la disfu~cicJ~ ~ágnitiva en el modelo murino TgCRND8 de la EA (7). En otro 

estudio de inmunización con el PA por Margan y colaboradores (8) en Florida se 

demostró que 18 vacunación de ratones transgénicos PDAPf> con el péptido J3A los 

protegía de las deficiencias de aprendizaje y de la memoriáre1.iibí~nadas con la edad. 
-¡ ·:<f,> f:~~:s. :: 

.::~~" ;~ ,;~~;;.«j:r~~:'. , 
En los estudios mencionados se utilizó péptido PA inclJbadoi.tpda la noche en buffer 

para inmunizar a los ratones. Estas soluciones del_p:i~8~J~~ií~icamente contienen 

fibrillas junto con pequeños agregados; sinembar~6'dÍ~:a[;~;'.~~~~ inmunogenicidad de 

las fibrillas de .PA. se :equiriero~rep~ti~r:~ i~~t~J;s~i(i~~t~~rl~tígeno para obtener 

altos niveles de anticuerpos·ariti-J3ARSín embargo,\la·inmunización con fibrillas puede 

ser tóxica ·.(8) ... ~-n el··;~te~~~· l~~ ·~j~~~~;~~~;:~;·~~rn:~~~~nos capaces de inducir 

anticuerpos anfi-pA eón ~~º~!-~,ci'.~~~i".~nfi-agregación, se identificaron epítopes de los 

anticuerpos anli-PÁ y~·· rep6JJ(jo~~ us'ando péptidos sintéticos y bibliotecas de péptidos 
··-=-,.. °:!~.-::[ ··''..: 

expresados en fa!;Íos fÍlamel'liosos: Demostrando que los residuos EFRH localizados en 
,· . . >-¡:,_·:;j~~·>:, ¡ ', 

las posiciones 3 al.~ ~·~1 e~r~mo amino terminal del péptido PA. comprenden el epitope 

inmunodomim3n't~;~::y ·;f ;~~¡~-Ji pal sitio regulador para la formación de fibrillas (9) . 
.. ' - --.- .. - .,/--.. '--;_,_~-::::.- ,-7:<:~ · ... :. 

Subsecuent~me~tfii/16~'·f~~~~ filamentosos que expresaban el péptido EFRH fueron 
:~''.>· :·.,,,.,.,. ,,,. 

usados co,:¡,o inm~nÓg~n9'~ e.~peclficos no tóxicos en cobayos para la producción de 

anticuerpos qu~ evfta8~.n;'fk agregación del péptido PA in vitro (10). Estos autores han 
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demostrado que los anticuerpos. en suero, generados contra el fago que expresa el 

péptido EFRH, previenen los efectos neurotóxicos y desagregan fibrillas de ¡3A. 

' .,···: . . _ .. 

Una de. las. desventajas' de cualquier procedimiento de inmunización activa es la 

generación de .. uriaJuerta· respuesta inmune que no es deseable en una población de 

pacientes mayoresafectacfos por la EA La idea de que la inmunoterapia pasiva puede 
. . . J•'· ; ·. ~'·': . ~··"':"·:» .;'. .; - . ,· .. ~ 

ser más· apropl;,;da pa'ra ~si.os indi~iduos, promueve esfuerzos hacia la generación de 
_ . . . . , _ .. , ~···· '·"'- ,,; ~ ,-1· ,: .:·.: -:-_ : ··, ·::...r: ,_ •· .: 

anticué-~pos' ~'pábes;'''detp;et;;Jn'i!-'iydestruir agregados del péptido 13A Así ha sido 
'. ''. <1: ·• ,.:.:,:· ' - 1:). -.-.·.- .'.+~:.-. ··-..,:,·.··. ·-;,:;:·_-. _;;, '~-- ;::· ... 

demostrac:lc; quEi ', Íbs'fa.nti6uerpcJs':'irlc)no~lonales desarrollados contra fragmentos de 
.- .. -,-- ·,. _--.<~_ .. ·:::::-.''<'~.'.~~~:)\}:-?,'.' ,'\?,~~:: ~:~-t-::'.--,:·'-. -·--:~-:-~ .. 

péptido 13,A. que ai,,arcan}os r.E!siduos .de amnioácidos 1-28, previenen la agregación y 
".!-'.;/' .•. : " '\. .:~ .. - - '.'' .-:-;,:'.' 

desagregan fibriúas de péptido d.A. inyitro (11, 12). Bard y colaboradores demostraron 

que la. administración de ántié:uerpos monoclonales y policlonales contra el péptido 13A 

Dado que los efectos patológicos del. pépÚdo PA son conferidos sólo al sistema nervioso 

central (SNC) los anticuerpos a ser utili:z;~dos en' la terapia de la EA deben superar la 

baja permeabilidad de la BHE y ser' dirigid°'~ d,e;_ntro ·del cerebro a los agregados de 

péptido ¡3A. 
-:~· \·· 

.·:,· .. · 
. . . , -:,: '. ·~ :~-,; 

. ., - - .. - ·::.-' <-'; 

Los anticuerpos representan·· 1a familia ·de 'proteínas molecularmente más diversa y 

estudiada estructuralment~. S~ J~o t'~;a~éutÍC:2 ~~ hJmanos ha sido estudiado por más 

de cien años. Su papel como moléculas de unión adaptables de especificidad definida 
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se ha sumado a la biología molecular en l~~ltima mitad de este siglo. De es¡a forma los 
'". ·. _, , ... " ·-

anticuerpos juegan un papel central. e~ la cierící~ básica y en nuestra sobreviJen~ia'. La 

afinidad de una molécula de anticúerp(): h~cia su ligando se ha correlacionado con su 

potencia de neutralización. Así. se han d'Eisarr<lllado estrategias para mejorar la afinidad. 
o' . ' ' .· - .. : ·~·· ;. ' ,.' . -·. -

Para su aplicación . ter~péifo~ y ~rc;fijá~tÍca los anticuerpos de muy alta afinidad 

reducen la do~is 'de ,apli~ciÓn ~~ ~IJienden el tiempo de protección para una 
.'-~' _ .. ,.· 

enfermedad(31 ). 

Los donilnios· var'iables ·de· los: anticuerpos se constituyen por una lámina 13 conocida 

como •. "f~am~~or~~ ·'d6~ ¡tre~ regiones determinantes de complementariedad (COR) 
' . . ' ... ' " -~. . .. . - . . . . ' 

hipervariabl~~? El :~i¡i() d~ unión al antígeno esta formado por CDRs de las cadenas 

ligera ·y :peséida: Para los dominios variables de la cadena pesada· de una 
'. »·· '. 

inmunogl~bu'li~Í;i--·(v~) -· la diversidad de secuencias· de los· p~imeros · dos · CDRs son· 
:.~:· - ; '~t.·:·· -. '·. ,. 

codificados por un repertorio de aproximadamenteºcincueirita" segmentos' de la linea 

germinal VH.·'~I t~rcer COR es generado de ia recorn~i;,-adón de estos segmentos con 

aproximadamente treinta segmentos J. Las estructuras y longitudes de los primeros dos 

CDRs es restringida, pero aquella :del_, C[lR3 .~s muy variada. En un individuo la 

composición y 1a frecuencias de ios gene~Ves muy compleja, impuesta por la variación 
. . .. ,.,._.. ,. -, .. ~-· !:r::·:·;·. --~ 

En el sistema inmune, fos anticuerpos 'con afinidad moderada para un antígeno son 

seleccionados de losr~peri~A~~-prlma~i~s- y sus afinidades son mejoradas mediante 

rondas de mutaciones ~c)rnátic;,¡fi: y selección. Cálculos de probabilidad de afinidad 
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indican que entre más grande sea el repertorio de anticuerpos sintéticos, mayor será la 

probabilidad de encontrar anticuerpos de alta afinidad (30). 

Los fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) consisten de las regiones variables 

de las cadenas pesada y ligera de anticuerpos, unidos por un péptido espaciador corto. 

Pueden producirse fragmentos scFv especificás' bbz;,,o una biblioteca diversa expresada 
. . ' . . -·:~~·~· .. ·-'.?~>: . 

en la superficie de fagos filamentosl'.'s:. i:;s~13 ¡:ir,ocedimiento tiene algunas ventajas 

importantes: primero, la est~ategi<;l ;d~ '.í~ ~~p}~~ión en bacteriófagos filamentosos 
' . - " ... <.~.;:;··:·;-;,t~ : ">-.:-" .:.~ •. -.· -

permite la selección rápida y simpíe'dtiproducfos'con propiedades deseadas; segundo, 
':~'~:;:· :-;~;_k·/.:.:;_{1-\~::~'Y):, _: __ ~:~\~-~:~.' ~~;t{ 

los fragmentos scFv pueden ser(producidos•en• grandes cantidades en bact.erias· y 
- -~:~--<--:::'..>·::~\! >. :áJ\::\ ~::.:~:. >~S·,. .- __ . 

tercero, los genes de los fragmentos·.scFv pueden ser manipulados para introducir 
.-?:1'- ,,':'~-:!~' ;~,·-; .'~::..;: ·\~·-·· ,.._.;:.·, 

mutaciones que aumenten su' afinidaéi::A'c:iern'ás, 16s epitopes que son reconocidos por . 

los fragmentos scFv pueden :riiiri~t;~~; 1~'. ~dnfbrmación de un anti geno cuando es 
·~->·: .. -~------~;'..,_:~, '.'',',,, '':,·:<\-'."~:--·~--~>.t~-----º '.'~~--·.: '.-._.__ ,··:- .. _~· .-:·_:-.·_ .:>_· -.:' .. ·.'·_·-- . 

necesario para la indud~iÓ~ d~· ~~~ ~~~~t~~t~: i~;:i,J~e protecto'r~. '$~ ha demostrado 
.. ,~k-;: :_,.":.- -<:' -«,_ ·~ :~~:-~ "·~;: _,;:'.·, ·;.';i - -

que a partir de· bibliotecáS';ci€i"scf~~ é~pre'~adas .eii fa'g()s fiÍamentcísos, tan pequeñas 

como 4 x 1 o\ o~t:e~ií.f ~·!J:~'t:~~l~~o~~6J.~~,~~,~,~~~~:~~ ~bt~ner- fragmentos scFv 

específicos para un an~L~ef¡"c~n el que se inmunizó (41).f;f, . · 
' c."':',~ 

·::~ ·\! 
Estudios pioneros han:·documentado la actividad de frágmentos de anticuerpos Fab 

recombinantesfv)rJ~;-e~pecificos y fragmentos scFv in vitro. Algunos autores piensan 

que las scFJ· pu~deñ incrementar las características para aplicaciones terapéuticas por . •,, .,, •.. , ' ... 
;. ·~··.,··. :::<::,. :·; 

su reducido tamaño que mejora la penetración en los tejidos. Además se ha 

demostrado qu~',.la pr~tección contra enfermedades letales no requiere mecanismos 
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mediados por la Fe de anticuerpos y que la especificidad cruzada no es crucial para la 

protección contra dosis virales fisiológicamente relevantes in vivo (42). 

Actualmente los fragmentos mas usados de los anticuerpos son los fragmentos de 

unión al antígeno (Fab) y los fragmentos variables de cadena sencilla scFv, los que son 

obtenidos por asociación de los dominios variables de la cadena pesada y ligera de una 

molécula de inmunoglobulina y un péptido flexible (linker) de 15 a 20 residuos. La 

expresión de anticuerpos en la superficie de bacteriófagos filamentosos dio origen a los 

anticuerpos recÓmbinantes, demostrando las propiedades terapéuticas en varios 

model,os de enfermed~dé~'y ~~~Ient~mente se ha demostrado que los fagos pueden ser 
. 1'"'"' 

usacios cómo vetir"2G1;;~ p~'ra'i~i administración génica c14¡. 

:~~:::t~illi~,it l~l~~f !:~:::::~:::::::;:~: 
de una rTlolécü1J"fd~'."Jn~tnoglÓbulina estos autores mejoraron las variantes de la 

molécula con pro~iéciJdes.anti~agregación, y obtuvieron anticuerpos con afinidades más 

altas y con estabilidad .mejorada para su almacenamiento. 

Una bibli.oteca dé;~nticuerpos expresados en fagos filamentosos puede ser construida 
' ·', ·-

de los genes de Ínmunoglobulinas obtenidos a partir de células B utilizando diferentes 

fuentes · como bazo, ganglios o sangre periférica. Se pueden utilizar células de 

donadores inmunizados con un antígeno de interés así como donadores "ingenuos", 

que son aquellos que no han sido expuestos al antígeno de interés. También se pueden 
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utilizar animales· (generalm~flte .ratones). inmunizados con un antígeno de interés, en 

este .caso las librería.s de anticuerpos pu~d~.n c~ntener una gran mezcla de anticuerpos 

relevantes !Os c5~,;~ ~~ed~n ~~r s~le~~iCJn~dCJs contra un antígeno dado (19-22). De 
_e.. "' , ., • ' • ' ' ' _ .. - ' ,"·. : "' ••• - • ' 

esta forma,: 'e1)"t.iso ele ÍibrerÍas' d~ ?scFv ha generado intracuerpos que han 
... -, · .. - . -'', ....... ··-:· . . _.:·"" .. .· ' 

contrarrestado in.sitLÍ la 'agregación de la proteína de Huntingtin en modelos celulares 
.. ! .;_- ·' :i.'.·, ;. . . . 

de la enfermedad de. Huniingtor;i'c1s).· .. 

Para la EA 'los scFv anti-J3A son de gran interés y pueden ser aplicados tanto 

extracelularmente como intracelularmente (intracuerpos). Éstos scFv pueden prevenir la 

formación de. agregados del p~ptido : ¡3A, disolver fibrillas, profibrillas u oligómeros 
. . 

existentes y como en el caso.de:.1os intracuerpos pueden interferir las interacciones de 

APP con otros factores que ~stá~In¿CJlu.~radosen la patología. Es importante notar que 
>·'·'C· ·, •. - ' 

estudios recientes han demostr~~I) í~ ac8'rnulación y la inmunoreactividad intraneuronal 
- · ... ~ •;":·{:-,~:-·: . . 

del péptido. J3A.,2, así como 18' pr~s~.~·bi~'de dímeros estables de J3A.,2 antes de que se 

liberasen al medio en 2~1tii/os'~:~ 'Aeuronas (1,17). Estas observaciones enfatizan el 

potencial terapéúticó'c:l~n~~·~íííii~~i.ierpos para prevenir la agregación intraneuronal del 
, .- ;, . ;_·y· .~·-·· ·. '-~': --~ ·-

péptido PA..2 en eí'.~r~t~~i~rtf·~~· ;a EA, previamente se ha sugerido el potencial 

terapéutico de los irílraclÍ.erJ?Cls en estudi.os tumor-especificas (18). 
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HIPÓTESIS 

Si los anticuerpos anti-péptido p~amiloide evitan la agregación y/Ó favorecen la 

desagregación de aglomerados del ''péptido, entonces los fragmentos variables de 

cadena sencilla (scFv) de inmunogl~bulirÍas anti~péptido J3-~miloide pueden tener las 

mismos efectos en modelos de, estudio de la enfermedad de Alzheimer. 

OBJETIVO 

Ensamblar fragmentos variables de las cadenas ligera y pesada (VH y VL) de 

inmunoglobulinas anti péptido PA.i2. en un DNA que codifique fragmentos variables de 

cadena sencilla (scFv) para su posterior expresión en un vector fagémido y la obtención 

de una biblioteca de scFv expresada en bacteriófagos filamentosos. 
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MATERIAL Y METODOS 

INMUNIZACIÓN DE RATONES CON PÉPTIDO 13-AMILOIDE 

Para utilizar el péptido PA.i2 (Bachem, EUA) se resuspendió en PBS 1x y se incubó a 37 

ºC durante toda la noche, siguiendo el protocolo de Morgan, y colaboradores (2000). En 
:.":· ~:.;,,,:_'· _::(. . -

particular el péptido PA.i2 forma ol~gómeros solubles extremadamente rápido cuando se 

incuba a 37, ºC,Y'i:~•i::'~,}s~1~~~~ que las soluciones frescas del péptido PA.i2 son 
. . ,,• .. ;·. - ·.·.-,-.- •... ,' ~~- '··· ·:;-.,: . ,•t•.;' :!· :. 

tóxicas a líneas c:el,~lar¡;¡s hp1T1élna~,,(23). 
r_·:~:,;; .i .. ~ ;. ·:·/~~ ·;·-:.~.'-

' .. , . ·_;: --r~-,-,, ·:;,•,,,',;,, .. .' ·' -<-~-~·->~::;~~~-. -,· -
Como lote experin:ier:itéll s~,;utilizaron 2 ra,tones singénicos BALB/c hembras dé 4 a 6 

semanas de ec:f~dJ Id~''. q~~ ~e' iri;'ri~~izarc:m subcutáneamente 6uatro vec~s ~on el 

péptido PA.i2cad~1~ día~'~;~¿l~,d,~~~rib;~ Morgan ycolaboradores,(2000).:eadavez 
. •• • •:;~-.; .~:;:~:'::·.>~ ,--i·-~Ó; --~~·,_;;~_,\-,\\--,,-:·,:~.~ :"' -=~:> ~·r: · _ •·,- ,-_ •: ;:·;.~:-~-- ;· ·: : • .-:-:;;·,·". -:.-.:·º~: \-~'.--·:; • .-.;,-,-;~-.-: ;":,.'.·;, . 7 f ' .. ~--·: .-

se resuspendió péptido 13A4; er'i,PBS 1x y'sé incubó a 37,,ºC ,duraiítetodá)a noche. En 
:·._\·~·.<~~:,".'~~,'::~»;:: .. ··:_·'=e:/:º:·.--· .. ·.:.-.- . , ·,..'--'-_.-<-:_· :>·:·-:-',,.,:.:_~~'"¡~~·\··-_;···~ . ,_ .. · . 

la primera inmÚniiáciÓ¡, '~e''utilizó 'adyuvante de Fr~Lind, co;;.;pl~to' (Sigma, EUA) en 
.¿_:_...:::: '.~;s1.:_~.::.;/~·~· :~ . .-: ':;,.-t- - ,,_· .,., ::; ·_- - • -· •·· · ··-.·"' ,. 

proporción 1 : 1 con el péptido preparado y en las tres subsecuentes inmunizaciones se 
. ~:;.· --- --; ... ·:):·e:,_, - '\·'--- _ .. - . . -, - ' - - . . . ' 

utilizó adyuvante de Freund inco'mpleto (Sigma, EUA) en la misma proporción. 

Como lote cont~óf i~;utiÍ!zar:on 3 ratones singénicos BALB/c hembras de 4 a 6 semanas 
; :~·-· 

de edad, los que recibleron 100 µI de PBS 1 x (filtrado con una membrana con poros de 
- -- -- ·~ -.· .~.- ;-¡; 

0.40 µm de,diáril~tr6) subcutáneamente, en las mismas fechas que el lote experimental. 

De la misma k>rma, , se utilizó adyuvante de Freund completo (Sigma, EUA) en 

proporción 1:1, con, el. PBS en la primera inmunización y adyuvante de Freund 

incompleto (Sig~a; EU~) en 'dicha propÓrci~n. para la~'tres inmunizaciones posteriores. 
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Después de Ja tercera y cuart~ in·m,uniz,ación se sangró a todos Jos ratones mediante Ja 

punción del plexo retrorbitaLde. Ja siguiente manera: sé protruyó el globo ocular y se 
' ' ! ., .. · ,- - • - ' '. - ' ;_: ,_ . 

punzó con una pipeta pasteu/;· el; pl~xo é 'para c<:IJectar por capilaridad Ja sangre . . ' ·,·' -··-·- .. ·. 

Posteriormente se incubó a 37~c···por ~ria ~~;a,"para favorecer Ja coagulación y en una 

centrifuga clínica a 400 rpm durante diez' múilltos se separó el suero del plasma. 
~ - . " ' ' .. - .. . . ·, .. " ' ' - . . - ., 

Finalmente se pr~pararon aJi'ciuoi~s ci'e ;bo ¿, que se almacenaron a -20 ºC para su uso 
•.,.•'" -·- - - -

posterior. 

ENSAYO DE ELISA PARA CARACTERIZAR Y TITULAR ANTICUERPOS ANTI 

PÉPTIDO 13-AMJLOIDE 

. •: . 
Se realizó un ensayo de ¡::u~A'( Erizyme Linked Jinmuno Sorbent Assay) para evaluar 

,· __ .,,,, .. , .-·: -_,.:,"·' '·: : 

Ja producción de~anticüerposéspecificos contra' el péptido 13-amiloide. 
- - - r "!f::·' --.:~_; ~~·e:> ·;::r- .... ,~:.. - - -

Se sensibilizó una·'placa de;c'EL'15A''Nur1c ,Maxisorp con péptido p-amiloide a 
. . ' -- -~~-~· ': :-~ ~~~;~-:.-.:~-> ,-,:.,.':;~--~- ' 

concentración aa:'2'~g/ml con'.;1clo)µ1:/por pozo, que se preparó como se describe 
- --· -~ ' ;-\ __ ; :<:;)_: --~<~~-:-~; __ :·_f :.;~:,~_·_: _:i;~,~~~:_8::i·~~~'.·j¡~,;,~~~-:: -~~~~:.\'• :~~.-:··:'-

anteriormente/ Comó ;anti¡;jeriO río;relacionádo ·se utilizó un extracto de Taenia solium 
. ._· .. -, ... '_· ~-~\;. -\~~'-: · .,.~~:~-~::· ·:-iL<:: -~\~i~"---;:~\~?~·~~i;i ..... 

(ETS) que se tenia enstock;>a una concentración de 10 µg/ml con 100 µI por pozo, Ja 

::::~::~O,ji~%~W!r~,•&!,~il~tEN a1 013, ~bloqueo 1a pi•= ron 
solución bloqü~a~~~C:;(Zy~e2:;/JJ~fi~~,}~~f i~ad dé 200 µI por pozo durante 1 h a 37º 

. ''". ~~ ', '··~· .~-;; .>·:· .• \':.. ,., .'" 

:~ efectUaron 4 I~~.:~ ~)~~~;~:i&Jt~f i.LJ~,~~;in;¡Ía~1a~ I~ •U•ro• 
de los ratónes de Jo~' loÍes experim~nialy controi, así co.:no un;súero de un ratón 
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hiperinmune anti-ETS. Los sueros.se uti_lizaron endilución de 1:200 en PBS-BSA 1%, la 

placa se incubó con ~~O ~I P,or pozo dlJr¡;¡rite '1t1 a ;7 ºC. 

Se lavo la. pla6a. CC>n pss;liNEEN al o.~-~ ':t ~~6~sYse agregaron los anticuerpos anti 

lgG total, anti'lgG1 ya~~tÓg~;~--~~}atÓ;,, ~6n]u~ados con la enzima HRP (Zymed) en 
. ·. .::> .. • ·:.:- ' ___ :.~y~}~ .'.:")Jf _ . , ---- '. '_._· ·f;· .. t~.-,:~.·· -_, .. ··' >:;-~·

1

:~:.:?·:; -~-- ' ·- . 
dilución de 1 :5()0() par.a f!I 17~.tpgqtot17.1y 1 :500para el anti lgG1 y anti lgG2a. Para las 

diluciones.se;~tiÚ~¿·P·~s~~~~}-~({;f~r·~~~'~Ji~~;on 100 µI en cada pozo de la placa. 
1 .• : ;-.,;'.:· ·• '; :,, '..';;.-~- ·.-·;-;.~\:· ·: -~· _:: "' .• '~'.· 

Finalmente se reveÍó con.el susfrafo 2',2' ..:.:Azino-Bis/3-Ethylbenz-thiazoline-6-sulphonic . _.: .-.- ... __ ._,, __ , ·,;··-:, ·:· .. ,··,-. 

acid (ABTS dé'zynieci)y:se leyeron las densidades ópticas (DO) a 405 nm de toda la 
.:. ... ·.,. ·- ·-:<:'-;.-_ /. • ·. 

placa en uri lector de plab~~ de ELISA Dynex Opsys. 
-... ·---- -· .;_, 

;º.¡ 

Para la titl.ilació~Jde 'los anticuerpos se utilizó el formato de ELISA anteriormente 
-.. ~ ~ 

descrito. Se hicieron diluciones seriadas de 1:200 hasta 1:100000 de los sueros de los 
- ----· ,., . 

i '" .. :-:'· 

ratones experin:ientales y controles en PBS-BSA 1 %. 

EXTRACCIÓN DE mRNA. 

Para gárantizar.el:ambiente libre de nucleasas (DNAsas y RNAsas), se preparó una 
' . ~ - . . -"' •' -

solución de dietÍlpir~Cá'rb;;~at¡; (ÓEPC)
0 

al 0.1 % en agua mili Q de 1.8 Mn y se esterilizó 
'., ... - <''· ':'.: .. ·<-" '. -·· ·-·-~. ,_, .. . .: - . 

por 20 minutos a 1;o~·c ~:"i:g'p/{~2.·S-~·¡i~t~~~n todos los materiales con esta agua. La 

superficie de trabajo sé ;irnp;;{~tn ~~~ '~!1uéión de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 
, ~ . . ' ,.~ ·; ·, ~·· - . . 

0.01 % y siempre se utilizó rnateria(estériL· 
,; .. •· 

·"· 
Se utilizaron los dos ratones hip~rininunes del lote experimental para la extracción de 

mRNA a partir de células de bazo\/ nódulos linfáticos inguinales. 
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Una vez disectados los nódulos linfáticos se colocaron cadaüno en una caja de petri 
' ' • -- : --:- :: 1 :· 

colocada sob~e una capa de hielo con unasolucic)n de PBS 1x e~téril. S0 limpiaron del 

tejido adiposo y conjuntivo circun~a;,tes y se, horrlog~r'lizaro~ ~anu'~1m~nte, luego por 

decantación . se separaron los r~stos de· tejido de _las células que; quedaron en 

suspensión y s'é mantuvieron en PBS ,1x estéril frío. 

El bazo de cada ratón, una vez disectado; se perfundió con PBS 1~ e~téril para obt~ner 
una suspensión celular, la que póst~rior~ente se separó ~~· l~s,r~~t~~ ti~ular~s por 

decantación. 

Se mezclaron las suspensiones celulares obtenidas tanto de los ~ódulos'linfiÍticos como 

del bazo y se centrifugó a 200 x g para· precipitar las ; célLlla~. s: descartó el 

sobrenadante. 

Posteriormente se utilizó eL Quick prep mRNA Purification Kit (Amersham Pharmacia 

Biotech, EUA) siguiendo las indi~~;c;~~~- _dél fabricii';,te':p~r~ 61Jté~e~ mRNA de las 
, . .: -~ :: ~--. ;_.:~:;:. :' '. . , . , 

células aisladas anteriormente.·· ... ,., , ... _.•,.·: ··:< •• ·.• · 

Se agregaron 1.5 ní
0

1 de Extraction Bllffer~I p~~J~te dei1L1a~} 1~!s~~~ensión se hizo pasar 
~.: .:\-: -; .. '."" ,- .. ·,::.~r .. _,_·-~· .. ; .•. ,:·. "'~-

por una jeringa·con aguja~d.e 21 gauge para Usar, las.células. Se adicionaron 3 mi de 

Elution Buffer y:s~.1~n!füu.~~--ª-~-2i~ó-~.g;~~r~~f~'.~1ie~,mi.~~tos. 
Mientras tanto; se in'virtfo ·.varias veces• la' columna O ligo (dT)-Cellulose Spun Column 

.. - - _¿_-. J:::~:~- '<-~,_ - ~-~--·;·· .. .. ,_,---- ·-. ·' .,.··<· ,:-' -

para resuspenderJáh1atrlz/secolocó e:n lll1tubóde15 mi y se centrifugó a 350 X g por 
·); -:. f.:i::·. · .. :r:.· '·,. 

2 minutos. sé descartó el líquido deí1 tubo/: 
; -• • ".,.,,·,. c •. ,,•'-· .. _-- .. -.,•;. 

Se utilizó una plpeia''paia t;~n~fciri~:4 ~( sÓlo del sobrenadante de la suspensión celular 

dentro de la columna, se mezCló cuidadosamente por 1 o minutos mediante inversión 

manual lenta .. Se colocó la columna en un.tubo de 15 mi, se centrifugó a 350 x g por 2 
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minutos para separar la resina de la suspensión, se decantó y se descartó la 

suspensión. 

Se aplicaron 3 mi de High-Salt Buffer, se resuspendió la matriz mediante agitación 

cuidadosa y se ci;i_ritrifugó a 35_0 x g por 2 minutos. Mediante decantación se descartó el 

sobrenadantei sejepitÍó esielavado de High-Salt Buffer dos veces más. 

Posteriorment~ se·a~I ibaro;n ~ mi ~e l..ow-Salt Buffer; se resuspendió la matriz mediante 

agitaciÓn c~id~do:sa y ~e centrifugó .,; 35Ó X g p(ir 2 minutos. Mediante decantación se 

descartó el s6b~e~~d~~te(~e r~pi~iÓ una ~ezma~'.-~s¡elavado con Low-Salt Buffer. 
-. ·. ' ·. ' . "·' -.•. :· -~· •.. _·. • "·,. .' •. ",>. '/:· .. _,.._. ---}· ' :·" - ' ·:·. '· .• 

A continuación: se colocó:un tÜbode 1.S ínldentrodel _tubo de 15 mi y se eluyó el mRNA 
í, -.~ \, 

mediante ient~ifug~ciÓn a ~59 ·j¡' g du~ante 2 minl.Ítos co~:0.25 mi de Elution Buffer pre­

calentádo a ss ~c.' E.ste praé:eciimientc:l se repitió fres ~eces con 1a misma columna. 
' -· • " ' ·:.;: ::. ; :,: ·-: - i·,. - • - ~ • : ' - . -

Para precÍpitaré'eln:;RNA obtenido,' se adicionaron'5o µI de l.Jna solución de acetato de 

potasio y 1()J1°dJ't~~:~J1tcl~~ d~-~l'icé>~~no'por cada'500 µI de muestra, además se 
-- . '_·,::' -' ·:.'---~·:::::.- .·> ' o.t.::.'_:.,.--".-·· ;,e: --~---"" .,.-.. :::.:.~-:_.· -~~ ~ . ____ :- ·,¡ :-. : .,_ - : -" . 

·--· ;'>:v.: ---- .-e"'- -··o·;:-

. adicionaron 1 :mi de etan~iabs-oll.Jto a·~20ºC. s·e mantuvo en congelación a -80ºC toda 

la noche, posterio'r~e~ie-~~ g~Jebfa ~I mRNAprecipitado mediante microcentrifugación 

a 4~ C por 5 mi~~f~~;'~~~~i::~~t6~~ sobreriadante y se evaporó el exceso de líquido. Se 
. " ·-. .. ' ,.__ ····~':\: ····:F . .-., .· 

resuspendiÓ el mRNJ:l: 1e~ '28 Ji de ;,;gua-DEPC. 
- . • ·-)o. ' :·,~ - • -

La muestra obtenida se ánalizó mediante una electroforesis en gel de Tris-borato-EDTA 

(TBE} agaros~,1 % co~:O.S~Ai bromuro de etidio. Se verificó la presencia de RNA. 
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SÍNTESIS DE L¡PRIMERA CADENA [)E cDNA 

Se utilizó el· First-'Strand cbNA-Sí~tesis Kit ·Cf>h~rmacia Biotech, EUA) siguiendo las 
-, ;T·,· 

instrucciones del fabrieante, > ,·j [{ 
La reacción de, sintési~;'cié:1;,; J~¡~~ia _cad~na·cie cDNA ~~.· r'éálizó por duplicado, se 

::::3~~~'~Jr-~~~1~~~¡~~~j~~~~?~~~~~~'Tutf 3':~:· ~~: 
·-· ::.·:e:··.~--.-:.".,~,. ~ ;·_::~.~.' .. :>:::; ··J.<:x::,;-,.:,:< .. -~ 

strand Reaction Mix.en s;_;sp~~sión;~;,i¡;;,;~~ (siii'p~~cii~lt~d~s)~'.1µ¡ ~~ditibtritol (DTT) y 
<, . . ':::/:. __ :-: .. . · }.? · ·.~_:_:~;-'.·<F·:·::;:· ?~_::.; t·~i~~\.?}~;t···):~~~~;_·:. ;~;~-<}-:'.~f_:-\.-f/P~-~--~·i~L-·:· -!~·:·<·:::_/_ -· ~ · _ 

1 µI de primer (hex~deO)(Yrlucl}ótidos al~atorioi:; en .solución ~CU()Sa): Finalmente se 

adicionó el mRNA di3snaturalizaclo, y se inc~bóla rÍ3acción a 37 ·e por una hora. 

PRIMERA AMPLIFICACiÓN POR PCR • 

Para la primera amplificación mediante PCR (polimerase chain reaction), se utilizó el 
. . . -.-._ ····-· .. :~--· -~:-;· -;;.:':'-~: .;.;:_,_.:.,"·_,·" 

Mouse ScFv .. ÍVlcidule/• Recofubi;,ant Phage Antibody System (Amersham Pharmacia 

Biotech) .sigu}eíldº. 1a.;Ín,s\rJ~~.io·~~s 1ª1•·.f~bricante. 
En un tu~o de O~~-·H~~-~I•~~¡~;~ -~J-~Ji''.t! first-strand cDNA de la reacción anterior, 2 

µI de Light Pri.mer;l\llix~y'\64,iµl-de;agJa destilada estéril para amplificar los genes 

:::::~:"~'l:~1{~~*ji>I~)z~.: :::: :: :~::• ;,::::~:::d d:~:A=::~: 
. - -! . :. ~-.'· : 

reacción anter,ior; 2: ¡ÍI de Heavy Primer1, 2 µI de Heavy Primer2 y 62 µI de agua 

destilada estéril. 

/ ,._,,_~·~'."';;:"':·,~~'."!'"'' ~--­
~,.: · 
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Se calentaron ambos tubos.a 95 ºC por 5 minutos y posteriormente se adicionó a cada 

tubo 1 µI de Taq DNA polymerase (Gibco; EUA), y se alcanzó un volumen de reacción 

de 100µ1. 

Se realizaron 30 ciclos . de amplificación en un termociclador Perkin Elmer 9600 

mediante las siguientes temperaturas '.de r~acció~: 94 ºC por 30 segundos; 55 ºC por 1 

minuto; y 72 ºCpor 1 minuto .. 

PURIFICACIÓN DE LOS P,RODUCTOS DE LA PRIMERA AMPLIFICACIÓN POR PCR. 

Los productos' :de la primera .amplifieación por PCR se purificaron mediante una 

electroforésis ~~ un· gel ~~~!"is. ~'b~tato EDTA (TAE) 0.5x, agarosa 1.5% con 0.5% 
. - ._ :·-'<-"-.(~-_", ·- ·:' .·/~- '_:_-:..:;.·- . ;;. 

bromuro de etid~o. ~ ',
0

i ; 
-~-::·-~. -1._·,. >'~is,~·· :z:.:~º !~·· ;~.-:.'-'-

Se cargárori''en el gel so µ(cie\/L y)50 µI de VH de la reacción anterior asi como 2 µI de 

un marcado!' d¡/p~~·~ Ji~1~~u·l~~~~e 100 pi:>: Para todas las muestras se utilizaron 15 µI 
:_ ,,._ . !.- ~ • :._e,.:.: .::\'.'. ·~- L~o«-, -·~ •" ;; ; _ "-'-·. · _. _,. ; . ;_ - : :·:_:;: ,_- .-- c·c,,·~~- ,- :•;,~·- ;.'~', --

de colorante de;_cárga{<:3º~ d,~ glicer()I. 'o.25% dé azul de bromofenol en buffer Tris 

EDTA 10 mM, p~'7). '.'.'.' > 

Se fijó el voltaje ja so V.De, y se corrió hasta que el colorante migró dos tercios de la 

longitud delgel:,E{;'~eL~~e:~b~~rvó en un transiluminador de luz UV y se cortaron las 

bandas de 34; ~b.(~u~jcb;~e~ponde a VH) y 325 pb (que corresponde a VL) con una 

hoja de bisturí e'stéril_'pariEteada banda. Los pedazos de gel se secaron en una toalla de 

papel, se fÍ~gmel'lt~rci~ ·10 más delgado posible y se colocaron en dos columnas 

microspin vai::ías. 
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Cada columna se colocó en dos microtubos estériles y se centrifugaron ·ambas 

columnas a 735 x g durante dos minutos para colectar el DNA 

ANALISIS DE LOS PRODÚCTÓS PURIFICADOS .. 

' . . . 

Se preparéJ u~ g~I de:JA~ O;~x. '~garosa 1.5% con 0.5% bromuro de étidio. De cada 

DNA e luido (VH y VL) se.hicieron. c:i~s .diluciones 1 /20 y 1 /40, en un .volumen final de. 5 µI 
' . '. - : ••.•. ¡_"' - • ·-·-.- -~~ - • . •• - • • . ' - .... 

de. cada diluci~~ y/s~X&uii~6 \~1 Yei 6o1orante de ~rga para cadauna. AsÍ mismo se 

cargar~n d~s : ~:~~;trii\J~'j~'. marker, una de 2.5 µI y la ot;a , ~; 5' ~l. con 1 µI. de 

colorante de car~a~~~~J~~- . . ' " n •. 

·,., .;.;T:: . :: ~:-
Se compararon yii~al~ente. las intensidades de las diluciones del ~l\IA de VH y VL con 

las intensidades de. las diluciones del VH marker. Así se. estimó la concentración del 

DNAeluido. 

REACCION DE ENSAMBLAJE Y LLENADO 

Durante la reacción ·d~ ';e~~ambl~ie. ••el DNA de los genes VH y VL de las 
:·.•" -

inmunoglobulinas/se une _nÍediari~~ u'n linker y sé utiliza una polimerasa para rellenar la 

construcción. La ~~~~ciió~'''ci~ :,;ri~~ÍTlblaJ~··y;llen~do se llevó a cabo con la siguiente 

mezcla de r~a~~i6~: 26µ1;~(so~~)~d~·DN~v~:•10µ1 (SO ng) de DNA VH, 4 µI de linker-
:-_,:;'., ···,;·; ;_\.,-;' -.-.. _, 

primer ITlix,5 ;LI de'1ox pCRbuttér,2:5•µ1ciNTp'mix (25 mM de cada dNTP), 5µ1 de 
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MgCl2 (25 mM), 1 µI AmpliTaq DNApolimerasa (5 U), 2.5 µI de agua destilada estéril, 

para un volumen de reacción de 50 i.ili Se. ¡ealizó en un termociclador GENEAMP 

BIORAD, con 7 ciclos de, ensamblaje y.llenado con las siguientes temperaturas y 

tiempos: 94ºC por .1 minuto; 63ºC por 4 minutos. 

Se amplificó· la•. constr~'cc;;¡¿·n .recién ensamblada y se le adicionaron dos sitios de 

restricción (5' sri 1 )3' ~ot 1) para su posterior clonación en un vector de expresión. Se . - . · .. -,, - -. -. - .. 

preparó en ~n rriic~6tu~~- uria ;;ezcla de reacción como se indica: 1 µI AmpliTaq DNA 
' - . - - ·.:: ~" . . . ' - -.~_:_ 

polimerasa (SU)~ 5·~11 :1 bX PCR buffer, 1 µI dNTP mix (2S mM de cada dNTP) 4µ1 RS 
•' . : ;::- •: -,·;, O•·:··~;.-,':. O:~-:\::'•'._ e:,~~- A: 

primer mix, 39 µ!"aguadestilada estéril, para un voluman·dareacción de 50 µl. 
-··-·" .. -. - __ ,. = --- ;.- .. -- -.-,.-=--;··----- ,::,:· :::. -. ----:__ . . ' .·,_ ·:_>>:~-":'--/-< 

Esta mezcla dé\ reacción se _adicionó a la reacción·"anterior inmediatamente y se 
-·-.-::>: 

realizaron en un termociclador GENEAMP de BIORAD. ::io 'ciclos de amplificación de 94º 

e durante 30 segundos,-~5 ºe dur;~te 1 minut6';'J~·:~ ¿•durante 1 minuto. 
•. ' ... - .-_- ' .·.;.· ·-.-.-

Se utilizaron las 601uriirias rhiCrCl"spin par~ purifié:Br ¡;,s productos de la reacción de PCR. 
. __ ;· .. :· - . . --· 

Para esto se resüsp~ndió Ía resina Sephacryl S-400 HR por agitación cuidadosa, se 

colocaron 750 µ( c:le la suspensión en una columna microspin, se centrifugó a 735 x g 

durante un minui~ y ¿e .desechó el filtrado. Se le adicionaron 200 µI de buffer TE, se 

centrifugó en las mismas condiciones, este paso se repitió dos veces y se transfirió la 

columna a un microtubo estéril. 
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Se coloco la segunda ~eac~ió~ de amplific~ciÓn por PCR (los 100 µI), se centrifugó a 

735 x g durante 2 minutos,"se de~~rtó la columna y en el microtubo se colectó el DNA 

del scFv ensámb'la~a° y purificado: 

cuANTíF1cP.c10N EN}3EL~_DEL DNA scFvP~R1F1c.A.Do 
: ~.·::".:.' :>. -.. ·.;<. ';·:{~-: .. :,:.:\._ :·~::.¡::·=" 

~·-·:,·,. ,: ·. ·'. ;~:{.: ' 

.<< _ . .;;_.,: .;_,r·· ·ió·-~~· .. :·<~:-.:;~-:-

Se preparó~n g~I d~Tf\E;Ó'.5~?a9#r~~a 1:.5% co~ 0.5% bromuro de etidio. Se hicieron 
- ,•;; ·~,·:~.--.. ·;"·;..:¡ :~<-:·;: :·.-.,\.· _., ~:·~_;·· ,_ 

dos dHuciones1/2y;'Í14:~efs~Fvobtenido mediante la purificación anterior, cargándolas 

con 1 µl?e ~~f'!~i~,i~~,d~,; ci~~~:·.i~~~:. Ü~a. Se colocaron dos muestras de scFv marker, 

una de 2.s µÍy lao'f;a él'~5·~;1; borl.1µ1 de colorante de carga cada una 

Se compararon visua'1rl"l_E!~t'~1ás int~nsidades de las diluciones del DNA de scFv con las 

intensidades de'ias\liludo~~s del scFv marker para estimar su cantidad . 
. - ·' .--.- - - - ·- - ._ -,, - --~ - -

' . 

REAMPLIFICACIÓN Y PURIFICACIÓN DEL FRAGMENTO ScFv 

,'- :, 

Debido a que la concentr~eión del ;;~cF$/en~ambl~do resultó insuficiente para los 

procedimient~s~~it~rig~~~'.i'~J-ir~'~u~1 ~agción de reamplificación como sigue: 12 µI 

de DNA scFv(Ú)n~~.;:~?~I,~~ 'i~i~~r ~i~. ~O µI PCR buffer, 1 µI 25 mM de cada dNTP, 
- .·, -:---'~:~. - . ;:;.·~·-· 

1 µI (5 U) Amplitaq ÓNA'póiimeras~. 77 µI agua destilada estéril, para un volumen final 
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de 100 µl. Se realizaron 30 ciclosde amplificación de 94º C durante 30 segundos, 55 º 
.. '~ : . : ' ; ': ' _· -. - -. - . . :'.' -.' '.,' .- ' :\-, -. ..- ; 

C durante 1 minuto, 72 ·~. C durante .1 minuto, en ún temiociclador GENEAMP BIORAD. 

Se utilizó una co1urri~arni~r~s'pi~ para púrifica·r.Ío~productos de la reamplificación del 
~ ''·· :··; - .·• ,' __ ,_·,- --~: .<·.;,rj •/'. . . ,_..,:,-.,·:,_<· -

fragmento scFv ~6mo se de~~rib;;; con· ~~t.;Jridrid.~áy posteriormente mediante un gel de 
. ' .'. ,·, ,,.: .-, _, ,- .. ~:(: ·~:-,:~-~. -~-'.::-· .;,';':.;:.···; ... 

TAE O.Sx, agarosa 1.5°/o con 0.5%brC>ni~r;j·d~'etidio. Se compararon visualmente las 
- ·. . ··'°'·-.,:· --~:~'.'t -.'-}-'/< . ·:.'.~-

intensidades de las diluciones de DNA. scFÍ/ con las intensidades de las diluciones del 

scFv marker para estimar lá cantidad de scFv obtenida. 
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RESUL TACOS Y DISCUSIÓN 

En la EA la forma neurotóxica del péptido f3A corresponde a las fibrillas pero algunos 

oligómeros intermediarios entre la forma nioriomérica y fibrilar del péptido f3A presentan 

neurotoxicidad (24). De esta maner~ e~~:~~;'pa~i~~ti c~~·ia EA existe una población 

mixta de oligómeros y ~brilla~~~~F~é~:¡~g~biW~~~;l~~·:~~t~~·te~ia de inmunización en este 
~." ·.- ¿,.·; ·~:-:· ,::-<""<'' \-':}_"· .. _·,:··,_i. ' . ,. ;(,.-: 

trabajo, se logró la exposición tánto cie' fitlrÍllas éorrio'de oligómeros del péptido f3A. 
, ,_, > .. -.;,<-: -~--: :·' .. ·.-;>:. =(·<.~ ·.::::-'~~::· . ._-;~~-\,- __ ~:;-,. ;, , :).-. t >¡~-~t<~;~--Y~--'.~/- :<:'-~:> ·:_ . 

·.<- ·:·' ; ;"~'--'." :i: ·:··--.(~.;:~' <:.;;,-:-- ;~, ·-~-. ·.:·-. 

En modelos tr;,;~5~~rii~~~'i1a ~stf~t;~¡~,'~1 i~~J~iz~ción seguida en este estudio ha 

disminuido la;c~~~~ del péptido~~~.:J¡,:~~r~~~{ha beneficiado la estructura de las 

neuro~as; ha aportado m~}or~s e~:·,ci~eií1orir y ~I aprendizaje e indirectamente ha sido 
• -~:~:'" ·'..,-~>- _. (·_·::. -_<: ,-· \_:-~ ~ _\·:~~~ ~-~:{--/:·:h.'~~;~'.;~_:.·:,\_:;;.,:.~.:):: - _-:. ··: . . - - : - -- : . -- . 

capaz de. activar ',a Ja ,!11,iCf()glí~; ,l),lgunos autores proponen que .los anticuerpos 

. terápéÚticos disér\ácios contráoligómeros y no contra fibrillas podíían ser determinantes 
~. 1 '.,·. > ... ".:.' -';-0.;J. -\:.,,:.''." '_ .:<--:· ... > .:: ->.- ... · .,, ... · . -.. . . ·:: . ·~:/:'-:- .. 

en etapas tÉimpra~cl~ c:Íe la enfermedad (25). 

En este proyecto después de.4 inmunizaciones con el péptido.f3A se realizó una prueba 
. . 

de ELISA para verificar si en los sueros de los ratones in~unizados existían anticuerpos 

anti-13A como resultado de una resp~es,ta inmune humoraL: Par~ esto se inmovilizó el 

péptido f3A a la placa y se compararon I~~ lgGs total~s ~n.su~;o:Je los ratones del lote 

experimental respecto del lote control y se en6orítró una c:liferencia de 2.03 unidades de 

DO (Gráfica 1 ). También se probó un suero de unratÓn'i~.;,u.nizado con un antígeno no 

relacionado (extracto de Taenia ;olium); y se ob~~rv6'~~~diferencia de 2.1 unidades de 

DO en las lgG totales respecto a. los ratones' inmunizado~: ~on el péptido f3A (Gráfica 1 ). 

25 



Mediante el m'ismo formato d~· ELISA se comprobÓ la especificidad de las lgGs hacia el 

péptido PA:· Utili~andr;; i.m a~tf~er:icin~ ~~l~c;onado(ETS) inmovilizado a la pla~, ·se 

encontraron. 2.06 unidade~ el~'. DO d~ difer~nci~ entre_ los sueros del lote control y 
' • • •" • • r• ; - •- • - '-';.<'.\ • •. ·:~;< • • ~' • •'' " '. - • • • • > 

experimental i~~~~C:to''~1 suero del ;.¡i{ó~/in~~riizado con el antígeno no re·1aCion_ado 
':, - ;, ",__:: ---,·:.-~ ·:: -,·;.~ -'• ·- ... . . . .. 

(Gráfica 2). 
-!~ '. :.~;-... - - ;:; 

·p" - :\.. 

··'"'.- .. -.. -
;.:_-· 

' ~ ~::!,. ::;<:' 
Estos resultados indican que.los ·;~tog~s·'t~rr!Jni~~~os con el péptido PA montaron una 

respuesta inmune< hu~oral. ~~:P¡c;¡f¡áii. cB~f~~ ~icho p~ptido. Considerando que la 

suspensión .•d~I. p~pti~~ -~~liz~~ª:~~r~_ 1b~ pf;J~dirn;~n;os de inmunización contenía 

tanto for_mas fibrila~es como oligómercís, se postula que las inmunoglobulinas generadas 
... · ·-· ·. , . - - '¡ - '• ' -

pueden reconocer iant~ laform~ fibrila~ como ja f~rma oligomérica del péptido PA. 
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Gráfica 1. ELISA para detectar lgG en el suero de ratones control (ctrl}, inmunizados con el péptido JlA 
(imm) e inmunizados con extracto de Taenia sollum (Ts} como antígeno no relacionado. Ensayo con 

péptido flA inmovilizado en la placa. 

3 

2.75 
2.5 

2.25 
2 

1.75 

8 1.5 
1.25 

1 
0.75 
0.5 

0.25 

o 
ctrl imm Ts 

Ratón 

Gráfica 2. ELISA para detectar lgG en el suero de ratones control (ctrl}, inmunizados con el péptido flA 
(imm) e inmunizados con extracto de Taenia so/ium (Ts} como antlgeno no relacionado. Ensayo con 

extracto de Taenia solium inmovilizado en la placa. 

27 



Posteriormente sé realizáron los ensayos de_ ELISÁ para determinar que subtipos de 

lgG son p;incipalme~te in~ucidos durante. la·_i~111'.~rii~ación. Con este propósito se 

inmovilizó el péptido 13.~? a lai' pl~ca y '~é probarog los sueros de los ratones , .... 
experÚnentales, c<l'ntÍ<lles y Jn;~~~r() anÚ~ eiCtracto d~ Taenia solium. 

····/'".· _,. "' 
~ ~{C .. -. . ..• : -<:>··, 

.. ,;· ;'~:j,-.-.·· 

Como se dení(i'estra ~n\I~ 9rári~ ~;<la rn~~or='{::aritidclci .de lgGs en el suero de los 
Is. - ,- .~;~~~;;.~ :~?~'-. . ,-,. . ;~-··_?." ,·,,;~' ·t:::. ,-

ratones inmunizados:corí péptidC), pA .·son· del si.i'bt(pci lgG1 ··(presenta diferencia de 2.4 
., .. , - ·- '..:" .. :\,·:~·· <:·, .. -.. -· . ·-

unidades de DO .respecto a(controfy :<L2 ,con el suero' del ratón inmunizado con un 

;Ai:..~~ue ; ta111bié~ se de~'bstró la presencia de lgG2a 
<. -' ... .>·. 

·-~' .:<_:· ·.L\._-
'.,/ '·;>··-. 

--.... ·,:.:··:?," -
(D0=0.6). 

antígeno no 

La presencia de inrnunoglobulirÍas:de subtipo lgG1, indica una respuesta inmune de tipo . ,_·,, ___ . -:,~ -.-:~_~':.::- ~-:. :.-::;, -·. <~--. 

TH2 donde se esti.rnula 1a'resp'ue~·té1 húmC>ral •. éntanto la presencia de inmunoglobulinas 

de· subtipo lgG2a~refi~re'.i:.in~.respuesta inmurie. de tipo TH1 donde se favorece la 

respu~sta 6e1u1~r(~sr•.· 

De esta forma 'se sugiere que . la respuesta inmune montada por los ratones 

inmunizados con 'péptid~'.J3A,esprin~ipalmente de tipo humoral, por lo que se ve 

favorecida la prod~~ción c:fe .. anticuerpos que son altamente específicos para el péptido 

13A. 

Subsecuentemente mediante una prueba de ELISA, se realizó la titulación del suero de 

los ratones de lote experimental, encontrando un título de 1/25000 (Gráfica 4). 
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. . - ' 

Hoy día una• estrategia· exitos~ pa~a enc¿;ntrar anticuerp6~ • rnon6c1onale~ consiste en 
' - - ' .. . " . , . - . . - ' - -:~.- . ' " , - .. ., . --·, .. :-:•. 

inmunizar animales experimentales(ratorie~)con un antígeno de interés para construir 

:·::::; :::: :•::n~~~:~bt;~g~~;~Z4#~~~~~~2.'::~::n:::: ::: 
scFv para probar enm~delos'e~perfiri~níales.sÜiefeÚ::tividad. En este tipo de trabajos 

resulta muy import~~t~ el e~q~~~~,~~";n~~~:~~~¡~~ ~·I~: condiciones de la selección 
>~,::: . r ·;-;:_e··.~-- :·, 

(35). ' .• >~ <:,\ ,,, ' 
, '..:>.- --~::·_: '< '.:. - ' 

Después de comprobar que· lo~~;atories inmunizados tenían altos títulos de anticuerpos 

anti-PA, se proc~~i~·~ 1ci·e~tracción de los genes VH y VL de las inmunoglobulinas anti­

PA. Para.· esto. s·~·.· uÚÚz~;ion' como fuente de mRNA las células 8 del bazo y de los 
' _._ "" ',_, - -~- " ---f.-_,--: , 

El procedimie!ntoutil,izado en el ,:Jresente trabajo para extraerel"'!RNJl.:consiste en lisar 

las celulas y rnediánte'uria columna de oligo (dT)-celulosa c:a~tJr1i·el rnRNA utilizando 
'3~:-··- - ' ;·:' : ~- .-. ' ' 

la poliadenilaciónde'.~ste(El/nRNAotitenido es 16'süficúmteinente puro y con la calidad 

:~fi:::::í:~~J~~rI~i~~.t~~i;f ~ '!::~! :.::~:b:::::".~~~:::.: 
obtenida después:.de)a púrificación. Durante el procedimiento de extracción de mRNA 

:.· . -~:---. , . ' 

lo más importante! es· ia 'limpieza tanto del área de trabajo como de los materiales 

empleados, por télnto''para este estudio se utilizaron materiales y áreas de trabajo libres 

de nucleasas descritos en el apartado de material y métodos. 
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Gráfica 3. Caracterización de la respuesta inmune en los sueros de los ratones control 
(ctrl), inmunizados con péptido flA (imm) y con un antigeno no relacionado (Ts). 

2.25 

2 

1.7S 

1.5 

1.25 ----e-dd 

0.75 

0.5 

0.25 

o 

•lgG 
OlgG1 
•lgG2a 

o 25CXXl 50000 75000 100000 125000 

Dilución 

Gráfica 4. Titulación del suero de los ratones Inmunizados con el péptido flA. 
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,··· 

. - - -

~ • ' .. · ' e''.• ' "'• '• • ~ ,· -· • 

La síntesis de laprill1~ra ~deíl'á de c!Jl'l~~seJlevaa,cal:Jo mediante una transcriptasa 

reversa, que incorpora los_riucleótidos'complementai-ios:a1 mRNA para sintetizar un 
' - - - - - - -. - -- -- ·' -.~;·~- . '· ·;;- .-·~ .-- . " - ·-··. - "'-' -. - _.,-.-,, ... -. . -- - . 

Se ha utilizado la reacciór'i' eri'~dí~},~;'cifiii~ '~61i~erasa (PCR) para amplificar genes 
, - . ·::~:·/:·;:._:~:-·;;·:: ·. ::~/:>..:.~~K~_: .. f~i~>:' :;.::x_ .;-~_:·:_ ; 

rearreglados de cadena ligera y_:pesada'.de' inrñ.unoglobulinas humanas y de ratón, por 

lo que se han optimiza~do i'os ~-ri~~r~.;~~;:¡·p~~ rara .íos genes v. clasificándolos por 

familias, identifieando r~gi~n~~f:'~~~~~~~~s:,y:r~~ion~s,distirltas; s~ han. disefiado 

oligonucleotidos específi6os µ;;;~i:l.ciid;;¡':f'árriilia qu;;. plled~n. ser usadbs directamente 

:::::::::::~j~~~l~~~j'i:~~1~~~iii~~I~¿,¡~t~: 
secuencias de DNA de mas de 3 kb a partiíde61igoriucleótidós'de'40:núéleótidos:(29). 

· ·. . .•.... • -1i:;c'.~~~~··"·~)~,j~fü-i~·~/~lf '.L~·-Et~JJ.'':(~{,~;;4:.;\ .. •·:.·~·-· . 
Durante este estudio se utilizó la. PC~ para a~plifi~rJo~. genes VH >'Ne.en la primera 

:d::"~:.c:~:~::ºp::;~;;}h~~itf ~~~¡¡~~f~l~,ff:lt~::,":~ 
componentes de la reacción que pueden interferir.las reacciones sUbsecuentes. En este 

;-::~ 1 ·, !~;:::~>.:::.; ,•! --~-" .. : .•. ~~' 

estudio se utilizó_un·método quesepára:105'iirc:lduC:tos:dj;¡,PcReri un ge1 de agarosa y 
- '. --- - . - ., - ~ " ,. - - .·. . ·... - ; . 

luego mediante una columna' I~~ eÍu~e d~ dich~
0 

g~I. de esta forma se obtiene DNA de 
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-- - . - - ----: ·:·· . '---_-- ~ ' -:. - - --

• - ' • ~- - > - -

alta calidad y pureza, sin embargo.se ~~c~i~Céj entr~ efB-:-15% del total de DNA en la 

muestra. 

Si bien es cierto. qu~ ef'rnÉ!todo:'·;,,ás ~ulmzai:io' para la quantificación de DNA con alto 

grado de certez~ ~;, ~~~i~11i~·~(,ús6"d~~Ún ~s~e~tn~fotómetro de UV, también se puede 

:~::::~ ::~:::;:~~f ~~n1i~t~t~~:;=::::::.:=::::::::,:: 
<::,~~:: .. ~.~;··. 

intensidades en dos muestr~s: ;don'cie tkí kit ,comercial provee una muestra con una 
.'·: ,~ ·, ' 

cantidad conocida de DNA; qUe:adernás es del tamaño que deben tener los productos 

de PCR que se comparan, . 

En el presente ~studio s·e realÍzÓ 'el ensamblaje de fragmentos de genes variables de 

las cadenas pesada y ligera (VH y VL) de inmunoglobulinas anti-péptido pA, a partir de 

células de bazo de ratones. inmunizados con· el péptido p amiloide como se observa en 

la Figura 1. 
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Figura 1. Fragmentos de genes variables de la cadena pesada (VH) ligera (V,) y scFv obtenidos a partir 
de células de bazo de ratones inmunizados con el péptido f~A42 . 

La clonación de genes que codifican los dominios variables de las moléculas de 

inmunoglobulinas es una parte esencial de la ingeniería de anticuerpos. Se han 

investigado rutas alternativas para el diseño y construcción de bibliotecas de genes de 

la región variable de inmunoglobulinas basados en ensamblaje por PCR, así se han 

construido bibliotecas sinteÜcas con las regiones determinantes de complementariedad 

(CDR) totalm.ente aleatOrias variándolas en longitud (32). 

En 1990 McCafferty y colaboradores, describieron una metodología que sentó las bases 

de la tecnología para la expresión de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos en 
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bacteriófagos variables (V) de inmunoglobulinas son 

amplificados ~orPC~ de hibridJrnas o células B y clonados en vectores de expresión. 

Los fagos que e;presan los genes\¡ pu~den ser seleccionados directamente con el 

antígeno. Los dÓrnini65 \i .compl~to·~ d~ un anticuerpo pueden ser expresados en la 

superficie'· ·de' bac;teriófagas:y los' fragmentos de anticuerpos expresados en 

pueden ser usadi~ e~~1á;~~i1b~~b;ó~:áe grarides bibliotecas combinatorias (37). 
'.~·. •, ;-.':_.":.._ ., ,,' "' i~:·f: ~ ,~2";:6, 

K/· >C'.'.. '.:;¿:~" -;_;,;: !<\·.;> 

fagos 

- ... , ·,·:'.: : ... ~./: :·- _, 

Usando la te~n,01~~ía cie'expr:esi~n ~íl fagos, los genes v de anticuerpos pueden ser 
·;':: ···)·_.; <))· .:jt~: )"·,:=:'.,':)\~:t-~.: .. :.::~-~;.,( .~:.C.-::·"-'>'::;:.')·.:->". 

clonados adyacentemente en .los genes de la capside de los bacteriófagos filamentosos 
- ::,,:¡_:. ! ::.:~:·' ~ ---~ .' :/-::•:····,-.~:.:::"> :·,·· ., ... -.>' . 

y expresados ~~111º proteí~~s funéionale~i:i~.~u :s,~perficie. 
Pueden utilizarse~distintosl/ectci~e~.·de · expresión como los fagos completos o los 

fagémido~ ~u~,f'i~'~J,~fT'¡~~~·.~~~~~e;~e~~ia~;interg,énicas de fagos filamentosos y que 

en presencia de un fago'.ayu'ciador, se ensamblan en partículas virales que expresan el 
-' ', .. -e, ___ .• , . ., . ·, .··. . • , .. 

. gen insertadcf.'Ei\1so· de 'este sistema perrnite· un bajo número de copias en cada 
-:<; - ... - ~. ~ • - ' - . --

partícula de fago lo qÚe '~inimiza los efectosde la avidez y produce una selección más 
·:~/:-

astringente. . ,, ... · ·"·· .. ·, ; .... ···..... L~. 
Las proteínas ~e·la .cápsicle plllX P.Ylll han ~sido usadas exitosamente para expresar 

Fab, scFv y dianti'cu~rpos. E~ta metdc:lo'16gía representa una estrategia poderosa para 
,.'. . . - '' - -- --· ·, ... 

fabricar anticuerpÓs con c.;¡r~ctérístidas l:ÍiofísÍcas pre-determinadas con uso diagnóstico 

o terapéutico (34). 

Los fagos filamentosos son virus largos, delgados y cilíndricos que infectan bacterias 

que expresan el pilus F, y se replican sin lisar su hospedero. La cápside de los fagos 

filamentosos esta formada por estructuras tubulares flexibles y delgadas de 900 nm de 
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longitud y 6 a 10 nm de'an~h,Í:> .. La envoltura proteica que rodea al DNA esta hecha de 
.. ; - . •, .·-

producto del gen.VJJ( uria ·proteína de 50 residuos de aminoácido en a-hélice, que es Ja 

proteína cie c~bi~fl~ ~rin6\p~l expresando aproximadamente 2700 copias. El cilindro del 

fago e~ta flanqueadcip~r~CJo~:est~ucturas; una hecha de 5 copias de los productos de 

los genes ·vu y ü(' é'~: 81,ia~'o que deja la membrana bacteriana primero, y en el otro 

extremo 5 copias 'cie Jós productos de los genes VI y lll (36). 
;f·'- ·.-;.· 

. ,.= 

La expresión de. fragm~ntCis .. de' anticuerpos en la superficie de bacteriófagos 
; -~~-e·. 

filamentosos es posible rnE:ldiante'la fusión a una proteína de envoltura (la proteína 111) 
- . · ..• '«"" - ... _ ---· - .-•.. .:,, ' 

tanto en cade~as pollpe~trdibas'~'~ncillas, donde las cadenas variables ligera y pesada 
' •·. ·". '' ,_-o ""' ••-, 

(Vtt y VL) está~ ¿~i~~~ ~6~ ~~ ~glipéptido espaciador, o como cadena ligera y pesada 

asociada~ •no'Ccb~~l~~te;~ent~. Los vectores fagemidos permiten expresar una sola 
-,~:-_·--:;::·}< :-.·: .···· . -

copia del anticuerpo' en la superficie del fago, por Jo que resultan mejores para 
-- --- - ··,.;,. -···u· . .:--

seleccion~rl'o~ 'd&~nCl'o tienen afinidades cercanamente relacionadas, usando un 
- _:·:. ;, ·:~·: . ' 

sistema de antígeno inmovilizado en una fase sólida (por ejemplo un ensayo de ELISA) 

(27). 

Se han construido fragmentos de anticuerpos con especificidad preestablecida a partir 

de poblaciones de linfocitos in vitro y clonados para expresar dominios variables de las 

cadenas ligera (VL) y .pesada (VH) de inmunoglobulinas en la superficie de 

bacteriófagos filamentosos .. Los fagos afines son seleccionados de un repertorio 

mediante su unión al antigeno y es posible obtener los fragmentos de anticuerpos de 

manera· soluble. Esta 'met6c::lo1ogi.á facilita la construcción de anticuerpos o fragmentos 
\·, , .. 

de anticuerpos humanos de valor terapéutico para Ja investigación básica (39). 
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La construcción ·de bibliotecas de fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) o 
. ' 

fragmentos Fab de moléculas de anticuerpos _que_ son expresados en la superficie de 

fagos filamentosos y la selección de anticuerpos de fagos recombinantes mediante su 

unión .al . antígeno, ofrece una forma . nu.ev~'.{y,· poderosa de generar anticuerpos 

monochnales. la principal meta de la Íecnol~~fa\:le los anticuerpos recombinantes es 
' , . ~·,·.•. ·-··;'. ";''.'. . 

desarrollar bibliotecas de gran tamañci'y:,cii.J~-i~idad para facilitar el aislamiento de . . . . ' ,- ~ ~; ,, ., 

antic~erpos con alta afinidad él.· partir'cle:;~~iÍ'~G~!;pos con todas las especificidades 

posibles. El principal determinante d~ l~J~~~r~faa~es:Ía fuente de la que se obtienen 
.·-' , .. "'' ..,·· - •... , . ¡ 

Es posible incorporar principioi;'de dis~ñ()'ci~ pr6t~í~:~·s:'para' construir un repertorio 
~· .. ,...., ~ 

grande de anticuerpos funcionales) los C:uáiés'.puederl'.:sero. mejorados posteriormente 

usando estrategias de maclllraciÓ~ • cd áfi~iJ~d:'J_~-i~~~C'ci~ri'.-·de anticuerpos de 

repertorios primarios, seguido ~e ~llt~~éri~sis'én los CDRs y selección mediante la 

expresión en bacteriófagos permite· la identificación de clonas con afinidad mejorada 

(43). 

Además, dos factores parecen generar una alta frecuencia de clonas reactivas en la 

biblioteca: primero la fuente de mRNA que tiene una alta representación de cadenas 

que están en las .clonas reactivas in vivo y segundo la promiscuidad de las cadenas 

(principalmente la pesada) para aceptar más de un compañero en una clona reactiva 

(33). 
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De esta forma el DNA, que :codifica para .fragmentos variables de cadena sencilla 

(scFv), generado en el presente estudio será insertado en un vector de expresión 
' . - . . 

fagémido (pCANTAB SE de Amersham) y se generarán scFv solubles y unidas a 

partículas _de fago . para su evaluación como terapéuticos en la enfermedad de 

Alzheimer. 
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CONCLUSIONES 

1. En el presente trabajo se generaron ratones hiperinmunes contra el péptido J3A.,2. 

2. Se ensambló una molécula de DNA que codifica scFv específicos para el péptido 

J3A.,2 a partir de linfocitos de estos ratones. 

PROYECCIONES 

1. El DNA que codifica scFv será clonado en un fagémido con el fin de generar una 

biblioteca de scFv específicos para el péptido J3A.,2 expresados en fagos 

filamentosos M13. 
' ' ' ~ -

2. A partir de esta bibliote~ s~rán }~btenidas cl~rias de fagos recombinantes para 

su evaluación como candidatos para el. tratamiento de la EA. 
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