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Resumen 

RESUMEN 

El análisis de la estructura tridimensional de anticuerpos ha revelado que cinco de los seis 

lazos que conforman el sitio de unión para el antígeno poseen una estructura de cadena 

principal que se restringe a ciertos motivos estructurales (estructuras canónicas). Estos 

dependen de la conservación de ciertos patrones en la secuencia de aminoácidos. Además 

se conoce que en algunos casos la geometría de los sitios de unión correlaciona con el tipo 

de antígeno reconocido y que dicha geometría depende fundamentalmente, del primer 

lazo hipervariable de la cadena ligera de los anticuerpos. Con base en lo anterior y 

apoyándonos en una técnica que permite obtener anticuerpos desplegados en la superficie 

de un fago filamentoso ("Phage Display") nos hemos propuesto el diseño de dos 

bibliotecas de anticuerpos de origen humano para seleccionarlas contra antígenos de 

interés biomédico de tamaño variado (proteínas y péptidos). Cada una de las bibliotecas 

está formada por anticuerpos que poseen diferentes características geométricas en su 

sitios de reconocimiento. Estas diferencias se encuentran fundamentalmente en el largo 

del primer lazo hipervariable de la cadena ligera. En la construcción se empleó una única 

cadena ligera la cual pertenece a el gen más utilizado en los anticuerpos humanos 

maduros (A27) y una mezcla de cadenas pesadas. Como esta cadena ligera posee un L1 

corto para la construcción de la segunda biblioteca se cambio este lazo por uno largo. 

Durante el desarrollo de este trabajo se han obtenido anticuerpos contra tres antígenos de 

importancia biomédica. Además se han aportado datos que apoyan la teoría del 

reconocimiento molecular mediado por anticuerpos. 



Antecedentes 

ANTECEDENTES 

Desde hace más de 50 años se describió la potencialidad de los anticuerpos como 

herramientas para la caracterización molecular, el diagnóstico clínico y las aplicaciones 

terapéuticas. En un inicio, estos se producían por inmunización de animales experimentales 

con el antígeno de interés. Este método producía una mezcla heterogénea de anticuerpos 

(anticuerpos policlonales), lo cual hacía casi imposible su caracterización (revisión en Edelman 

and Gall, 1969). Además el éxito de un esquema de inmunización dependía de la cantidad y 

calidad del antígeno y del sistema inmunológico del animal experimental y muy poco se podía 

hacer si no se obtenían los anticuerpos deseados. 

En 1975 Kohler y Milstein publicaron un artículo que marcó una nueva etapa en la obtención 

de anticuerpos (Kohier and Milstein, 1975). En el mismo se describía como hacer anticuerpos 

monoclonales. A partir de entonces se comenzaron a obtener anticuerpos contra un 

sinnúmero de antígenos muchos de los cuales han sido de gran valor para el diagnóstico 

clínico. Al contar con preparaciones homogéneas (monoclonales) de anticuerpos, se avanzó 

rápidamente en la caracterización de esta familia de proteínas (Winter & Milstein, 1991 ). Sin 

embargo, este valioso descubrimiento no permitía prescindir del proceso de inmunización y 

esto obligaba a los investigadores a seguir sujetos a las reglas que dicta el sistema 

inmunológico del animal experimental. 

En la última década del siglo pasado una nueva técnica revolucionó la forma de obtener 

anticuerpos. Esta técnica conocida con el nombre de phage display (Smith GP, 1985), ha 

permitido a los investigadores prescindir del proceso de inmunización. Ha sido entonces 

posible la obtención de anticuerpos contra prácticamente cualquier antígeno. Además 

partiendo de fuentes diversas que incluyen anticuerpos humanos, los cuales son de gran 

potencial en las aplicaciones terapéuticas (revisiones en Burton and Barbas, 1994; Winter et 

al., 1994). Sin embargo, hasta la fecha no ha sido posible determinar completamente la 

relación que existe entre la secuencia primaria de los anticuerpos y sus propiedades de 

reconocimiento. Este hecl10 ha limitado el diseño de repertorios de genes para obtener 

anticuerpos con las propiedades de reconocimiento deseadas. 

Hacia finales de la década de los 1980s el análisis de la estructura tridimensional de los 

anticuerpos reveló que cinco de los seis lazos ("loops") que conforman el sitio de unión para 

el antígeno poseen una estructura de cadena principal que se restringe a ciertos motivos 
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Antecedentes 

estructurales (Chothia et al., 1987, 1989). Se dedujo, entonces, que estos motivos 

estructurales dependían de la conservación de ciertos patrones en la secuencia de 

aminoácidos (a.a.). Al conjunto reducido de conformaciones que comúnmente tiende a 

adoptar la cadena principal de las regiones hipervariables se les llamó estructuras canónicas 

(Chothia et al., 1987). Este descubrimiento ha permitido predecir, partiendo sólo de la 

secuencia de aminoácidos, la estructura tridimensional del sitio de unión para el antígeno. A 

partir de entonces comenzaron a surgir algunas evidencias que pretenden explicar la relación 

estructura-función de los anticuerpos. 

Con base en el modelo de las estructuras canónicas se han venido estudiando las secuencias 

de los genes de línea germinal, pseudogenes y las secuencias rearregladas de anticuerpos 

(Almagro, et al., 1995, 1996, 1997, 1998, Vargas-Madraza et al., 1995; Lara-Ochoa et al., 

1996 ). Se ha descrito que las combinaciones de conformaciones canónicas se reducen a un 

número sorprendentemente pequeño (Almagro, et al., 1995; Vargas-Madraza et al., 1995; 

Lara-Ochoa et al., 1996). De 300 posibles combinaciones de estructuras canónicas, sólo 10 

describen aproximadamente el 90% de todas las secuencias conocidas. Ello redujo el espacio 

de conformaciones del sitio de unión para el antígeno a unas pocas variantes (Vargas

Madrazo et al., 1995 ). 

Además, se conoce que en algunos casos la geometría de los sitios de unión para el antígeno 

correlaciona con el tamaño del antígeno reconocido (Davies et al., 1990; Wilson et al., 1991; 

Webster et al., 1994; Wilson and Stanfield, 1993; Vargas-Madraza et al., 1995; Lara-Ochoa et 

al., 1996). Anticuerpos con sitios de unión relativamente planos tienden a reconocer 

proteínas, mientras que anticuerpos con sitios de unión cóncavos, preferentemente, 

reconocen moléculas pequeñas (Vargas-Madraza et al., 1995; Lara-Ochoa et al., 1996). Se 

conoce además que la diferencia entre estas geometrías se debe mayormente al largo del 

primer lazo hipervariable de la cadena ligera (Ll) de los anticuerpos (Almagro, 

comunicación personal). 

Por otra parte el conocimiento de los genes de línea germinal de humanos ha permitido 

observar que existe una expresión preferencial de ciertos genes (Griffiths et al., 1994). 

Dentro de los genes Vkappa, el gen A27, se expresa en uno de cada cuatro anticuerpos 

humanos (Griffiths et al., 1994). Además se ha observado que A27 se encuentra unido, 

preferencialmente, a los genes "joining" JK1. Estos antecedentes podrían sugerir que el 

gen A27 se utiliza en el reconocimiento de diversas moléculas. Este gen en la línea 
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Antecedentes 

germinal codifica para un L1 corto (12 a.a.) (Tomlinson et al., 1995), lo cual podría sugerir 

que anticuerpos que lo contengan reconocen, fundamentalmente, moléculas grandes. 

Mientras que la adición de 5 a.a. en el Ll, agregados por la sustitución del L1 de A27 por 

el L1 de DPK24 (17 a.a.) podría cambiar las propiedades de reconocimiento y entonces 

interactuar con moléculas pequeñas. 

3 



Introducción 

INTRODUCCIÓN 

Anticuerpos: estructura y características generales. 

Los anticuerpos son moléculas de glicoproteínas (MW 150, 000) que pertenecen a la 

familia de las inmunoglobulinas y que constituyen las moléculas efectoras de la respuesta 

inmune humoral. El nombre de inmonoglubulinas les fue dado por constituir la parte de la 

fracción y-globulina que precipita en presencia de antígeno. Estos, fueron descubiertos por 

A. Tiselius y E.A. Kabat en 1939 y desde entonces han sido ampliamente estudiados. 

Existen cinco clases de inmunoglobulinas: IgG, IgA, IgM, lgE e IgD. Estas difieren entre si 

por su tamaño molecular, estructura, carga, composición de aminoácidos y contenido de 

carbohidratos. Las diferentes clases de inmunoglobulinas están determinadas por el tipo de 

cadenas pesadas que las forman y que pueden ser: 11. r. ii. ·1 y p. Además, existen 

pequeñas diferencias dentro de la secuencia aminoacídica de las cadenas pesadas u y y lo 

cual guía a una clasificación más estricta de estos dos tipos de cadenas en subclases. De 

esta manera encontramos dos subclases para las cadenas pesadas 11 (IgAI e IgA2) y 

cuatro subclases para las cadenas pesadas y (lgGI, IgG2, lgG3 e IgG4 ). 

Por otra parte, se conoce que la distribución de las diferentes clases de inmunoglobulinas 

no es proporcional. La IgG (Figura 1) es la principal inmunoglobulina del suero humano y 

constituye, aproximadamente, el 80% del conjunto total de inmunoglobulinas. Esta clase 

es también la que se encuentra en mayor concentración sérica (aproximadamente 

9mg/mL). Además, tampoco todas las subclases de lgG se encuentran igualmente 

representadas. Aproximadamente el 65% de las IgG sérica es IgGl. Después de las IgG 

las dos clases de inmunoglobulinas más representadas en el suero humano son las IgA y 

las IgM (5-15% y 5-10%, respectivamente). Las clases restantes (IgE e IgD) constituyen 

menos del 1 % del total de inmunoglobulinas presentes en el suero. 

Las moléculas de inmunoglobulinas están formadas por dos cadenas pesadas y dos 

cadenas ligeras idénticas entre sí. En algunos casos más de una molécula de 

inmunoglobulina pueden combinarse para formar anticuerpos multiméricos (IgA e IgM), 

pero en la mayoría de los casos se encuentran en forma de monómeros (IgG, IgE e IgD). 

Las cadenas ligeras pueden ser de dos tipos: " y >... Estas se combinan al azar con 

cualquiera de los tipos de cadenas pesadas para formar una molécula de lnmunoglobulina. 

En el caso de los anticuerpos humanos el 60% de las cadenas ligeras que conforman las 
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Introducción 

lnmunoglobullnas son de tipo " y el 40% son de tipo 1" (Kleln et al, 1993; Tomlinson et al 

1995; Willlans et al, 1996); mientras que en el caso de los anticuerpos de ratón la relación 

es del 95% de cadenas ligeras " contra un 5% de cadenas ligeras 1" (Hood et al, 1967). 

W:(.~}.:~~'.i:· } Sitio de unión el 
V ~~···~ ( .. ~~--, - entlgeno 

L " ·-.".-t. J4i~ 
c.1· .;,i. ti. 

Reglón b1A9r• / '> 

c.2 J.~t-~·· <'(,:-:l~?- Cerbohldratm <lJ • t..;¡,.., 

~
~_,,..._. 

c.3 ~~--~ 
~~ 

Figura 1. Representación de una JgG. En la figura se representa una IgG en la cual se destacan las 

partes fundamentales que conforman la misma. En tonos azules se representan las cadenas pesadas 

y en verde y amarillo se representan las cadenas ligeras. Se destaca la región bisagra y los sitios de 

unión al antlgeno. En rosa oscuro se representan los carbohldratos. Figura tmudJ de 

www.X51all.nl/-ednleuw/lgGsubdasses/ bad<ground.Jpg. 

Cada una de las cadenas que forman parte de los anticuerpos se encuentran divididas en 

dominios de 110 aminoácidos (a.a.) aproximadamente. Las cadenas pesadas poseen un 

dominio variable (V") y entre tres y cuatro dominios constantes (CHl, C..2, C..3 y C..4) 

dependiendo del tipo de anticuerpo. Las cadenas ligeras poseen un dominio variable (VL) y 

un dominio constante (4) (Figura 1). 

El análisis cristalográfico por rayos X ha revelado que los dominios de las lnmunoglobulinas 

se encuentran formando parte de una estructura compacta característica conocida como 

'Ymmunoglobulin fold". Esta estructura consiste en un "sandwich" de dos láminas p 

plegadas cada una formada por tres o cuatro cadenas J3 antiparalelas de aminoácidos. 

cada una de las cadenas están conectadas por lazos de diferente longitud. Las cadenas p 

se caracterizan por tener a.a. hidrofóbicos e hidrofíllcos alternos cuyas cadenas laterales se 

encuentran arregladas de manera perpendicular con respecto al plano de la lámina. Los 

aminoácidos hldrofóbicos se encuentran orientados hacia el Interior de la estructura 

mientras que los hldrofílicos se encuentran orientados hacia fuera. Ambas láminas J3 se 
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Introducción 

encuentran estabilizadas por interacciones hidrofóblcas entre ellas y por la presencia de 

puentes disulfuro conservados. 

Aunque los dominios variables y constantes poseen una estructura similar, existen 

diferencias entre ellos. Los dominios variables son ligeramente más largos que los 

dominios constantes. Esto se debe a que los dominios variables poseen un par de cadenas 

ll adicionales dentro de la estructura de lámina ll y un segmento lazo adicional conectando 

dichas cadenas. 

Entre los dominios c,,1 y C,,2 de las cadenas pesadas tipo 11, i\ y y existe una secuencia 

peptídica que no guarda homología con el resto de los dominios y se le conoce como 

región bisagra (Figura 1 ). Esta región es rica en prolinas, lo cual le confiere cierta 

flexibilidad a las IgG, IgA e IgD. El gran número de prolinas presentes en la región bisagra 

le confiere a esta zona una conformación polipeptídica extendida, lo cual la hace 

particularmente vulnerable a enzimas proteolíticas. Aunque las cadenas pesadas ~1 y r no 

poseen región bisagra, ellas presentan un dominio C,,2 adicional con propiedades 

parecidas a dicha región. 

La comparación detallada de la secuencia de a.a. de los dominios v., y V1 ha revelado que 

la variabilidad de secuencia está concentrada en ciertas regiones conocidas como regiones 

hipervariables. Existen tres regiones hipervariables en las cadenas pesadas (Hl, H2 y H3) 

y tres en las cadenas ligeras {Ll, L2 y L3) tanto en humano como en ratón. Las regiones 

hipervariables constituyen entre el 15%-20% de cada uno de los dominios variables y 

conforman el sitio de unión al antígeno. Como estos sitios son complementarios a la 

estructura del epítope las regiones hipervariables también son conocidas como regiones 

determinantes de la complementariedad (CDRs). El 80%-85% restante de cada uno de los 

dominios variables presentan mucho menor variación. Estas regiones de menor variación 

son conocidas como regiones de armazón (FRs) (Davies and Metzger, 1983; Alzari PM et 

al, 1988). 

Las regiones marco y las regiones hipervariables poseen diferentes localizaciones dentro 

del "immunoglobulin fold". Las regiones FRs generan la estructura de lámina ll plegada 

dentro de los dominios v., y v,, mientras que los CDRs están localizados en los lazos que 

conectan las cadenas ll de estos dominios. De esta manera la estructura tridimensional de 

los dominios variables provee un marco rígido necesario para la función del anticuerpo y al 
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mismo tiempo una enorme diversidad de sitios de unión al antígeno por variación de la 

longitud de los lazos hlpervariables. 

Estructura de las regiones hipervariables de las inmunoglobulinas. 

Desde la década de los 70 comenzaron a surgir evidencias de que existía una relación 

entre la secuencia de aminoácidos y la estructura de las regiones hipervariables de las 

inmunoglobulinas. A partir de entonces se han venido desarrollando trabajos que tratan de 

explicar dicha relación. Los primeros estudios revelaron que existían 13 sitios en las 

cadenas ligeras y 7 en las cadenas pesadas que se conservaban al comparar las 

secuencias de regiones hipervariables hasta entonces conocidas (Kabat et al, 1977; Kabat, 

1978). A estos residuos conservados se les delegó un papel estructural más que en la 

especificidad. Un año después el análisis de las regiones hipervariables de cadenas ligeras 

reveló que existían residuos conservados dentro de las regiones hipervariables que 

coincidían con residuos conservados dentro de regiones hipervariables de estructuras 

conocidas (Padlan, 1979). Este hecho dejaba claro el papel estructural de ciertos residuos 

conservados dentro de la secuencia aminoacídica de las regiones variables de las 

inmunoglobulinas. 

Paralelamente, el análisis de la estructura de Fab y proteínas de Bence-Jones 

demostraron, que en muchos casos, las regiones hipervariables de la misma talla, aun 

cuando tuviesen secuencias aminoacídicas diferentes, tenían la misma conformación de 

cadena principal (Padlan and Davies, 1975; Fehlhammer et al, 1975; Colman et al 1977; 

de la Paz 1986). 

Con base en estos antecedentes y a través de estudios comparativos de Fab y dominios 

variables ligeros de secuencia y estructura conocida, se demostró que existe un repertorio 

limitado de conformaciones de cadena principal para cinco de los seis lazos que forman 

parte de las regiones hipervariables (Hl, H2, Ll, L2, L3) (Chothia and Lesk, 1987; Chotia et 

al., 1989; Tramontano et al., 1990). Al conjunto reducido de conformaciones que 

comúnmente tiende a adoptar la cadena principal de las regiones hipervariables de las 

inmunoglobulinas se les denominó "estructuras canónicas" (Chothia and Lesk, 1987; Chotia et 

al., 1989; Tramontano et al., 1990). Se demostró, además, que la conformación adoptada 

depende de los residuos conservados, antes descritos, los cuales poseen la capacidad de 

formar puentes de hidrógeno y de asumir valores inusuales de ángulos de torsión {<:>, rn o IJI) 
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(Chothia et al., 1987). Estos se encuentran en sitios específicos dentro de las regiones 

hipervariables y en ciertos lazos presentes en las regiones de armazón. Así, las regiones 

hipervariables que poseen conformaciones similares en diferentes inmunoglobulinas poseen 

los mismos residuos o residuos muy similares en estos sitios (Chothia atal, 1986). Además se 

ha descrito que las estructuras canónicas dependen, también, del largo de los lazos 

hipervariables (Chotia and Lesk, 1987; Chotia et al., 1989; Tramontano et al., 1990). 

Teniendo en cuenta las reglas que relacionan la secuencia aminoacidica y la estructura 

tridimensional de los lazos hipervariables de los anticuerpos, desde la última década del siglo 

pasado, se han venido analizando los genes funcionales de linea germinal (Chotia et al., 

1992; Willians and Winter, 1993; Cox et al., 1994), seudogenes (Vargas-Madraza et al, 1995; 

Almagro et al., 1995) y secuencias maduras de aminoácidos (Chotia et al., 1989; Vargas

Madrazo et al, 1995; Almagro et al., 1995). El análisis ha corroborado la existencia de 

estructuras canónicas en la mayoría de las secuencias de inmunoglobulinas. 

Relación entre la estructura y la función de las inmunoglobulinas. 

Con el objetivo de encontrar una relación entre la estructura y las propiedades de 

reconocimiento de los anticuerpos y con base en el modelo de las estructuras canónicas, se 

han venido estudiando la secuencia de genes de línea germinal, seudogenes y secuencias 

rearregladas de anticuerpos. Se ha encontrado que existen ciertas características geométricas 

en los sitios de unión al antígeno que correlacionan con el tipo de antígeno reconocido 

(Davies et al., 1990; Wilson et al., 1991; Webster et al., 1994; Wilson and Stanfield, 1993; 

Almagro, et al., 1995, 1996, 1997, 1998, Vargas-Madraza et al., 1995; Lara-Ochoa et Lara

Ochoa et al., 1996; Soderlind et al., 2000). Anticuerpos con sitios de unión relativamente 

cóncavos tienden a reconocer moléculas pequeñas; mientras que anticuerpos con sitios de 

unión planos reconocen, fundamentalmente, moléculas grandes (Rees and de la Paz, 1986; 

Bolger and Sherman, 1991; Wilson et al., 1991; Webster et al., 1994; Vargas-Madraza et al, 

1995; Lara-Ochoa et al, 1996; Soderlind et al, 2000). 

Se ha descrito que en muchos de los anticuerpos de estructura conocida aparecen ciertas 

combinaciones de estructuras canónicas y que estas correlacionan con la geometría del sitio 

de unión y el tipo de antígeno reconocido (Vargas-Madraza et al., 1995). De las 300 posibles 

combinaciones de estructuras canónicas solo 10 describen, aproximadamente, el 90% de las 

estructuras de inmunoglobulinas conocidas (Vargas-Madraza et al, 1995). Este hecho 
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restringe el espacio de conformaciones del sitio de unión al antígeno a unas pocas variantes 

(Vargas-Madraza et al, 1995). 

Dentro de las 1 O clases de estructuras canónicas más frecuentes observadas dentro del 

repertorio de las inmunoglobulinas los lazos hipervariables Hl, L2 y L3 siempre muestran el 

mismo tipo de estructura canónica (Vargas-Madraza et al, 1995). Este hecho sugiere que 

dichos lazos no contribuyen a la variación de la geometría del sitio de unión al antígeno y 

solamente los lazos hipervariables L1 y H2 juegan un papel en este aspecto (Vargas-Madraza 

et al, 1995). De esta manera una correlación entre la longitud de L1 y H2 y el tipo de 

antígeno reconocido indica que los anticuerpos que presentan un L1 y un H2 corto 

reconocen, preferentemente, moléculas grandes; mientras anticuerpos con L1 y H2 largos 

tienden a reconocer moléculas pequeñas (Vargas-Madraza et al, 1995). En los casos donde 

la forma del sitio de unión <JI antígeno no está determinada por la longitud de los lazos U y 

H2, ésta parece estar definida por el largo del lazo hipervariable H3 (Vargas-Madraza et al, 

1995). En estos casos se mantiene la geometría del sitio de unión al antígeno pero ésta se 

define por variaciones en la conformación de H3 (Vargas-Madraza et al, 1995). 

En el caso de la especificidad fina, son importantes otros factores tales como algunos 

residuos presentes en las cadenas laterales de los sitios de unión al antígeno (Alzari et al., 

1990; Mian et al., 1991; Padlan et al., 1995), la disposición relativa de los dominios VHfVL 

(Davies and Metzger, 1983; Padlan, 1994) y rearreglos conformacionales de los anticuerpos 

en respuesta a la unión con sus ligandos (Colman et al., 1987; Wilson and Stanfield, 1993, 

1994; Padlan, 1994). 

Relación entre la secuencia de aminoácidos del Ll y la geometría del sitio de 

unión al antígeno. 

Existen fuertes evidencias de que la geometría del sitio de unión al antígeno depende, 

fundamentalmente, del largo de los lazos hipervariables Ll y H2 (Vargas-Madraza et al, 

1995). Trabajos realizados por Almagro y colaboradores donde se comparan anticuerpos de 

estructura conocida, así como secuencias aminoacídicas de anticuerpos anti-péptidos y anti

proteínas, han revelado evidencias que destacan la importancia del L1 en la geometría del 

sitio de unión al antígeno (Ramírez-Benítez [tesis doctoral, 2001)). 

En el caso de los anticuerpos anti-péptidos se han descrito 4 longitudes diferentes para el Ll 

(7, 11, 12 y 13 residuos) (Al-Lazikani et al, 1997). Se ha demostrado que la mayoría de los 
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anticuerpos anti-péptidos presentan longitudes en el L1 que oscilan entre 11-13 residuos (Ll 

largo), siendo la longitud de 12 residuos la mayormente representada. 

La longitud de los lazos hipervariables L2 (3 residuos) y L3 (6 residuos) se encuentra 

conservada en este tipo de anticuerpos. Además, las longitudes de los lazos hipervariables Hl 

(7-8 residuos con 7 residuos predominantemente) y H2 (5-6 residuos con 6 residuos 

predominantemente), en este tipo de anticuerpos, se encuentran relativamente conservadas. 

En contraste, se ha encontrado que los anticuerpos anti-proteínas presentan principalmente 

un L1 corto. Para estos anticuerpos se han descrito longitudes de 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13 

residuos en el L1; pero la gran mayoría de los mismos presentan entre 6-8 residuos en este 

lazo hipervariable predominando la longitud de 7 residuos. El resto de los lazos hipervariables 

en este tipo de anticuerpos poseen longitudes muy similares a las observadas en los 

anticuerpos anti-péptidos. 

En el caso del lazo hipervariable H3 de ambos tipos de anticuerpos se observa una gran 

variedad de longitudes (5-17 residuos), se ha reportado que no existen diferencias 

significativas entre anticuerpos anti-péptidos y anticuerpos anti-proteínas al comparar las 

longitudes promedios de este lazo hipervariable (Almagro, comunicación personal). 

Se han reportado unos pocos casos de anticuerpos anti-péptidos que poseen L1 corto. En 

estos casos, sin embargo, la estructura del sitio de unión al antígeno conserva una geometría 

cóncava. Este hecho esta soportado por la presencia de un lazo hipervariable H3 con una 

longitud inusualmente larga ( 17 residuos). En el caso de los anticuerpos anti-proteínas 

también se han encontrado excepciones a la que parece la regla general. La presencia de un 

L1 largo en la estructura de un anticuerpo anti-proteína genera un sitio de unión al antígeno 

córlCílVO. En estos casos al analizar como ocurre la interacción del antígeno con el anticuerpo 

se han encontrado dos fenómenos. En algunos casos la interacción no es complementaria, 

sino que el antígeno se coloca sobre la estructura del sito de unión dejando vacía la cavidad 

formada por el L 1 largo. En otros casos el antígeno presenta una protuberancia que se encaja 

en dicha cavidad y el resto de la proteína se acomoda sobre la superficie del sitio de unión. 

Todas las evidencias anteriores sobre la importancia del largo del lazo hipervariable L1 en la 

geometría del sitio de unión al antígeno podrían ser un punto de partida en el diseño de 

anticuerpos con las propiedades de reconocimiento deseadas. 
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Uso de genes en las inmunoglobulinas. 

El conocimiento de los genes de línea germinal de humanos ha permitido observar que 

existe una expresión preferencial de ciertos genes (Griffiths et al., 1994). En el caso de los 

genes VH se ha observado que existe un uso preferencial del gen DP47, tanto in vivo como 

in vitro (Griffiths et al., 1994 ). Dentro de los genes V1 se ha descrito que el gen Vk A27 se 

expresa en uno de cada cuatro anticuerpos humanos (Griffiths et al., 1994 ). Además se ha 

observado que A27 se encuentra unido, preferencialmente, a los genes "joining" JKl. 

Estos antecedentes podrían sugerir que el gen A27 se utiliza en el reconocimiento de 

diversas moléculas. Este gen en la línea germinal codifica para un L1 corto (12 a.a.) 

(Tomlinson et al., 1995), lo cual podría sugerir que anticuerpos que lo contengan deben 

reconocer, con preferencia, moléculas grandes. 

El gen VL más utilizado in vivo, después de A27 y el DPK9, es el DPK24 (Griffiths et al., 

1994). Este gen a diferencia de A27 y DPK9 posee un L1 largo (17 a.a.). Estas evidencias 

hacen a A27 y a DPK24 fuertes candidatos para llevar a cabo un estudio comparativo en 

cuanto a la relación entre las propiedades de unión de los anticuerpos y la conformación 

del sitio de interacción con el antígeno. 

Despliegue en fagos 

Hace cerca de 15 años la producción de anticuerpos estaba limitada por laboriosos 

esquemas de Inmunización y/o la generación de hibridomas. Las técnicas de ADN 

recombinante y amplificación de genes ha permitido la clonación de genes de anticuerpos 

en bacterias. Esta técnica de inmortalización acompañada de la introducción en 1985 de 

una técnica novedosa conocida como "Phage Display" (Smith GP, 1985), ha permitido a los 

investigadores contar con una metodología que no involucra el complejo trabajo con 

animales o hibridomas. 

El despliegue de fragmentos de anticuerpos en la superficie de fagos filamentosos por 

fusión a una proteína de la cápside del fago (p!II) (McCafferty et al., 1990; Barbas et al., 

1991; Breitling et al., 1991; Garrard et al., 1991; Hoogenboom et al., 1991; Marks et al., 

1991; Griffiths et al., 1994;) y la selección con el antígeno de los fagos que llevan 

anticuerpos específicos, constituye un poderoso método para obtener anticuerpos con 

especificidad de unión predeterminada (Winter et al., 1994). Para la obtención de dichos 

anticuerpos se puede partir de genes variables de inmunoglobulinas (Winter et al., 1991) 

de animales inmunizados contra un antígeno específico, no inmunizados (Marks et al., 
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1991; Hoogenboom and Winter, 1992), genes sintéticos (Soderlind et al., 2000) o sus 

combinaciones (Rojas G et al., 2002). De esta manera se pueden obtener fragmentos de 

anticuerpos de alta (Clackson et al., 1991) o mediana afinidad y con actividad 

neutralizante contra virus (Barbas et al., 1992 a y b; Moulard M et al., 2002), toxinas 

(Gómez et al., 2001 ), entre muchas otras opciones. 

El despliegue de anticuerpos sobre la superficie de un fago y la selección de los mismos 

contra un antígeno determinado, imita las características de selección y diversidad del 

sistema inmune. A través de este método se pueden obtener, utilizando un mismo 

repertorio, fragmentos de anticuerpo con diferentes especificidades de unión (Soderlind et 

al., 2000), incluyendo aquellos anticuerpos difíciles de obtener por inmunización como son 

los autoanticuerpos (Griffiths et al., 1993; Marks et al., 1993; Farilla Letal., 2002). 

La posibilidad que ofrece esta metodología para construir bibliotecas de gran diversidad 

molecular y seleccionar moléculas con propiedades determinadas la han hecho de amplia 

aplicación. Al mismo tiempo, es posible reemplazar la inmunización de animales y el 

desarrollo de hibridomas por un sistema en bacterias las cuales pueden ser capaces de 

sintetizar y expresar cantidades ilimitadas de anticuerpo prácticamente contra cualquier 

antígeno. 

Ciclo de vida del fago M13. 

Los bacteriofagos son virus capaces de infectar una gran variedad de bacterias Gram

negativas utilizando el pilus como receptor. De estos fagos uno de los mejores 

caracterizados hasta el momento es el fago M13 el cual infecta cepas de Escherichia Coli 

(E Co/1). A diferencia de otros fagos, M13 no provoca una infección lítica a E coli. Este 

induce un estado en la célula infectada durante el cual la misma produce y secreta 

partículas de fago sin que ocurra la lisis celular. 

El fago filamentoso M13 tiene aproximadamente 895nm de largo y 9nm de diámetro. 

Contiene un genoma de DNA simple cadena de 6407 bases las cuales codifican para 10 

proteínas diferentes. El DNA está envuelto por una cubierta protéica que contiene 

aproximadamente 2700 copias del producto del gen 8 (pVllI). Un fago viable además 

expresa entre tres y cinco copias del producto del gen 3 (plll) que codifica para una 

proteína de la cápside que se encuentra en la punta del fago. 

La infección se inicia cuando el fago se une al pilus de una E colimacho proceso mediado 

por la proteína 3 del fago (plll). Cuando el fago entra a la célula las proteínas de la 
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cápside son removidas y depositadas en la membrana interna. Al mismo tiempo la 

maquinaria de replicación de la bacteria convierte la cadena sencilla de ADN parental del 

fago en doble cadena (FR). Después de ser replicada, la doble cadena de ADN vuelve a 

convertirse en cadena sencilla la cual se empaqueta en una nueva partícula de fago. El 

péptido señal de las proteínas pIII y pVIII dirigen a las mismas hacia la membrana interna 

de la bacteria. La partícula de fago madura es extruida a través de la membrana interna 

sin que se afecte el crecimiento de la célula. La producción de fagos continua hasta que 

eventualmente la célula muere por la acumulación de componentes tóxicos del fago (plll) 

o productos de desecho de la célula. En la figura 2 se muestra un dibujo esquemático de 

un fago filamentoso expresando un anticuerpo en formato de fragmento variable de 

cadena sencilla (scFV). 

Las proteínas plll y pVIII están directamente involucradas en la clonación y expresión de 

anticuerpos como proteínas de fusión (Hoess RH, 2001; Rodi and Makowski, 1999; 

Vaughan et al, 1998; Griffiths and Duncan, 1998; Zwick et al, 1998; Dall'Acqua and 

Carter, 1998; Raag and Withlow, 1995; Winter et al, 1994). Muchos péptidos cortos y una 

gran variedad de proteínas han sido desplegadas en la región amino terminal de la 

proteína pIII madura. En cambio la proteína pV!ll parece tolerar solamente insertos cortos 

(5-6 a.a.) (Greenwood et al., 1991). Además se ha reportado el uso de la proteína p!X del 

fago para desplegar, eficientemente, anticuerpos procedentes de una biblioteca no inmune 

de humano, acoplados a la región amino terminal (Gao et al, 2002). 

Para poder ser recuperados como fago-anticuerpos, los scfvs son clonados en vectores 

fagémidos. Estos vectores llevan dos orígenes de replicación, uno para fago Ml3 y otro 

para E. colt: Esto permite que los mismos puedan ser crecidos como plásmldos o, 

alternativamente, empacados como fagos recombinantes con la ayuda de un fago 

ayudador ("helper") tal como el M 13/KO?. 

El uso de un vector fagémido permite el despliegue monovalente de los anticuerpos. Esto 

es posible gracias a que existe una competencia entre la plll salvaje ("wild type") y la plll 

fusionada al fragmento de anticuerpo por la incorporación en el fago. Esto hace que por 

cada fago se exprese, solamente, una copia del anticuerpo fusionado. Incluso en la 

mayoría de los casos no se logra expresar ni siquiera una copia de este último. De esta 

manera se pueden obtener de una forma más eficiente anticuerpos de alta afinidad al 

evitar el fenómeno de avidez (O'Connell et al, 2002). 
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Figura 2. Representación esquemática de un fago desplegando un anticuerpo en formato de Sl:'F\I. 

El fago consiste de ADN circular rodeado de proteínas de cubierta. La g8p (pVIII) es la proteína 

principal, mientras que g3p (plll) se localiza en la punta del fago y es la proteína menos 

representada. Los genes que codifican para los scFvs se encuentran fusionados a plII y están 

presentes en el genoma del fago. 

Fragmentos de anticuerpos 

Las moléculas de anticuerpos contienen dominios de protelnas que pueden ser separados 

por digestión con proteasas o producidos por tecnología recomblnante. Dos tipos de 

fragmentos de unión a antígeno denominados como Fab y Fv han sido clonados y 

expresados sobre la superficie de fagos filamentosos. Los Fab consisten de segmentos V"· 

C11l y v,-c, unidos por puentes disulfuro. Existen además los Fv, los cuales están 

compuestos solamente de regiones V" y V,. La versión recombinante de los Fv es conocida 

como scFv (fragmento variable de cadena sencilla). Las dos reglones variables en los scFv 

son unidas por un péptido sintético compuesto de serinas y glicinas repetidas (SGIY•h y 

expresadas como una cadena pollpeptldlca. El péptído unidor permite la asociación de los 

v,, y los V, para formar un sitio de unión a antígeno (revisado en Asan ME et al, 2002). 

Expresión de Anticuerpos por Despliegue en Fagos 

La expresión del anticuerpo unido a la proteína plll está controlada por un promotor 

lnducible tac presente en el vector pSyn 2. Este promotor está regulado por el represor de 

tac (tac Iq). Bajo determinadas condiciones la transcripción del promotor tac por la ARN 

polimerasa de E. col/ está bloqueada por el represor lac y la proteína de fusión pIII no se 

expresa. Como la acumulación de la proteína pIII es tóxica para la célula antes de la 

infección con Ml3/K07 es importante que la expresión de pl!I se encuentre inhibida. La 

Inhibición se logra por adición de glucosa al medio de cultivo. Una vez que las células son 

Infectadas con el fago ayudador se induce la expresión del scFv y la proteína pIII por 

medio de la eliminación de la glucosa y la adición de IPTG. 
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Hipótesis y Objetivos 

HIPÓTESIS 

Existe una correlación entre la geometría de los sitios de unión para el antígeno y el 

tamaño del antígeno reconocido (Vargas-Madraza et al., 1995; Lara-Ochoa et al., 1996). 

Anticuerpos con sitios de unión relativamente pianos tienden a reconocer proteínas; 

mientras que anticuerpos con sitios de unión cóncavos, preferentemente, reconocen 

moléculas pequeñas. 

La utilización del gen variable ligero A27 debe producir repertorios que reconozcan 

diversos antígenos. 

La construcción de un repertorio que contenga al gen variable A27 debe reconocer 

moléculas grandes, mientras que un repertorio que contenga al gen variable A27 

modificado (cambio del L1 por el de el gen DPK24) debe reconocer moléculas pequeñas. 

OBJETIVOS 

Teniendo en cuenta todos los antecedentes que existen sobre el tema, nos hemos 

propuesto como objetivo general de nuestro proyecto, demostrar que existen reglas que 

gobiernan el reconocimiento molecular mediado por anticuerpos y que estas reglas 

permiten diseñar e implementar repertorios de anticuerpos con preferencia para unir 

ciertos tipos de moléculas. Estos repertorios están basados en diseño y son diferentes, 

desde el punto de vista conceptual, a cualquiera de los repertorios hasta la fecha 

conocidos. 

Como objetivos específicos de nuestro trabajo nos hemos propuesto: 

Diseñar y construir dos bibliotecas de anticuerpos desplegados en fagos con 

características de reconocimiento preferenciaies. 

Caracterizar dichas bibliotecas. 

Seleccionar ambas bibliotecas contra un panel de antígenos de Interés biomédico y 

que incluya moléculas de diferente tamaño. 

Seleccionar anticuerpos específicos contra cada uno de los antígenos en cuestión. 

caracterizar los anticuerpos seleccionados atendiendo a su secuencia y especificidad. 
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MATERIALES 

Cepas de E. coli 

Materiales 

Durante el desarrollo de los experimentos fueron empleadas dos cepas de E. co/i. Para 

expresar los fragmentos de anticuerpos como fagos y durante toda la etapa de selección 

se empleó la cepa de E. coli XLlblue. Esta cepa tiene resistencia a tetraciclina lo cual 

permitió su selección. Es F" lo cual permitió la expresión de los scFv como fago

anticuerpos. Además es Rec A lo que es importante para evitar recombinación y con ello la 

introducción de mutaciones en las construcciones durante el proceso de selección. 

Para la producción de anticuerpos solubles se utilizó la cepa de E. co/i TGl. Esta cepa no 

presenta resistencia a ningún antibiótico, es RecA' y expresa buenas cantidades de 

anticuerpos solubles. Ambas cepas son parcialmente supresoras, lo cual le permite leer el 

codón de terminación ámbar como una glutamina. 

Plásmidos 

X4-A27: Vector pCANTAB SB que en su sitio de clonación múltiple posee un scFv formado 

por un gen de la familia V113 de humano (DP47) y el gen VL de humano {A27). Ambos 

genes se encuentran ensamblados a través de un fragmento unidor compuesto de una 

serina (5) y cuatro glicinas (G) repetidas tres veces (SG4)J. Este plásmido fue utilizado 

como molde para amplificar el gen variable ligero A27 y el unidor (construido por Almagro 

y colaboradores). 

X4-A27mod: Este plásmido es una variante del X4-A27 que posee el L1 del gen variable 

ligero DPK24. Este gen posee un L1 largo (13 residuos) en lugar del L1 corto (8 residuos) 

del gen A27. Fue utilizado para amplificar el gen A27mod (construido por Almagro y 

colaboradores). 

PSvnl : Es un vector de expresión derivado del vector pHEN l. Posee un péptido señal que 

permite que el fragmento clonado en el sitio de clonación múltiple pase del citoplasma de 

la célula hacia el espacio periplásmico. Presenta sitios de reconocimiento para las enzimas 

de restricción Sfi I y Not l. No posee proteína pIII y permite expresar los scFv en forma de 

anticuerpo soluble. Tiene resistencia a ampicilina lo cual permite la selección de colonias 

transformadas con el plásmido. Además, a continuación del sitio de clonación, presenta 

una cola de llistidinas (Hr.) que permite que el fragmento de anticuerpo clonado sea 

purificado a través de una columna de niquel. Fue empleado para subclonar los 

fragmentos de anticuerpos específicos contra cada uno de los antígenos. 
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PSvn2 : Es un vector fagémido derivado del vector pHEN l. Este presenta un sitio de 

clonación múltiple seguido de un tag de c-myc que permite el reconocimiento por ELISA 

del fragmento de anticuerpo. A continuación se encuentra un codón de paro ámbar al que 

sigue la proteína de la cápside del fago filamentoso M13 pIII. Esta disposición permite que 

el fragmento de anticuerpo clonado pueda ser expresado como fago-anticuerpo en la 

superficie del fago M13 asociado a la pIII. Al igual que el pSynl posee un gen que le 

confiere resistencia a ampicilina y un péptido señal que permite el paso de la fusión del 

citoplasma al peri plasma celular. Además presenta un origen de replicación para E. coli y 

otro para M13. 

Fago Helper 

Para el rescate de las bibliotecas en forma de fago-anticuerpo se empleó el fago 

filamentoso M13/K07. Este fago posee la capacidad de proveerle a un vector fagémldo las 

proteínas que necesita para empaquetarse en forma de partícula infectiva. Este fago 

contiene todos los genes que codifican para las proteínas de la cápslde pero son 

deficientes en la replicación. 

En todos los experimentos el rescate de las bibliotecas como fago-anticuerpos se llevó a 

cabo con una concentración entre 1012-10 13UFP/L de cultivo celular. 

Medios de cultivo 

YT2X: bactotriptona (16g/L), bactoextracto de levaduras (lOg/L) y NaCI (Sg/L); pH 7.0. 

SB: bactotiptona (32g/L), extracto de levaduras (20g/L) y NaCI (Sg/L); pH 7.5. 

LB: bactotriptona (lOg/L), extracto de levaduras (Sg/L) y NaCI (lOg/L); pH 7.0. 

Selección de los Antígenos 

Para la selección de los antígenos se tuvo en cuenta como primer criterio que fuera un 

panel con características tales que nos permitiera probar nuestra hipótesis de trabajo. El 

segundo factor a tener en cuenta fue la disponibilidad de los mismos. Además se trataron 

de elegir antígenos que tuvieran alguna importancia desde el punto de vista biomédico o 

biotecnológico. 

Teniendo en cuenta estos tres criterios se seleccionaron dos toxinas de alacrán, la 

principal toxina presente en el veneno de la araña viuda negra y espermatozoides 

murinos. 
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A continuación se describen algunas de las características principales de los antígenos 

elegidos. 

Toxinas de alacrán 

En el mundo existen, aproximadamente, 1500 especies diferentes de alacrán (Possanl et 

al.,1999), pero solo las pertenecientes a la familia Buthidae son consideradas peligrosas 

para el hombre (Granier e, et al., 1989). Estas especies pueden ser encontradas en África 

del Norte (Androctonus y Buthus), Libia (Leiurus), México y el sur de los Estados Unidos 

(Centruroides) y Brasil ( Tityus) (Granier C, et al., 1989; Possani et al.,1999). 

El veneno contenido en las glándulas venenosas de los alacranes está constituido por una 

gran variedad de componentes activos biológicamente: enzimas, péptidos, nucléotidos, 

lípidos, mucoproteínas y aminas biogénicas entre otros (Possani et al.,1999). De todos 

estos los más estudiados son los polipéptidos que reconocen canales iónicos y receptores 

en membranas de células excitables (Catterall WA, 1980; Garcia ML et al, 1997; Valdivia 

HH et al, 1992; Gordon D et al, 1998) y los cuales son peligrosos para muchos organismos 

incluyendo el hombre (Miranda F et al, 1970; Zlotkin E et al, 1978; Possani LD, 1984). 

Hasta el momento han sido descritas cuatro familias de toxinas que interactúan con 

canales iónicos: toxinas que se unen a canales de Na' (Catterall WA, 1980; Rochat H et al, 

1979), toxinas que se unen a canales de K. (Carbone E et al, 1982; Possani LD et al, 

1982; Miller et al 1985), toxinas que se unen a canales de CI (Debin JA et al, 1993) y 

toxinas que se unen a canales de ca 2
• (Valdivia H and Possani, 1998). 

Todas las toxinas específicas para canales de Na' poseen entre 60-76 residuos de 

aminoácidos y están estabilizadas por cuatro puentes disulfuro (Possani LD, 1984; Gordon 

D et al, 1998; Rocilat H et al, 1979; Lebreton Fetal, 1994; Becerril B et al, 1995). Entre 

estas se encuentran incluidas las toxinas Cn2 ( Centruro1des noxius) y Clll ( Centruro1des 

limpidus limp1dus), las cuales serán objeto de estudio durante este trabajo por su 

importancia médica en México. 

En México los únicos alacranes que representan un riesgo para los seres humanos son los 

del género Centruroides (Dahesa-Dávila and Possani, 1994). Dentro de este género una 

de las especies más peligrosas es Centruroides limpidus la cual es responsable del mayor 

número de accidentes por envenenamiento en este país (Dehesa-Dávila M, 1989). Sin 

embargo, el más tóxico de todos los alacranes mexicanos es el Centruroides noxius (Dent 
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MAR, et al., 1980), pero es menos importante desde el punto de vista médico porque no 

ca-habita con los seres humanos. Las toxinas de alacrán provenientes de una de las 

subespecies de Centruro1des Limpidus: Centruroides limpidus limpidus representan las más 

peligrosas para humanos en México ya que más del 50% de las picaduras de alacrán en 

este país ocurren por dicha sub-especie. 

Cada año se registran cientos de miles de casos de picadura de alacrán y de estos ocurren 

cientos de muertes (Granier C, et al., 1989). Hasta el momento el único tratamiento 

específico contra envenenamiento por picadura de alacrán es el uso de sueros anti

alacrán. Estos son obtenidos a partir de caballos inmunizados con glándulas de veneno 

maceradas. Las inmunoglobulinas del caballo son digeridas con pepsina y los F(ab'), son 

purificados y usados como antivenenos. Estos productos contienen F(ab'), irrelevantes lo 

cual provoca que se necesite aplicar altas dosis del antiveneno para neutralizar el efecto 

del veneno. Es por ello que seria ventajoso obtener anticuerpos dirigidos específicamente 

contra los epitopes responsables del efecto del veneno para así producir una antiveneno 

más específico y eficiente. 

Cn2 es una de las toxinas que afectan canales de Na+ más potentes presentes en el 

veneno de Centruroides noxius, además de constituir el componente más abundante 

(Zamudio et al, 1992). Se conoce que anticuerpos policlonales generados contra Cn2 son 

capaces de proteger contra el envenenamiento causado por el veneno completo 

(Calderon-Aranda et al, 1993). Se ha reportado además un anticuerpo monoclonal (BCF2) 

capaz de reconocer y neutralizar el efecto toxico de la toxina Cn2 pura (Zamudio et al, 

1992); así corno el veneno soluble (Licea AF et al,1996). 

Toxinas de Viuda Negra 

El veneno de viuda negra contiene varias toxinas protéicas que afectan específicamente 

vertebrados, insectos y crustáceos (Frontali et al.,1976). Entre estas toxinas la única 

proteína tóxica para vertebrados es la n-latrotoxina (LTX) (Frontali et al.,1976). La masa 

molecular de la toxina madura es de aproximadamente, 131 kDa (Frontali et al., 1976; 

Volynski et al., 1999). 

In vivo, las células blanco de la LTX son las neuronas sensoriales y motoras. Como 

consecuencia de la acción de esta toxina sobre sus células blanco ocurre una potente 

descarga de neurotransmisores desde las terminales nerviosas, ya que la LTX estimula la 
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exocitosis de pequeñas vesículas sinápticas que contienen varios neurotran smisores 

(acetilcolina, glutamato, ácido ·1-aminobutírico) (Rosenthal and Meldolesi, 1989; De Potter 

et al, 1997; Barnett et al., 1996; Tse and Tse, 1999). Hasta el momento, han sido 

descritos dos receptores para la L TX: la neurexina y la latrofilina, los cuales no están 

relacionados desde el punto de vista estructural o funcional (Ushkaryov et al., 1992; 

Lelianova et al., 1997). Por otra parte, uno de los principales efectos de la LTX es la 

formación de poros selectivos a cationes en la membrana plasm<itica de sus células blanco 

(Rosentl1al and Meldolesi, 1989). 

Se conoce además que la L TX es un dímero estable que puede formar tetrámeros (Orlova 

et al., 2000). Cada monómero posee tres dominios diferentes unidos consecutivamente. 

Existen datos preliminares, obtenidos en el Instituto de Biotecnología, que sugieren que 

anticuerpos policlonales generados contra la región amino de la u-latrotoxina (residuos del 

1-450, aproximadamente), neutralizan lil acción tóxica de la toxina completa (solicitud de 

patente No. PCT /MX00/00048). Con base en estos antecedentes, en nuestro trabajo, fue 

utilizada esta región para seleccionur anticuerpos llumanos a partir de cada una de las 

bibliotecas. 

Características generales de la Reacción Acrosomal. 

Uno de los eventos indispensables para que ocurra la fecundación es la reacción 

acrosomal (RA). El acrosoma es una vesicula secretoria derivada del aparato de Golgi, la 

cual se encuentra ubicada en lu parte anterior de la cabeza del espermatozoide. Esta 

contiene las enzimas necesarias para que ocurra la penetración del espermatozoide a 

través de la capa externa del óvulo (Knobil et al, 1994). 

La RA es un evento de exocitosis que consiste en la fusión de la membrana acrosomal y la 

celular en múltiples sitios de la cabeza del espermatozoide, seguido de lo cual ocurre la 

liberación de las enzimas líticas presentes en el acrosoma. 

Además, durante la RA el espermatozoide expone nuevos elementos membranales que se 

requieren para la penetración de la capa externa del óvulo y la fusión de ambos gametos 

(revisado en López González [tesis doctoral, 2002)). 
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Oligonucléotidos 

Los oligonucléotidos utilizados se listan en la Tabla l. 

Tabla 1 

Gen amplificado 

Regiones VHª 

Regiones JHª 

Unidorª 

A27/A27mod 

Scfv 

Sfi l/Not I" 

scfv/p5yn2 

Secuencia del oligonucléolido empicado 

HuVH laBllCK 5'-CllG GTG CllG CTG GTG CllG TCT GG-3' 

HuVH2aBACK S'-CAG GTC AAC ITA AGG GAG Ter GG-3' 

HuVH3aBACK 5'-GAG GTG CAG crG GTG GAG TCT GG-3' 

HuVH4a81\CK 5'-CllG GTG CllG CTG CllG Gl\G TCG GG-3' 

HuVHSaBACK s· GAG GIG CAG CTG l IG CAG rcTGC-3' 

HuVH6aBACK S'-CAG GTA CAG CTG CAG CAG lCA GG 3' 

HuJH1-2fOR S' 1GA GGA GAC GGI GAC CAG GGI GCC 3' 

HuJH3 1 OR ,,. ¡ GA AGA GAC GG-1 GAC CA r 1 GT CCC-3' 

HuJH+5FOR 5'-TGll GGA GAC GGT GAC CllG GGT TCC-3' 

HuJH6 fOR ;· TGA GGA GAC GG 1 GAC CG 1 GG r CCC-3' 

RHuJH 1-2 5· GCA ccc ¡ GG 1 CI\ CCG re 1 CCI CAG GI G G-3' 

RHuJH3 5'GGACAA IGG ICACCG ICT Cll CAGGIGG-3' 

Rllulll+5 5'-GllA CCC TGG TCI\ CCG TCT CCT CAG GTG G-3' 

RHuJH6 5' GGA CCA CGG ICA CCG ICI ccr CAG GIG G-3' 

RHuVk3aBllCKFv 5'-GGll Gl\C TGC GTC 111\C ACll l\TT TCC GllT CCG CC-3' 

HuVk3a81\CK 5'-GllA l\TT GTG TTG l\CG CllG TCT CC-3" 

1127-18 5'-Hl GAi l IC CAC Cl 1 GGI CCC l IG GCC GAA CGI 3' 

1127-12 .,. AGG ¡-¡ 1 CIG CIG GTA CCA GGC IAA Gil\ Gl 1 en AH en· GGA 

GCT GTA Tl\I\ 1\1\C l\CT CTL; GCT GGA CCT GCA GGI\ Gl\G GGT GGC TT 

HuVH laBllCKSfi 5'-GTC CTC GCI\ llC:T GCG GCC CAG C:C:G GCC l\TG GCC CAG GTG CAG 
CTG GTG CAG TCT GG-3' 

HuVH2aBACKSfi s· G 1 e CIC GCA ACI GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTC AAC 
TTA AGG GAG ICI GG T 

HuVH3aBACKSfi 5' G re CTC GCA ACI GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTG CAG 
CTG GTG GAG TCT GG-3' 

lluVH4aBllCK5f1 5'-GTC CTC GCI\ l\CT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTG CAG 
CTG CAG GAG ICG GG 3' 

HuVH5aBACKSfi 5' GIC CIC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTG CAG 
crG nG CAG fCI GC-3' 

HuVH6aBl\CKSfi 5'-GTC CTC GCA llCT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTA CAG 
CTG Cl\G CllG TCI\ GG-3' 

HuJklaBACKNot 5'-GAG TCA ne TCG ACT TGC GGC CGC ACG TTT GATTTC CAC CTT 
GGT CCC-3' 

Lmb 3 '>'-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3' 
pCANTl\85-56 5'-GTA AAT GAA TTT TCT GTA TGA GG-3' 

a) Marks et al., 1991 
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Obtención de los ARNs. 

Metodología 

El ARN se aisló mediante el método descrito por Chomczyskl (Chomczyski P and Sacchi N., 

1987). Las células provenientes de sangre periférica de S individuos sanos fueron 

resuspendidas en solución desnaturalizante (solución D}, la cual contiene 4M tiocianato de 

guanidino, 5M citrato de sodio pH 7.0, 0.5% sarcosil y !OOmM 2-mercaptoetanol, y se 

pasaron por una jeringa con aguja 23G. Luego se efectuó la extracción y purificación con 

fenol-cloroformo. La fase acuosa se sometió a dos precipitaciones sucesivas con isopropanol 

a -20ºC por una hora. El ARN precipitado fue lavado con etanol al 75% y resuspendido en 

agua con dietil-pirocarbonato (DEPC). La concentración de ARN total se determinó por 

absorbancia a 260mn considerando que 1 unidad de absorbancia corresponde a 40 pg/mL. 

Transcripción Reversa. 

Los ARN obtenidos fueron utilizados para la síntesis de ADN complementarios (ADNc) por 

transcripción reversa. Para la obtención de los ADNc se utilizó un juego de reactivos para 

transcripción reversa de BOEHRINGER MANNHEIM (!" Strand cDNA 5ynthesis Kit far RT-PCR 

AMV). Se preparó una mezcla de 20pl por reacción que contenía 5mM de MgCl 2, lX de 

solución amortiguadora (100 mM de Tris, 500mM de KCI; pH 8.3), lmM de una mezcla de 

dNTPs, 50U de inhibidor de ARNasa, 20U de la enzima Reverso Transcriptasa (AMV) y 3.2pg 

de oligonucléotidos hexámeros al azar (N6). La síntesis del ADNc se llevó a cabo en un 

termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems) y las condiciones de 

reacción fueron las siguientes: lümin. a 25ºC. para el alineamiento de los hexámeros a los 

moldes de ARN; 45min. a 42°C, para la síntesis del ADNc y 5min. a ggºc para inactivar la 

reverso transcriptasa. El producto obtenido fue utilizado para realizar la síntesis de la 

segunda hebra de ADN como se explica en la siguiente sección. 

Amplificación por PCR 

Obtención de los genes variables. 

La amplificación de los genes variables y el unidor se llevó a cabo por reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). Para realizar la reacción de PCR se preparó una 

mezcla de 20pL por reacción que contenía lX de solución amortiguadora para Vent ADN 

polimerasa (lümM de KCI, lümM (NH4),SO . ., 20mM de Tris-HCI pH 8.8, 2mM de Mg504, 

0.1 % de Triton X-100), 2.5mM de una mezcla de nucléotidos trifosfatos (dNTP ) y O.BU de 

enzima Vent ADN polimerasa (NEB) la cual es una polimerasa de alta fidelidad. A la mezcla se 
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le añadieron lOpmol/reacción de oligonucléotidos específicos para la amplificación de cada 

gen. En la tabla 1 se describen las secuencias de los oligonucléotidos y el gen amplificado en 

cada caso. Las condiciones de la reacción en el caso de la amplificación de los genes 

variables pesados fueron las siguientes: 4min. a 94ºC; 25 ciclos de lmin. a 94°C, lmin. a 

57ºC y lmin. a 72°C; lOmin. a nºc. 

Para la amplificación de los genes variables ligeros A27 y A27mod se tomaron como 

templado los plásmidos X4-A27 y X4-A27mod respectivamente. Las condiciones de reacción 

fueron las siguientes: 4min. a 94ºC; 25 ciclos de lmin. a 94°C, lmin. a 56ºC y lmin. a 72ºC; 

lOmin. a 72°C. 

Además se sintetizó un unidor compuesto de una serina (5) y cuatro glicinas (G) y repetidas 

tres veces (SG.,),. En este caso se utilizó como templado el plásmido X4-A27 y las condiciones 

de reacción fueron las siguientes: 4min. a 94ºC; 25 ciclos de lmin. a 94°C, lmin. a 50ºC y 

lmin. a nºc; lOmin. a 72°C. 

En todos los experimentos se incluyó un control negativo que contenía todos los reactivos 

excepto el ADN molde. Los productos de PCR obtenidos fueron analizados en un gel de 

agarosa 2% para verificar su tamaño y concentración. 

Obtención de los scFvs 

Los fragmentos variables de cadena sencilla (scFvs) fueron obtenidos por PCR sobrelapado a 

partir de los genes variables y el unidor. Para la reacción de PCR se preparó una mezcla de 

ADN que contenía: 175ng de los genes V"s, 150ng de los genes V, y 60ng del unidor. A la 

mezcla de ADN se adicionó lX de solución tamponada para PCR con Vent ADN polimerasa, 

2.5mM de dNTP y O.BU de Vent ADN polimerasa. El volumen de la mezcla final fue de 25µL. 

Las condiciones de reacción fueron las siguientes: B ciclos de lmin. a 94°C, lmin. a 64ºC y 

lmin. a 72°C; 25 ciclos de lmin. a 94°C, lmin. a 55°C y lmin. a nºc y 1 ciclo de lOmin. a 

72ºC. Los oligonucléotidos fueron añadidos después de los B primeros ciclos y sus secuencias 

son listadas en la tabla l. 

Introducción de sitios para enzimas de restricción. 

Con el objetivo de introducir sitios para las enzimas de restricción Sfi I y Not I, los scFv 

fueron sometidos a una reacción de PCR. Para realizar la reacción de PCR se preparó una 

mezcla de 25µL que contenía: lX de solución amortiguadora para PCR, 2.SmM de dNTPs, 

O.BU de Vent ADN polimerasa y lOpmol de cada uno de los oligonucléotios conteniendo sitios 
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para las enzimas de restricción Sfi I y Not I (ver secuencias en la tabla 1). Las condiciones de 

reacción fueron las siguientes: 25 ciclos de lmin. a 94°C, lmin. a ssºc y lmin. a 72°C y 1 

ciclo de 10min. a 72°C. Los productos de PCR obtenidos fueron analizados en un gel de 

agarosa 1.6% para comprobar su tamaño y concentración. 

Los productos de PCR en cada caso fueron purificados por medio de un juego para 

purificación de la compañía Qiagen (Q!Aquick Gel Extraction Kit, No. Cat. 28706). 

En la Figura 6 se muestra un esquema representativo de la construcción de los scFv en cada 

caso. 

Digestión de los scFvs 

Los scFv fueron digeridos con las enzimas de restricción Sfi I y Not J para su posterior 

clonación en el vector fagémido p5yn2 el cual fue digerido, previamente, con las mismas 

enzimas. 

Para la reacción de digestión con la enzima Not I se preparó una mezcla de 200µL que 

contenía: lX de solución amortiguadora para la enzima Not 1 (NEB buffer 3: 100mM de NaCI, 

SOmM de Tris-HCI ph 7.9, lOmM de MgCl2 y lmM de DTT), lOU de enzima Not 1 (NEB), lX 

de BSA y el ADN correspondiente. La digestión se llevó a cabo por 4h. a 37°C. El producto 

digerido con la enzima fue purificado (Q!Aquick Gel Extraction Kit, No. Cat. 28706) y digerido 

con la enzima Sfi 1 (NEB). Para la digestión con la enzima Sfi I se preparó una mezcla de 

200pL que contenía: !X de solución amortiguadora para enzima Sfi J (NEB buffer 2: lOOmM 

de NaCI, SOmM de Tris-HCI ph 7.9, lOmM de MgCl2 y lmM de DTT), lOU de enzima Sfi 1 

(NEB), lX de BSA y el ADN correspondiente. La digestión se llevó a cabo por 4h a soºc. El 

producto digerido con ambas enzimas se purificó (Q!Aquick Gel Extraction Kit, No. cat. 

28706). El producto purificado se separó en un gel de agarosa 1.6% para verificar su 

concentración y calidad. Las condiciones para la digestión del vector fueron similares. En la 

Figura 7 se muestra un esquema representativo de la obtención de fago-anticuerpos el cual 

incluye el paso de digestión. 

Clonación de los scfv en pSyn2. 

Los scFv digeridos fueron clonados en el vector p5yn2 (Figura 7). Para la reacción de ligación 

se preparó una mezcla de lmL que contenía: lX de solución amortiguadora (SOmM de Tris

HCI pH 7.5, lOmM de MgCl2, lOmM de DTT, lmM de ATP y 25µg/mL de BSA) y lOOU de 

enzima ligasa (NEB). A la mezcla se añadió ADN del vector y los scFv en una relación molar 
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de 1:3 (250ng de vector/150ng de cada scFv). La mezcla se incubó por 4h a TA. El producto 

ligado fue purificado (QIAquick Gel Extraction Kit, No. Cat. 28706) y utilizado para los 

experimentos de transformación. 

Transformación de las bibliotecas. 

Las construcciones fueron transformadas por electroporación en la cepa de E. coliXL-lblue 

(Figura 7). Se realizaron un total de 10 electroporaciones en cubetas para electroporar de 0.1 

mm de separación entre las placas (Biorad). En cada electroporación se mezclaron 50µL de 

células mas lOpL de ADN. La eficiencia de transformación, así como, el tamaño de las 

bibliotecas se determinó por titulación (número total de colonias independientes). 

Obtención del Fago Helper (M13/K07). 

Para la preparación del fago helper se utilizaron células XLlBlue. En un primer paso las 

células fueron crecidas en medio SS (triptona, extracto de levadura y NaCI pH 7.5) e 

infectadas con fago helper Ml3/K07 comercial (Pharmacia Biotech). Después de la 

infección el cultivo fue crecido toda la noche. A continuación se precipitaron las células por 

centrifugación y el sobrenadante conteniendo los fagos fue sometido a dos precipitaciones 

con PEG/NaCI (20%/2.SM). Los fagos precipitados fueron resuspendidos en TBSlX 

(150mM de NaCI y SOmM de Tris pH) y calentados a 70°C para eliminar los restos de 

células. Los fagos fueron almacenJdos en 15% de glicerol a -20ºC. 

Una vez purificado el fago helper Ml3/K07 fue titulado por infección de un cultivo celular 

(XLlBlue) saturado. El título obtenido fue de lxl0 11 UFP/mL. 

Rescate de las bibliotecas como fago-anticuerpos 

El fago M 13/K07 fue utilizado para la infección de un cultivo celular de XLl Blue previamente 

transformado con cada una de las bibliotecas. Se empleó una relación final de 1013 UFC de 

Ml3/K07/mL de cultivo (D.0.,,0onm 0.7-0.9). Los fagos fueron sometidos a dos precipitaciones 

con 20%/2.SM de PEG/NaCI. Los fagos precipitados fueron utilizados para las rondas de 

selección. El protocolo se repitió para cada una de las rondas de selección (4). 

Caracterización de las bibliotecas por "fingerprinting" y secuenciación. 

La calidad de los repertorios se determinó por "fingerprinting" y secuenciaclón de un 

conjunto de clonas seleccionadas al azar. Los oligonucléotidos utilizados para secuenciar se 

describen en la tabla l. Para el ensayo de "fingerprlnting" se amplificaron por PCR los scFvs 

de clonas seleccionadas al azar de cada una de las bibliotecas originales y de las clonas 
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positivas después de la cuarta ronda de selección. Los fragmentos obtenidos fueron digeridos 

con la enzima de restricción de corte frecuente BstN I. De esta manera se puede obtener un 

patrón de corte de ADN para cada una de las secuencias diferentes y tener Idea de la 

diversidad de cada una de las bibliotecas. 

De cada una de las bibliotecas se seleccionaron 30 clonas para llevar a cabo un análisis de 

las mismas por secuenciación. 

Selección. 

Los fago-anticuerpos correspondientes a cada una de las bibliotecas fueron utilizados para 

realizar rondas de tamizado contra diferentes antígenos de interés biomédico. Se 

emplearon 4 ligandos diferentes, dos de ellos son toxinas de alacrán y el tercero es una 

toxina de viuda negra. Además se utilizaron espermatozoides murinos. En todos los casos 

se efectuaron cuatro rondas de selección con el objetivo de encontrar dentro de nuestras 

bibliotecas anticuerpos específicos contra los diferentes antígenos. 

Entre las toxinas de alacrán utilizadas se encuentran la Cn2 de Centruroides noxius y la 

toxina de Centrur01des limp1d11s limpidus Clll. Esta última constituye la especie más 

peligrosa de México ya que aun cuando no es la más tóxica co-habita con los seres 

humanos. 

Además se utilizó la región amino (primeros 450 a.a.) de la toxina de viuda negra cx

latrotoxina (L TX). Se utilizó solo esta región porque se ha reportado que anticuerpos 

contra esta región son capaces de neutralizar, al menos parcialmente, la acción tóxica del 

veneno completo (solicitud de patente No. PCT/MX00/00048). 

Para el caso de las toxinas, la selección se realizó como sigue. En inmunotubos de 4 mL se 

incubaron las toxinas a temperatura ambiente (TA) toda la noche en una solución 

amortiguadora de SOmM de bicarbonato de sodio pH 9.6. Al día siguiente los tubos fueron 

incubados por 211 con leche descremada 2% en PBS 1X (MPBS 2%) para bloquear los 

espacios no cubiertos por las toxinas. A continuación se realizó una incubación de lh a 

37°C con 10 11 partículas de fago conteniendo los fragmentos de anticuerpos desplegados 

en su superficie (fago-anticuerpos). Los fago-anticuerpos unidos al antígeno fueron eluidos 

con 100mM de Trietilamina (TEA) y utilizados para rondas sucesivas de selección (4). En 

cada ronda la concentración de antígeno fue disminuida a la mitad para así seleccionar 

aquellos fago-anticuerpos con mayor afinidad por cada uno de los antígenos {Tabla 3). 
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Para el caso de los espermatozoides murinos seguimos un esquema de selección 

diferente. El objetivo, en este caso, era seleccionar anticuerpos que reconocieran 

moléculas que se expresan después de la capacitación de los espermatozoides. La 

selección se realizó como sigue: los espermatozoides fueron extraídos del epidimo de 

ratones BALB/c y antes de su capacitación fueron incubados por 1 h con 10 12-10 13 fago

anticuerpos procedentes de cada una de las bibliotecas. Los fago-anticuerpos unidos a 

espermatozoides no capacitados fueron eliminados por centrifugación a 4 000 rpm por 

lOmin .. Los fago-anticuerpos libres en el sobrenadante se utilizaron para una segunda 

incubación durante lh a TA en presencia de espermatozoides murinos capacitados. Los 

fago-anticuerpos unidos a los espermatozoides capacitados fueron eluídos con lOOmM de 

TEA y utilizados para rondas sucesivas de selección ( 4 ). El número de células utilizadas 

para cada ronda de selección en el caso de los espermatozoides estuvo entre 106-108
• Los 

resultados de la selección contra los espermatozoides son mostrados en la tabla 4. 

En todos los casos, al final de cada ronda de selección los fagos recuperados fueron 

titulados por infección de un cultivo de células XLlBlue crecidas en su fase exponencial. 

Estudio por ELISA de los anticuerpos seleccionados en cada ronda. 

Con el objetivo de analizar el comportamiento de la específicidad, los anticuerpos 

policlonales obtenidos después de cada ronda de selección fueron analizados por su 

capacidad de unión al antígeno contra el cual fueron seleccionados. 

Para seleccionar anticuerpos monoclonales con específicidad contra cada uno de los 

antígenos, se ensayaron los anticuerpos producidos por clonas independientes 

provenientes de la cuarta ronda de selección. 

En ambos casos los anticuerpos fueron ensayados como fago-anticuerpos y como 

anticuerpos solubles. Los ensayos de ELISA fueron llevados a cabo como se explica a 

continuación. 

ELISAs po/iclona/es. 

Los ELISAs policlonales se llevaron a cabo como anticuerpos solubles y fago-anticuerpos. 

En ambos casos placas de ELISA (Nunc) de 96 pozos fueron cubiertas con S¡1g/mL de 

antígeno en SOmM de bicarbonato de sodio pH 9.6 e incubadas toda la noche a 4°C. Al día 

siguiente las placas fueron lavadas y bloqueadas con 0.5% de gelatina (BIORAD) en PBS 

lX + 0.2% de tween 20 durante 2h a 37°C. A las placas bloqueadas se les añadieron 1010 
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fago-anticuerpos precipitados con PEG/NaCI (20%/2.SM) o sobrenadante de cultivo 

conteniendo anticuerpos solubles. Las placas fueron incubadas por lh a 37°C en ambos 

casos. Las placas conteniendo fago-anticuerpos fueron incubadas entonces con anticuerpo 

anti-M13 conjugado con la enzima peroxidasa (anti-M13-HRP). Las placas con anticuerpos 

solubles fueron incubadas con el anticuerpo de ratón anti-c-myc, seguido de un anticuerpo 

anti-ratón conjugado a peroxidasa (anti-mouse-HRP). En ambos casos se utilizó como 

sustrato para la enzima el peróxido de hidrógeno (H,01 ) y como aceptar de electrones la 

ortofenilendiamina (OPD). La reacción fue detenida con HCI 6N y las placas leídas en 

lector para placas de ELISA a una longitud de onda de 492nm. 

Para la obtención de los anticuerpos solubles un cultivo celular de Xll Blue fue infectado 

con fago-anticuerpos provenientes de cada una de las rondas de selección. Las placas 

crecidas después de la infección fueron incubadas en medio de cultivo YT2X en presencia 

de antibióticos (ampicilina 200 ~1g/mL y tetraciclina 10 µg/mL) y glucosa (2%) hasta 

alcanzar una D.0. 6oonm de 0.9. Los cultivos fueron inducidos entonces toda la noche con 

IPTG lmM. Los sobrenadantes obtenidos después de la centrifugación (conteniendo 

anticuerpos solubles) fueron utilizados para el ELJSA. Los resultados de los ELISAs 

policlonales se muestran en la Figura 10. 

ELISAs monoclonales. 

Los ELISAs monoclonales fueron realizados con las mismas condiciones que los 

policlonales pero tomando clonas independientes. Estas fueron crecidas en placas de 

cultivo de 96 pozos (Nunc) e infectadas con fago helper Ml3/K07 para producir partículas 

de fago-anticuerpos o inducidas con IPTG lM para producir anticuerpos solubles. 

En las figuras 11,12 y 13 se muestran los resultados de los ELISAS monoclonales. 

ELISAs de reactividad cruzada. 

Las clonas positivas fueron sometidas a un ELISA contra diferentes antígenos para 

determinar su especificidad. Para el ensayo fueron empleados los siguientes antígenos: 

gelatina, leche descremada, albúmina de suero bovino (BSA), tripsinógeno, Clll, Cll2, Cn2 

y a-NH2-latrotoxina. Todos los antígenos fueron empleados a una concentración de 

Spg/mL y los ELISAS fueron realizados como se explica anteriormente. Los resultados se 

muestran en la Figura 12. 
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Estudio del efecto de los fago-anticuerpos sobre la reacción acrosomal. 

Para determinar el efecto de los scFv seleccionados contra espermatozoides murinos 

capacitados sobre la reacción acrosomal, fago-anticuerpos policlonales procedentes de 1'ª 

y 41ª ronda de selección contra espermatozoides fueron adicionados al medio de 

capacitación conteniendo espermatozoides. Después de 30minutos los espermatozoides 

fueron fijados para el conteo de aquellos que sufrieron reacción acrosomal. Los resultados 

se muestran en la tabla 4. 

'
---------,, ' ..... 
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RESULTADOS 

Según los objetivos, el trabajo se dividió en cuatro etapas: 

1. Diseño y construcción de las bibliotecas. 

El diseño de las bibliotecas se llevó a cabo teniendo en cuenta nuestra hipótesis de trabajo. 

Se construyeron dos bibliotecas en formato de fragmento variable de cadena sencilla (scFv). 

Ambas bibliotecas poseen una mezcla de los genes que codifican para las cadenas variables 

pesadas de humano. Una de ellas posee la cadena ligera kappa A27 y la otra posee una 

variante de A27 donde se sustituye el L1 por el del gen variable ligero kappa DPK24. Las 

bibliotecas fueron posteriormente clonadas en un vector fagémido y expresadas en la 

superficie del fago M 13/K07 asociadas a la proteína pIII como proteína de fusión. En las 

figuras 6 y 7 se muestran dos esquemas que resumen las estrategias generales utilizadas 

para la construcción de las bibliotecas y para el despliegue en fago de las mismas, 

respectivamente. 

2. Caracterización de las bibliotecas por "fingerprinting" y secuenciación. 

La diversidad de las bibliotecas originales y de las clonas seleccionadas después de la cuarta 

ronda de selección fue analizada por "fingerprinting". Para este fin se amplificaron por PCR 

los scFv de clonas seleccionadas al azar de cada una de las bibliotecas originales y de las 

clonas positivas después de la cuarta ronda de selección. Los fragmentos obtenidos fueron 

digeridos con la enzima de restricción de corte frecuente BstN l. De esta manera se puede 

obtener una huella de ADN para cada una de las secuencias diferentes y tener idea de la 

diversidad de cada una de las bibliotecas. Además se puede determinar de las clonas 

positivas cuales son diferentes. 

De cada una de las bibliotecas originales se seleccionaron 30 clonas para llevar a cabo un 

análisis de las mismas por secuenciación. Las clonas que dieron positivas por ELISA fueron 

analizadas por "fingerprinting" y secuenciación. 

3. Selección de anticuerpos contra antígenos variados. 

Los fago-anticuerpos obtenidos en cada caso fueron sometidos a varias rondas de 

selección con 4 antígenos diferentes. La selección de los antígenos se realizó teniendo en 

cuenta que fuesen de interés biomédico y estuviesen disponibles. La selección se llevó a 

cabo en inmunotubos con cada uno de los antígenos adheridos a su superficie. En todos 

los casos partimos de una concentración de antígeno de l00¡1g y la misma fue reducida en 

cada ronda de selección a la mitad para así obtener, cada vez, anticuerpos con mayor 

afinidad. 
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4. Caracterización de los anticuerpos. 

De las clonas obtenidas después de la cuarta ronda de selección se escogieron algunas 

clonas al azar para producir anticuerpos solubles y fago-anticuerpo los cuales fueron 

evaluados por ELISA para determinar su capacidad de reconocimiento. Los anticuerpos 

positivos en cada caso fueron utilizados para realizar un ensayo de reactivldad cruzada y 

así determinar su especificidad. 

Obtención de los ARNs. 

El ARN fue obtenido a partir de células de sangre periférica de cinco individuos sanos 

como se explica en la sección de Metodología. En cada caso los productos obtenidos 

fueron separados en un gel de agarosa 0.6% para verificar la integridad del ARN. En la 

Figura 3 se muestra el resultado de un gel representativo. En el primer carril se puede ver 

el marcador de peso molecular. En el carril 2 se muestra un ARN sintético utilizado como 

control positivo. En el carril 3 se muestra un resultado típico de los ARN obtenidos por el 

método de aislamiento descrito en la sección de metodología. 
2 3 

91!!!9 

= -~- 1·· - -= ...... 
...... 

Figura 3. Aislamiento y purificacidn de los ARNs. En la figura se muestra el producto obtenido 

después de la purificación de los ARNs. l. marcador lkb plus (para ADN), 2. ARN sintético control y 

3. ARN de trabajo. Se utilizó un marcador de ADN para tener una idea de cómo migra el ARN. El 

ARN debe migrar a 1600 pb pero migra ligeramente más abajo. Esto es esperado ya que es simple 

cadena. 

Amplificación de los segmentos variables. 

Los genes variable pesados fueron amplificados por RT-PCR a partir del ARN. La 

transcripción reversa de los ARNs se llevó a cabo como se explica en la sección de 

Metodología. Los genes variables ligeros A27 y A27mod fueron obtenidos por PCR a partir 

de los piásmidos X4-A27 y X4-A27mod como se explica en la sección de Metodología. El 

péptido unidor fue obtenido por PCR a partir del plásmido X4-A27 como se explica en la 

sección de Metodología. En cada caso los productos amplificados y purificados fueron 

separados en un gel de agarosa 2% para comprobar su talla y calidad. En la Figura 4 se 

31 



Resultados 

muestra el resultado del gel. En el carril 1 se encuentra el marcador 100 pb (NEB). En el 

carril 2 se puede observar el producto de la mezcla de genes VH. En el carril 3 se observa 

el péptido unidor. En el carril 4 y 5 se puede observar los genes VL A27 y A27mod 

respectivamente. Todos los productos obtenidos poseen el tamaño esperado. Entre los 

genes A27 y A27mod se observa la diferencia esperada en cuanto al tamaño, teniendo en 

cuenta que el gen A27mod es 15 pb más grande que el gen A27. 

400 pb 
300 pb 

100 pb 

1 2 3 4 5 

Figura 4. Amplificación de los genes variables por PCR. En la figura se muestran los productos de 

los genes variables y del péptido unidor. Se puede apreciar el tamaño de cada gen la cual 

concuerda con la esperada. l. Marcador de peso molecular (100 pb), 2. Mezcla de genes VH, 3. 

Péptido unidor, 4. Gen V, A27 y 5. Gen V, A27mod. 

Ensamble de los scfvs 

Una vez amplificados los genes variables fueron ensamblados por PCR sobrelapado para 

obtener dos mezclas de fragmentos variables de cadena sencilla (scFv). Uno de ellas va a 

tener el gen ligero A27 mientras la otra va a tener el A27mod. En ambos casos el gen ligero 

se puede combinar con cualquiera de los genes VH contenidos en la mezcla. De esta manera 

se obtuvieron dos bibliotecas. En cada una de ellas el péptldo unidor (5Gly4) 3 se encuentra 

separando los genes V" de los VL. 

Una vez ensamblados los scFv fueron utilizados como templado para un PCR donde se 

introdujeron los sitios para las enzimas de restricción Sfi I y Not l. Los protocolos utilizados se 

describen en la sección de Metodología. 

En la Figura 5 se muestran los scFv ensamblados y con sitios para enzimas de restricción Sfi I 

y Not l. La talla de los productos corresponde con la esperada. En el carril 1 se muestra el 

marcador de peso molecular 100 pb (NEB). En el carril 2 se muestra la mezcla de scFv que 

contiene el gen ligero A27 (VwA27) y en el carril 3 el correspondiente al A27mod (VH

A27mod). 
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El proceso completo de obtención de Jos scFv con sitios para enzimas de restrlcx:ián se 

esquematiza en Ja figura 6. Se señalan cada uno de los pasos seguidos cuyos protocolos se 

detallan en la sección de Metodología. 

2 3 

F111ura S. Ensamble de los scFv. En la figura se muestran los productos de ensamble 0JH-A27 y V"

A27mod). Se puede apreciar tamaño de cada scFv el cual concuerda con la esperada. 1. Marcador 

de peso molecular (100 pb), 2. VwA27 y 3. V"-A27mod. 

~ulu de Sangre perirérica de Individuos aanDS 

Als/.JmlentrJ de ARN l 
~ 

Moléculas de ARN 

Reverso Transcripción l ee 
Moléculas de AONc 

Ampl/fbddn por PCR l 
l Amplllla3dón por PCR l 

- -~ -GenA27mod 
+ 

ADN~das u;c¡or 
1 

EnSdmb/eporPCR l + = 
========= ========= v,.-A27 V>('A27mod 

S01 \_====l====d-~'\_====l==="'=""'' 
V,·A27dtgerldo v,·A27mod digerido 

Figura 6. Construa:ión de los scFv. En el esquema se representa el proceso de obtención de los 

scFv para la construcción de las bibliotecas. 

Digestión, Clonación y Transfonnaclón. 

Los scFv fueron digeridos con las enzimas de restricción Not I y Sfi I para su posterior 
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clonaclón en el vector fagémldo p5yn2 el cual fue digerido previamente con las mismas 

enzimas. En la Figura 7 se muestra un resumen de la estrategia empleada la cual se detalla 

en la sección de Metodología. La figura muestra algunos de los componentes principales del 

vector. 

cada una de las construcciones fue utilizada para transfonmar células electrocompetentes XL· 

1Blue las cuales presentaron una eficiencia de transfonmación de 1.0x109 UFP/lOng de 

pUC18. El tamaño de las bibliotecas fue detenmlnado por titulación en placas de cultivo 

conteniendo YT2X + amplcilina 200µg/ml + Tetraciclina 12.Sµg/ml + Glucosa 2%. En el 

caso de la biblioteca VH·A27mod se obtuvieron 6x107 UFC y en el caso de la biblioteca Vtt· 

A27 se obtuvieron 1.0x101 UFC. En ambos casos se utilizó una preparación de vector que 

posee menos de lo/o de vector simple digerido. 

Slll\..======="º" 5111\_ Notl ===== V;·A27dlger1do + V..-A27mod digerido 

pi::(::~~ pSyN:'.I Gen III 
5.2Kb

2 J 
Amp J 

/' OrfMlJ 

/.igd/ Vector digerido ~d/OOSft 
1 pe(•---"""' .... 

ptoc:Z~"·A27mod Gen DI 
pSyN2 

Amp 5.2Kb j 
/ OrlMU 

rransfomMdón ¡ Resrare .;· 

c;-:¡--~E:::1::-s==t=E·-
9'1p(pvttn 9)f>(prtf) .~. 

Figura 7. Construcción de las bibliotecas. En la figura se muestra una representación de los pasos 

desde la clonación hasta la expresión de los scFv como fago-anticuerpos. 

Determinación de la variabilidad por n fingerprintingn y secuendación. 

Una vez que las construcciones fueron transformadas en Xll Blue se seleccionaron 50 clonas 
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al azar para llevar a cabo un análisis de la variabilidad. Para esto se amplificaron los scFv de 

SO clonas de cada biblioteca elegidas al azar por PCR. 

En el caso de la biblioteca VH-A27 48/50 clonas presentaron un inserto de la talla correcta. 

Las dos clonas restantes dieron un fragmento con una talla correspondiente al inserto original 

del vector (4%) {Tabla 2). De los 48 scFv de talla correcta se seleccionaron 30 para realizar 

un análisis de digestión con la enzima de restricción BstN I. De las 30 clonas analizadas se 

obtuvieron 17 patrones de digestión diferentes. Hay un patrón de digestión que se repite 7 

veces (23%), un segundo patrón que se repite 3 veces (10%), un tercer patrón que se repite 

4 veces (13%) y un cuarto patrón que se repite 3 veces {10%). El análisis por secuencia de 

las 30 clonas confirmó la presencia de 21 scFvs diferentes. Se determinó que solo 5 de las 

clonas con el patrón reiterativo eran idénticas (16%) y que pertenecen a la familia VHl; 

mientras que las otras dos son diferentes. Del patrón que se repite 4 veces, solo dos clonas 

son iguales. Las otras dos también son diferentes. 

En el caso de la biblioteca V.,-A27mod 49/50 clonas presentaron un inserto de la talla 

correcta. La clona restante posee un fragmento con una talla correspondiente al inserto 

original del vector (2%) {Tabla 2). De los 49 scFv de talla correcta se seleccionaron 30 para 

realizar un análisis de digestión con la enzima de restricción BstN I. De las 30 clonas 

analizadas se distinguen 28 patrones de digestión diferentes. Solo hay un par de clonas que 

presentan el mismo patrón. El análisis por secuencia de estas clonas confinmó el resultado 

anterior. Las dos clonas con el mismo patrón tienen la misma secuencia y también 

pertenecen a la familia VH l. 

En la tabla 2 se resumen los resultados del "fingerprinting" y el análisis de secuencia. 

Biblioteca No de Clonas analizadas No de Clonas Clonas Diferentes Clonas Diferentes 
PCR Restricción con inserto eor Restricción ~or secuencia 

V,,-A27 50 30 48 17 21 
V,.-A27mod 50 30 49 28 28 

Tabla 2. Resumen de los resultados del análisis de las bibliotecas por "fingerprinting" y 

secuenciación. En la tabla se resumen los resultados obtenidos después del análisis de las 

bibliotecas por "fingerprinting" y secuenciación. Se señalan el número de clonas analizadas por cada 

uno de los métodos así como el número de clonas diferentes. 

Además, el análisis de secuencia reveló que en ambas bibliotecas el péptldo unidor y el gen 

ligero poseen una secuencia correcta (Figura 8). También aparecen los sitios para enzimas de 
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restricción introducidos por PCR. 
SGGGGSGGGGSGGGGS EIVLTQSPGT 
TCAGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGATCG GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCAC 
_..,. Péptido unidor '4-- _..,. gen A27mod 

LSLSPGERATLSCRSSQ VLYSSNNK 
CCTGTCTTTGTCACC AGGGGAAAGAGCC ACCCTCTCCTGC AGGTCC AGCC AGAG'I'G'I'TTT AT AC AGCTCC AAC AAT AA 

CDRl 

N Y J, A W Y Q Q K P G Q A P R L L Y G A S S R ;\ T 
GAACTAC'I'TAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCC!\GGCTCCTCATCTATGGTGCA'I'CCAGCAGGGCCAC 

CDR~ 

G p N R F s G s G s G T n F T L T T s R r~ E p E o F 
:!:GGCATCCCAAAC!\GGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGAC1\GACT'i'CACTCTCACCl\TC!,GCAGACTGGAGCCTGAAGATT 

A V y y e f.J Q y e; s p • .,, T F G Q G T r: V E K R A 
TTCC l\GTGT A'I"r ACTGTC AGC AGT ATGGT i\l1CTC ArC'l 'TGUt\CGTTCGGCCAN.3GG/\CC 1'\AGGTGGAAATC AAACGT GC 

---~·-e~-··-~------ ,..__ 
A 1\ E Q K L E E D !, tJ G ¡, !\ 

GGCCGC AGlV\C!•.lvVví.CTCATrTCAGl\AGAGGATC'TGAA7GGC:GCCl;1~;.. Tl,G 
Not I c-myc t.-u:_:i Ci)dl)n ár:lbax 

Figura B. Secuenoa del péptido unidor y del gen A27mod. En la figura se observa la secuencia del 

péptido unidor formada por una secuencia de una serina (S) y cuatro glicinas (G) repetidas cuatro 

veces. Además se puede apreciar la secuencia del gen A27mod. Los CDRs aparecen subrayados. El 

CDRl pertenece al gen VK DPK24, el cual es el segundo más expresado después de A27 ')n vivo" 

(Griffiths et al., 1994). En el caso del gen A27 la secuencia seria idéntica a la mostrada en la figura 

con excepción del CDRl que tendría la siguiente secuencia de aminoácidos: RASQSVSSSYLA. 

Selección. 

Las células transformadas fueron crecidas y posteriormente rescatadas con el fago Ml3/K07. 

De esta manera los scFv fueron desplegados sobre la superficie del fago M13 como fago

anticuerpos. Los fago-anticuerpos fueron utilizados para realizar cuatro rondas de selección 

contra diferentes antígenos. 

Los antígenos se escogieron siguiendo tres criterios: 1) que tengan características tales que 

permitan probar nuestra hipótesis de trabajo, ii) su Importancia desde el punto de vista 

biomédico y iii) la disponibilidad de los mismos. Dentro de los antígenos empleados para la 

selección se encuentran 3 toxinas. Dos de estas son toxinas de alacrán y la tercera es una 

toxina de la araña viuda negra (o.-NHrlatrotoxina). Dentro de las toxinas de alacrán se 

encuentran: Centruroides noxius (Cn2) y Centruroides /impidud-limpidus 1 (Clll). En el caso 

de viuda negra fue empleada la región amino de la o.-NHrlatrotoxlna ya que se ha descrito 

que esta región es la responsable de la toxicidad del veneno. 

Ambas bibliotecas fueron retadas contra todos los antígenos. En la Tabla 3 se muestran los 

resultados de cada una de las rondas de selección contra las diferentes toxinas. En la tabla se 
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destacan los fagos de inicio y finales así como la concentración de antígeno empleada. En 

cada ronda se fue reduciendo a la mitad la cantidad de antígeno para así recuperar 

anticuerpos de mayor afinidad cada vez. 

En la tabla 3 se observa que no en todos los casos el número de clonas aumentó con la 

ronda de selección. Este resultado podría estar dado porque en cada ronda de selección se 

redujo a la mitad la concentración de antígeno. 

Además, las bibliotecas fueron retadas contra espermatozoides murinos capacitados con el 

fin de encontrar anticuerpos capaces de inhibir la reacción acrosomai. En la Tabla 4 se 

muestran los resultados de este experimento. El protocolo seguido para la selección se 

detalla en la sección de Metodología. 

Los fago-anticuerpos obtenidos después de la 1 ra y 4ta ronda fueron utilizados para 

determinar su efecto sobre la reacción acrosomal de espermatozoides murlnos como se 

explica en la sección de Metodología. Como se observa en la tabla 4 no hay inhibición de la 

reacción acrosomal en ningún caso. Existe una diferencia en cuanto a la inducción de la 

reacción acrosomal de entre 8-9% entre la 1'ª y la 4"' ronda. Sin embargo, no es una 

diferencia significativa. En todo caso tenemos el fenómeno inverso: a medida que aumenta la 

ronda de selección mayor es la inducción de la reacción acrosomal. 

Aun cuando no se obtuvo el efecto esperado sobre la reacción acrosomal, de este 

experimento se pudo sacar un resultado interesante. La incubación de los espermatozoides 

con los fago-anticuerpos provoca una pérdida de la motilidad de los mismos. Esta, es 

dependiente del tiempo de incubación y ocurre en más de un 90%. El por ciento de inhibición 

se conserva aun cuando se utilizan proporciones de fago-anticuerpo/espermatozoides de 1: 1. 

Para determinar si la inmovilización de los espermatozoides era un fenómeno que estaba 

mediado por alguna proteína del fago o por el anticuerpo desplegado en la superficie del 

mismo se llevó a cabo un segundo experimento. En este caso se realizaron incubaciones con 

el fago ayudador M13/K07 y se obtuvo el mismo resultado. Aun en una relación 1:1 de 

fago/espermatozoides ocurre una inmovilización de más del 90% de estos últimos. 
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Biblioteca Ronda Fagos de Inicio Fagos finales Antígeno (µg) 

Antl·Cn2 

1 4.0x10" UFC/mL 7.5x10' UFC/mL 100 

2 5.0x10" UFC/mL 1.1x10' UFC/_::m~,L=-1---'5"'º~---I 
3 8.2x10" UFC/mL 2.;3_><10' UFC/_!!11,,_ 25 

, ______ ,~:_--'4-=--=-= s:e-,c¡-(iii UFC/mL 1.2x10• UFC/mL 12.5 
__ 1 ___ 2,0~1o"_UFC/mL_ -1,2x10_'_IJFC/~ __ 1_0_0 __ _ 

__ 2 __ ~·-ª-~!º'º _llFClrnL 3.6x10' UFC/mL _____ SI!__ ___ _ 

__ 3 __ __'l~x!0'_1_UF_C/mL 6.!><_10' UFCf_'!'I, _____ _,2~5~--

4 2.5x1011 UFC/ml 6.4x104 UFC/ml 12.5 

Anti-C/11 

__ 1__ 4.0x10" UFC/mL. __'l_,!IE_'!' UFC/_!TI_L_ --~----
2 7.1x10" UFC/mL 5.0x10' UFC/mL 25 

--3-- 1~0.iO"uFc::/_mL ~6i!o' ÚFC/_'!'_I,_ - 12.s = 
, ______ , __ 4:___ 7.1x10" UFC/mL - _!-1x10'~FC/m~ ______ 7 ____ , 

2.0x10" UFC/mL 2.0x10' UFC/mL 50 

2 1.0x1011 UFClmL 2.6x10' UFClmL 25 

3 2.7x1011 UFClmL ~.8x1Cl_'~~LIT1__1.__ -----~-
--4-- 2.2x10¡,-UFCl;;;-L-· 1.3x10' UFClmL 7 

Antl-a-NH2 /,1trotoxina 

1 4.0x10" UFClmL 3.2x10' UFClmL 100 
--2- 5.iiX1Qi'UFC{!l_1L~ 4-:0:if!i"'-UFC~I,_ ____ 5_0 __ _ 

__ 3 _ _J;.fl_l(!!J~'_IJFC/r11l, 3.7_x1_0'_l)F_C/_111l. ____ 2~----
4 7.5x10" UFClmL 5.BxlO' UFClmL 12.5 , ______ , ____ -------- -----· 

__ !.__ ~o_x!_O'.'_IJF_C(_niL .2:'!~!_'!'_llf_c:/'!'L _____ !Q!) ___ _ 

_ 3.__ -~_,6_1<!_Cl'1_lJF_C[m_L _1,~x!!J_'_ll!SL!'!I, ____ s_o ___ _ 

__ 3____ 7.BxlOIJ UFC/ml __ 2__._~_?<_!_Q~J~ffi-'!1..~- -----~_s ___ _ 
4 4:8,;tí)ffuFCÍ-n-;-i.- 4.2x10' UFClmL 12.5 

UFC: unidades formador.u de colonias 
Tabla 3. Rondas de selección de ambas bibliotecas contra las diferentes toxinas. En la tabla se 

muestran los datos de cada una de las rondas de selección contra las diferentes toxinas para cada 

biblioteca. Se destacan los fagos de inicio y los fagos finales en cada ronda así como la concentración 

de antígeno empleada en cada caso. 

Biblioteca Ronda Fagos de inicio Fagos finales 

Anti-espermatozoides 

ºlo Reacción 
Acrosomal 

___ _! __ _1.0xlO" Ui:f_[mL_ __:l_,Cl><_l_!J_' IJ~Y1111,__ ____ !1_6_ __ _ 
__ 2 __ G.BxlO~ UFCL!!!_L _ _1,5xlO'_UFClm~- ___ -

3 6.0xlO" UFClml _7c5x10' Uf'Clml 
4 4_,SxlO" UFC/_l!l!_ _3_,_~lO_'_U_fC/_inj._ ____ 9_5 __ _ 

__ 1 __ ~!JxlO" U_l'C:jml _ _}_,_Oxl()_' UFC/_l!l_L__ ____ 8_9 __ _ 

___ 2 __ ~-OxlO" UFClm_I,_ 2.1xlO~_lJ_l'c:_t_!!l!,_ _______ 
1 

3 
4 97 

s.2x10" UFClmL __!4!<_!1l_'_!Jj'flll!h_ _______ , 

4.0xlO" UFClml 8.BxlO' UFClmL 
UFC: unidades formador,15 de colonias 

Tabla 4. Rondas de selección de ambas bibliotecas contra espermatozoides munnos. En la tabla se 

muestran los datos de cada una de las rondas de selección contra espermatozoides murinos para cada 

biblioteca. Se destacan los fagos de inicio y los fagos finales en cada ronda así como el por ciento de 

espermatozoides que sufren reacción acrosomal en presencia de los anticuerpos. 

TLSIS CiYV 
FALL~· f'P ":iiú 

L...---------- ~·~,_·_·-'----· -----·---~-···~-----~·-·-
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ELISAS policlonales. 

Para demostrar el enriquecimiento de anticuerpos especificos recuperados después de cada 

ronda de selección, se llevaron a cabo EUSAs de las preparaciones pollclonales. Los ELISAs 

se realizaron como fago-anticuerpos y como anticuerpos solubles. La metodología empleada 

en cada caso se detalla en la sección de Metodología. Los resultados de los ELISA como 

anticuerpos solubles para cada caso se muestran en la figura 9. 

En el panel A se muestran los resultados del EUSA contra Cn2. En el panel B se representan 

los resultados del ELISA contra Clll. En el panel e se muestran los resultados del ELISA 

contra la a-NHrlatrotoxina. En el lado izquierdo de la figura se muestran los valores para la 

biblioteca VH-A27mod y en el lado derecho los de la biblioteca VwA27. Las barras en violeta 

pertenecen a los controles negativos y las barras en rojo a las muestras analizadas. Los 

resultados representan la media de al menos tres experimentos independientes. 

Como se observa en la Figura 9, a medida que aumenta la ronda de selección, se observa 

una mejor señal de ELISA. Además, aunque para ambas bibliotecas se seleccionaron 

anticuerpos contra Cli 1 y a-NHrlatrotoxina, se observan diferencias en los valores de 

D.0.492nrn· Para Clil los anticuerpos policlonales seleccionados a partir de la biblioteca Vw 

A27mod muestran mayores valores de D.0.492nm que los anticuerpos policlonales 

seleccionados a partir de la biblioteca VH-A27 (panel B). Sin embargo, los anticuerpos 

seleccionados contra la a-NHrlatrotoxina a partir de la biblioteca VH-A27 muestran mayores 

valores de D.0.492nmque los seleccionados a partir de la biblioteca VwA27mod (panel C). En el 

caso de Cn2 solo se obtuvieron anticuerpos a partir de la biblioteca VH-A27mod (panel A) ya 

que en el caso de la biblioteca VH-A27 hubo una contaminación que no permitió seleccionar 

ningún anticuerpo interesante. 

ELISAS Monoclonales 

Resultados de los anticuerpos anti-Cn2 

De las colonias recuperadas después de la infección de un cultivo de células TGl con los 

fagos anti-Cn2 eluidos de cuarta ronda de ambas bibliotecas, se utilizaron 72 para producir 

anticuerpos solubles y analizarlos por ELISA. De las 72 clonas analizadas de la biblioteca VH. 

A27mod se obtuvieron 12 clonas positivas. Este resultado es una media de los resultados 

obtenidos en cuatro experimentos independientes. De ellas, solo 4 clonas fueron diferentes 

por "fingerprinting" y secuenciación. 
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A 

B 

e 

Figura 9. EUSAS polidonales. En la figura se muestran los resultados de los EUSAS pollclonales. Se 

puede observar que en todos los casos a medida que aumentan las rondas de selección aumenta la 

señal de EUSA. Para los antígenos Cllt y Vn4 se obtuvieron anticuerpos a partir de ambas bibliotecas, 

pero se observan mayores valores de D.0.491.,., para los anticuerpos provenientes de la biblioteca que 

posee el v, modificado (panel B) en el caso de 011 que para los anticuerpos polldonales provenientes 

de la biblioteca con el v, Al.7. En el caso de los anticuerpos contra u-NH2-latrotoxina (panel C) se 

observa lo contrario. El panel A corresponde a los anticuerpos anti-cN2, en este caso se observan 

anticuerpos provenientes de la biblioteca con el v, modificado. En todos los casos se representan los 

resultados obtenidos con los scFv expresados como anticuerpos solubles. Los EUSAS fueron realizados 

por paneles en la misma placa. En todos los casos se pusieron controles negativos y positivos. 

En el caso de la selección de la biblioteca V"·A27 contra Cn2 no se obtuvo ningún anticuerpo 

positivo. En este punto ocurrió un error experimental (contaminación) que no permitió 
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seleccionar anticuerpos positivos. Es por ello que no se puede concluir nada al respecto. 

En la Figura 10 se grafican los resultados del EUSA. Solo se representan en la figura las 

clonas diferentes. Las cantidades de antígeno utilizado así como el procedimiento seguido 

para realizar el ensayo se describen en la sección de Metodología. Con una barra azul se 

representa la media de los valores de O.O. •9'"" obtenidos para los controles negativos 

(sobrenadante de cultivo de la cepa sin transformar). En rojo se representan los resultados 

de las clonas positivas las cuales se enumeran en el eje de las abcisas. 

1.2 ,. 

1 

~ 
ó 

Clonas 

Figura JO. EUSA monoclonal de anticuerpos solubles provenientes de la biblioteca v,.A27mod 

contra Cn2. En la figura se grafican los valores de D.0 .. •2nm de los anticuerpos solubles producidos 

de las 4 clonas diferentes que dieron señal positiva. Las 4 clonas poseen valores de D.D.492nm tres 

veces mayor que el valor medio de los controles negativos (0.04) más la desviación estándar (0.01). 

Los resultados que se muestran son la media de cuatro experimentos independientes. 

Resultados de /0$ anticuerpos anti-CllJ. 

A partir de las clonas provenientes de las cuarta ronda de selección contra la toxina de 

alacrán Cll 1, se seleccionaron 40 clonas de cada una de las bibliotecas. Los ensayos se 

realizaron por triplicado y las condiciones utilizadas se reportan en la sección de 

Metodología. 

Se obtuvieron 25 clonas positivas de las cuales solo 7 fueron diferentes. De ellas 6 

provienen de la biblioteca V"·A27mod y solo una de la biblioteca VH"A27. En la Figura 11 

se representan los resultados del ELISA. Solo están representados los valores de las clonas 

diferentes ("fingerprlnting" y secuenciaclón). 

Fueron tomados como valores positivos todos aquellos que fuesen al menos tres veces el 

control negativo (0.058) más la desviación estándar (0.008). 
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Figura JJ. EUSAS monoclonales contra 011. En la figura se muestran los resultados de los 

EUSAS monoclonales de anticuerpos provenientes de ambas bibliotecas contra la toxina de 

ala<:rán 011. Solo se representan las donas que producen anticuerpos diferentes. 

Resultados de los anticuerpos anti-a-NH,-latrotoxina. 

A partir de 35 clonas al azar de cada biblioteca se realizaron EUSAS monoclonales. Los 

resultados se muestran en la Figura 12. 

o.s 
0.45 

0.4 

! 0.35 
0.3 ; 0.25 o 0,2 

ci 0,15 
0.1 

'!; o.os 
o 

l 
.. N i '&. "' '8. ... 
"' t t t ~ ~ ~ 
> > > > > > > 

Clonas 
Figura 12. EUSAS monoclonales contra a-NH2-latrotoxina. En la figura se muestran los resultados 

de los EUSAS monoclonales de anticuerpos provenientes de ambas bibliotecas contra a-NH2-

latrotoxina. En la figura se muestran las donas Vn4pl y Vn4p4 como clonas diferentes ya que se 

obtienen patrones de restricción distintos para estas dos donas, pero el análisis de secuencia 

demostró que eran Iguales. 

Se obtuvieron 15 clonas positivas, de ellas se observan 6 patrones de digestión diferentes. 

El análisis de secuencia revela que hay 7 diferentes. De las clonas positivas 6 provienen de 
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la biblioteca VH-A27 y solo una de la biblioteca VH-A27mod. Este resultado indica que 

existe una preferencia de la biblioteca VH-A27 para unir a esta proteína (PM). Fueron 

tomados como valores positivos todos aquellos que fuesen al menos tres veces el control 

negativo (0.084) más la desviación estándar(0.009). Los ensayos se realizaron por 

triplicado y las condiciones utilizadas se reportan en la sección de Metodología. En la 

figura se representan solo aquellas clonas que son diferentes por "fingerprinting" aunque 

después dieran la misma secuencia; y aquellos que aunque dieron el mismo patrón de 

digestión revelaron una secuencia diferentes después de la secuenciación. 

Análisis por" fingerprinting"de las clonas positivas. 

A partir de las clonas que producen anticuerpos que reconocen por ELISA a las diferentes 

toxinas se purificó plásmido. Los plásmidos purificados fueron separados en un gel de 

agarosa 0.6% para comprobar su calidad y concentración. 

Para saber exactamente con cuantas clonas diferentes contábamos los plásmldos purificados 

fueron utilizados como templado en una reacción de PCR para amplificar los scFv. Los 

productos de PCR fueron digeridos a continuación con la enzima de restricción BstN I. En la 

Figura 13 se muestran los patrones de restricción obtenidos en cada caso. En la figura se 

muestran solo aquellas clonas con patrones de restricción diferentes y solo algunos casos 

donde los patrones son iguales pero el análisis de secuencia revela que son clonas diferentes. 

A 
1 2 34 5 

B 

.................. ,. 
:.:.t•••ff"1•=·1 ...... , .,. 

Figura 13. Punficaoon y ancil1s1s por restncodn de pliisnudos contemendo anticuerpos de interés. 

En el panel A se muestran los patrones de restricción obtenidos para las clonas positivas contra Clll 

y latrotoxina. l. marcador de peso molecular (SOpb), 2. Clllch2, 3.Clllch4, 4. ClllchS, S. Clllch6, 

6.Clllpl, 7. vn4pl, B. vn4p2, 9. vn4p3, 10. vn4p4, 11. vn4p5, 12. vn4p6, 13. vn4chl, 14. Clllchl, 

15. Clllch3, 16. vn4p7. En el panel B se muestran los patrones de restricción obtenidos para las 

clonas positivas contra Cn2. 1 patrón de peso molecular (SOpb), 2. Cn24chl, 3. Cn24ch2, 4. 

Cn24ch3, S. Cn2ch4. 
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En el caso de las clonas positivas contra Cn2 se pueden observar 4 patrones diferentes. En el 

caso de las clonas positivas contra Clll se observan 6 patrones diferentes de 7 clonas totales. 

Los patrones de Clllch3 y Clllch6 son Iguales. Sin embargo, se representan ambos porque 

hay diferencias en cuanto a su secuencia. En el caso de las clonas positivas contra a-NH2-

latrotoxina se observan 6 patrones diferentes de 8 clonas totales. Las clonas vn4p3 y vn4p6 

presentan el mismo patrón de restricción; así como las clonas vn4p4 y vn4p5. Estas clonas 

fueron representadas porque el análisis de secuencia de las misma reveló que eran 

diferentes. En contraste con esto, las clonas Vn4pl y Vn4p4 mostraron una secuencia 99% 

idénticas con solo una mutacion en la secuencia de nucléotldos. Este cambio puede haber 

generado la diferencia en los patrones de restricción. 

Análisis de Secuencia. 

Los plásmidos conteniendo scFvs específicos contra cada una de las toxinas fueron 

analizados por secuenciación con la pareja de ollgonucléotldos Lmb3 y pCANTABSB-S6 los 

cuales se describen en la sección de Materiales. La delimitación de los CDRs se realizó según 

Chotia and Lesk, 1987. 

Anticuerpos contra Cn2 

En la figura 14 se muestran las secuencias del gen VH de cada una de las clonas diferentes 

obtenidas contra Cn2. En las secuencias se puede identificar que existen los patrones 

esperados para una región VH de humano en todos los casos. Aparecen los aminoácidos 

conservados, los sitios de clonación que fueron introducidos, así como los diferentes CDRs. Se 

señalan cada una de las combinaciones de oligonucléotidos que generaron el gen VH en cada 

uno de los scFv, así como cada uno de los CDRs. 

Se puede apreciar que en los cuatro casos se obtiene una talla para el CDRl de 7 residuos. El 

largo del CDR2 también se encuentra muy conservado (6 residuos), solo la clona Cn24ch4 

posee una talla de 7 residuos. La talla de los CDR3 oscilan entre 12-13 residuos. En cuanto a 

secuencia todos los CDRl y CDR2 son diferentes; mientras que se repite el mismo CDR3 en 

las clonas Cn24ch2 y Cn24ch3. 

L ;., C r: F' Y F K E T V I M K Y L L P T A A A G L 
Cn24ch1C'I'TGCATGCt'\ .. tV\1"I'CTATTTCAAGGAGAC1\GTCAT1'\ATGAAATl\CCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATT 

._, L L A A Q P A M A Q V N L R E S G G G L V K P G 
UTTATTACTCGC GGCCCAGCCGGC CATGGCCCAGGTCAACTTMGGGAGTCTGGGGGAGGCCTGGTCAAGCCTGGG -Vu2 
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G S L R L S C A A S G F T F T A Y P M N ~¡ V R Q P P 
GGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCACTGCCTATCCCATGAACTGGGTCCGCCAGCCTCCA 

CDRl 
GKGLEWVAV SYDGSKKYYAD VKGR 
GGGAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTGATA'_I'CATATGA~G_9AAGTfu\..;'\AAGTATTATGCAGACTCCGTCAAGGGCCGA 

FTLSRDNS ENTLYLEMNSLRAEDTAV 
TTCACCCTCTCCAGAGACAATTCCGAGAACACCCTGTl\TCTGGAGATGAACAGCCTGCGAGCCGAGGACACGGCTGTG 

Y Y C A R D M M T Y F G D Y S D S i-J G Q G T L V T 
TATTACTGTGCl'.AGAGl\TATGATGl\C~TTACT'l'C'GGTGAC71\rTCTTTTGl\CTCCTGGGGCCl\GGGt\.ACCC'!'GGTCACC 

C'DR3 ---------

V S 

Sfi I 
T V M K Y L L P T A A A G L L L L A A Q P A 

Cn24ch2 AGACAGTCATAATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGT'I'A1"1'r\CTCGC GGCCCAGCCGGC 

M A E V Q L V E S G A E V K t~ G A S V K V S C K A S 
CATGGCCGAGGTGCAGCTCGTGGAGTC'l'GGAGCTGl-.GGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCh.GTGA.11..GGTCTCCTGCAAGGCTT -V1j3 

G F S F '1' 1' Y G F N \/1 V P. Q A P G Q G L E t•) M G W S 
CTQ9.!:rTc AGC.J..T.'!: ;:.ce 1\CCT /~GGTTTC AACTGGGTGCGAC /;,GGCCCCTGGAC.N,.GGGCTTGAGTGGATGGGATGGATC 

CDRl 
A Y S G N T N Y r.. Q K F 0 G R V /\ M T M D T S P T T 
AGCGCT1'.{~_;/\GTGGTAACACAAACTATGCACAGlv\GTTCCAGGGCl\Gl\GTCGCCATG1\CCATGGACTCCGCGACCACA 

CDR:! 

V Y L L t•J G L T F D O T l\ V Y Y C A R Y N \~ N L 
GTl\T1\CCTGG1\GC1'G'fGGGGCCTGACTTTTGACGl\C1'\CGGCCGTGT1\TTACTGCGCGAGACCCTATAl\CTGGAACCTG 

A V A D L W G 0 G T M V 'P V 
GCG(iTTGC'!'TT1'G:\TCTCTGGGCCC !V..Gl;t..~AC f-.ATG:.."";TC k:'CGTCTC'I' 
~--·---~----CDRJ-- ""J:

3 

AC C' K F Y F K ET VI M K Y L L P TA A A G L 
Cn2 4 ch3 GCT'l'GCTGC AAATTCTA'rTTC l-.AGGAGAC AGTC' NI' AATGAAAT ACCT ATTGCCT ACGGC AGCCGCTGGATT 

Sf i I 
LLLA ¡'";,.QP1\ MAQVQLQESGPGLVK PS 

GTTATTACTCGC GGCCCAGCCGGC CATGGCCC1\GGTGC/\GCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCT'rCG -V 11 4 
G L L T C A V S G G S S N ilJ i•J S W V R E P 
C·iGACCC'TC~TCCC'TCACCTGCGC'TGTCTCTg~-;_~~l~~T.~.~\1:_c_:'[~~\~~'T!~9_"fl\J..l.TGG1'G::;1\GTTGGGTCCGCGAGCCC 

CDRl 
PGKGLEW GE ilSG í'tJ"i'NPSI.KSR 
ce AGGG!1.hGGGGCTGGAGTGt~ATTGGGGAAA TCTATC' AT 1\:..~TGcX":_.0~C t\CC __ :..i.:';_7 AC AACCCGTCCCTC AAGAGTCGA 

CDP.:2 
V T SVDTSKNQ S L K L H S V '!' A r'\ D T A V Y 
GTCACCATATCAGTAG/,.C1\CGTCCAAGA/\CCAGTTCTCCCTG!v\GC'TGfa",l\TCTGTGACCGCCGCAGAC!,CGGCCGTUTA 

Y C A R Y N W N L A V A F D L W G Q G T M V T V S 
TTACTGCGCGAGACCCTATAACTGGAt\CCTq_~GGTTGCTT__'.!J'GNI'CTCTGGGGCCMGGGACtV\TGG1'CACCGTCJS,! 

Cn24ch4 

CDR3 J 11 1-2 

L A C K F Y F K E T V M K Y L L P T A A A G L 
CTTGCATGCAAATTCTATTTCAAGGt\GACAGTCA'fAATGlW"\TACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGAT 

·------1 
l 
i ¡ 
f 
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Resultados 

Sf i I 
LLLA AQPA MAEVQLVESGSELKKPG/\ 

TGTTATTACTCGC GGCCCAGCCGGC Cl\TGGCCGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGTCTGAGTTGAAGAAGCCTGGGG -V11 3 
SVKVSCKASGYTL':'DYF HWVRQAPG 

CCTCAGTGAAGGTCTCC'rGCAAGGCTTCT9Gl\Tl~~;cATTQh__~TGACTAfTTTATACACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGA 

CDRJ 
Q R P E W M G W I N P N S G G T tJ Y A Q N F Q A R V S 
CAACGACC'l'GAGTGGATGGGNrGGATC AACCCC AAC AGTGGTGGC AC AAl\TT ATGC AC AGrV>.TTTTC AGGCCAGGGTCTC 

--·-~---·--

M T R D T S NAVYMELS.SL'l'SDD':'AVYYC 
e ATGACC AGGGAC ACGTC'C ATC MTGC'l'G'I'GT 1'.C AT<~r.t\t ;cTnAlX' AG':'CTT AC ATC"'.TUN"'.GAC AOJGCCGTGT AT'l'ATT 

A S R P P S S T Y G V F D Y W G Q G 7 L V T V S 
GTGCGAGCAGACCCCCGAGTTCC/\Ci1CCTTATGGCGTATT1\;!1C'!'l\C'!'GGGGC'CAGGGCACCC'l1G1.;TCi ... CCGTCTCT 

---------(:[_)~-~------------ ~1-2 

Figura 14. Secuencias de las regiones v,, de los scFv pos!fivos contra Cn2. En la figura se 

muestra la secuencia de los genes V" de cada uno de los scFv positivos contra Cn2. En las 

secuencias se destacan los CDRs así como el sitio de restricción para la enzima Sfi l. Además se 

muestran las combinaciones V,.-J" que fue utilizada para amplificar cada gen. La secuencia fue 

corroborada en ambos sentidos. 

Anticuerpos contra C/11 

En la figura 15 se muestran las secuencias del gen VH de cada una de las clonas diferentes 

obtenidas contra Cll 1. En las secuencias se puede identificar que existen los patrones 

esperados para una región v,, de humano en todos los casos. Aparecen los aminoácidos 

conservados, los sitios de clonación que fueron introducidos, así como los diferentes CDRs. Se 

señalan cada una de las combinaciones de oligonucléotidos que generaron el gen VH en cada 

uno de los scFv, así como cada uno de los CDRs. 

En la mayoría de los casos se conserva el largo del CDRl (7 residuos), solo en las clonas 

Clllch2 y Clllpl se observa un CDRl de mayor talla (9 residuos). El largo del CDR2 varía 

entre 6-10 residuos. El largo predominante es 7 residuos y solo se encontró un largo de 10 

residuos en el Clllpl. Las tallas de los CDR3 oscilaron entre 7-12 residuos. Los CDR3 más 

pequeños se observan para las clonas Clllchl y Clllpl (7 y 8 residuos respectivamente). 

En cuanto a secuencia en 4/7 clonas el CDRl esta conservado, las tres clonas restantes 

tienen secuencias diferentes en este lazo. El CDR2 no esta tan conservado. Se pueden ver 

dos parejas y el resto es diferente. Todos los que poseen un CDR3 de 12 residuos tienen 

la misma secuencia (3 clonas), el resto de las clonas tienen un CDR3 diferente. 

I R Q /\ C M Q I L F Q G S T V I M K Y L L P T 1\ 
Clllchl l\Tl\CGCCMGCTTGCl\TGCMATTCTI,TTTCMGGCl\GCl\Cl\GTCl\TAATGl\MTl\CCTl\TTGCCTl\CGG 
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Sf i I 
AAGLLLLA AQPA 

CAGCCGCTGGATTGTTATTACTCGC GGCCCAGCCGGC 
M A Q V Q L V E S G G T L 

CATGGCCCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGGAACCT -VHl 
VQPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSW 

TGG'rACAGCCGGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCl1GTGACTACTACATGAGCTGG 
CDRl -

RQAPGKGLEWLAV SFNGGDKYYAD 
ATCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGCTGGCAGTTATTTCATTTN'.~-~Qo;'_C_Q_GGGGGGTCCCTGAGACTCT 

CDR~ 

S A R G R F T S R D fJ S K lJ T L F L 0 L S S L T T 
CCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAG1'GACTACT/..,CATGAGCTL>G!1TCCGCC:l\\.iliCTCCAGGGA.AGGGGCTGGAGT 

EOTAV'tYCAGPMV FD t.\'GRGTLVTV 
GGCTGGCAGTTATTTCATTTAATGGAGGCGl\T.t:....Ar\TACTACGC.t.,l';ACTC'CGC'GAC;\JGGCCGATTCACCATCTCCAGAG ----c-ofi1 _________ _ 

s 

L A C K F Y F K E T V M !: Y L L ? T A :\ A G L 
Clllch2 CTTGCATGCAAATTCTATTTCAAGGAGt\Ci' ... GTCATAATG!v\ATACCT!\'l'T(-;ccTACGGCf\CGCGCTGGAT 

Sf i I 
LLLA AQP1\ 

TGTTATTACTCGC GGCCC!\GCCGGC 
MAQVt)LQESGPGLVKPS 

e ATGGCCC l\GGTGC AGCTGC J'l.GG.l\GTCC.G~~ccc AGGACTGGTGAAGCCTTC -V1,•l 
QTI .. SLTCTVSGGS S S G C. Y 't' i·J S '.-1 R Q 

ACAGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCNrCAGc;!~Q!_GGTGG!.J'l\C,Tl\CTGGAGC'I'GGATCCGCCA 
CDHl 

H G K G L E W G y Y Y S G T y y !'J ? L K 

R V T S V D T ~> K iJ 1:_¡ F L F L $ V A " D T J\ 

GGGAGC ACCTACT AC AACCCGTCCCTC !v\c;/\GTr'GN-:; TT ¡\(°(' AT ,;, TC N JT A'Ji\r ;,cGTCT !'.J\GAJ ... CC i\GTTCTCCCTG 

'J Y Y C ,\ R G R V L M V Y L D Y VJ G Q G T L V T V S 
lv\GCTGJ\GCTCTGTGACTGCCGCGG1\CACGGCCGTG'I'A'I''I'ACTGTC;rG1\GAGGGJ,G1\CAGTGGGAGCACCTATACAACC 

------~-~---------------- -
CIJEJ J;i4-5 

LACKFYFKETV MKYLLPTAAAGL 
Clllch3 CTTGCATGC1\ANI'TCTATTTC!v\GCAGACAG'TCA'r!•.l\1'GAA.t\Tl\CCT.1'\1'TGCCT/\CGGCAGCCGCTGGAT 

S( i I 
LLLA AQP!\ MAQVQLVQSG,\EVr:E G 

TGTTATTACTCGC GGCCCAGCCGGC C ATGGCC'C AGGTGC AIJCTGGTGC AGTCTGGAGCTGAGGT·~!\hGG,\GCCTGG -v,.1 
1\ VKVSCQ1\SGYTFS!JYG St·JV QAP 

GGCCTC AGTGAAGGTCTCCTGCC l\GGCTTCTGGG1'AC A.CC'rTT AGT ;.J,CT A 'i'GGAATC AGCTGG1..--;TGCGAC AGGCCCC 
CDPl 

G Q G L E i•J M G t·J S A Y M G N T t~ Y ¡, Q K L Q G R 
TGGAC!...AGGCCTTGAATGGATGGGA'l'GGJ,TCAGCGCT'!_'!:9AAT_Q9_']:.!::!.._~f_AAACTATGCACAG?.AGCTCCAGGGCAG 

CUR:2 
VTNTTDTSTSTA MELS LTSDDMAV 

l\GTC/\CCATGACC!'.CAGACACATCCt\CGAGCACAGCCTACATGGAACTGAGCAGCCTGt"-\CATC':'GACGACATGGCCGT 

Y Y C A R D R T D Y G H M D F \·J G Q G 1' M V T V S 
GTA1'TAC'!'GTGCGAGAG.l'\TCGGACTGN.~TACGGCCC-;GATGGATTTCTGGl-;GCCAAGGG/iC."A.ATGGTCJ\CCGTCTCC ----------------------- -

CDRJ J 11 3 

LACKFYFKETVIMKYLLPTAAAGL 
Cll1ch4 CTTGCATGCAAATTCT,\TTTCAAGGAGACAGTCATAATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGAT 
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Sf i I 
LLLA AQPA 

TGTTATTACTCGC GGCCCAGCCGGC 

ASVKVSCKA 

MAQVQLVQSGPEVKKPG 
CATGGCCCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGACCAGAGGTGAAGAAGCCTGG -V¡¡l 
SGF FTTYGFNWVP.QAP 

GGCCTCAGTGAAGGTCTCC1CCAAGGCTTCTGGTTTCAGCTTTACCACCTATGGTTTCAACTGGGTGCGACAGGCCCC --- CDRl ____ _ 

G Q G L E VJ M G W I S A Y rJ G N T N Y A Q K t. Q G R 
TGGAC AAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATC AGCCiCTT AC Al\TGGT AAC AC AP..ACT ;..TGC AC AGAAGCTCC AGGGC AG 

CDF<~ 

V T M '1' •r D T S T T '1' V Y L E L i•J G L F T D D T A V 
¡,GTC ACC ¡., TGACC AC AGAC AC ATCC ACGACC AC 1'\GT ;.:r AC("l'GGAGCTGTGGGGCCTGACTTTTG ACGAC ACGGCCGT 

Y Y C A R F Y tl W N L 1\ V ;.. F D L \'J G Q G T M V T V 
GTATTACTGCGCGAGACCCTAT/V\CTGGAACC'l\-;GCGGTTGCTT'l'TG/\TCTCTGGGGCCAAGGGACA.?\'I'GGTCACCGT 

COR 1---------------

s 
c·rcT -J113 

TV MKYLLPTAA1\GLLLLA AQP/., 
ClllchS AGACAGTCATAATGAAATACCTATTGCCTl\CGGCJl.GC'CGCTGGJ\TTGTTATTN:'TCGC GGCCCAGCCGGC 

MAEVQLVESGl-.EVr:KPGA vr:vsCKAS 
CATGGCCGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGG!-.GCTGAGCJTGAAG!·.u;ccTGGGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGC!·.AGGCTT -Vu3 

G F S F T T Y G F tl W V R Q A P G Q G L E \•/ M G \tJ S 
CTGGTTTCAGCTTTACCACCTATGGTTTC/11\CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGG • .a.TGGGATGGATC 

CDRl 
r'\. Y S G rJ T N Y A Q r: F Q G V A M 'i' M D 'i.' S P T T 
!"'GCGCTT AC AGTGGT ~ .. e AC l'!'J'.CT r'\ TGC l-.C Al~l\AGTTCC AGGGC . .a.GAG':'CGCC t'\ TG! .. CCATGGACTCCCiCGACC AC A 

CDR;~ 

V Y L E L ~·J G L T F D D T l.. V Y Y C A R Y N W N L 
GTATACCTGGA~!CTGTGGGGCCTGACTTTTG/\CGACN::r.GCCG'l'GTAT'7/ .. CTGC .. ~CGAG;..cccTATAACTGGAACCTG 

l-. V A F O L W G Q G 'f M V T V S 
GCGGTTGC1"rT'rGl .. TCTCTGGGCCClv'\GGGAC!V .. TGGTCACCG7CTCT 
-----CDR3-- ~3 

Cll1ch6 
LACK YFKET'J MKYLL TAt'\AGL 
CTTGCA1'GCNv'\TTCTATTTCAAGGAGf,CAGTC1\1'N'>TG.:...Af .. TACCT1\1'TGCCTACGGCAGCCGCTGGAT 

Sf i I 
L L A Q P A L ¡, MAQVQLVQSGAEVf':KPG 

:''JTT l\ TT 1\CTCGC GGCCC AGCCGGC C: ATGGCCC !,GGTGC'. .Z\GCTGGTGC AGTCTGGGGCTGAGGTGAAG AAGCCTGG -Vul 
.S S V K V S C K A S G F' S F T T Y G F N \o.J V R Q A P 

1..i TCCTCGGTGAAGGTCTCCTGC AAGGCTTCTGGTTTC AGCTTT ACC ACCT ATGGTTTC l\l\CTGGG TGCGAC AGGCCCC 
-------cDRl---~--

G Q G L E W H G W AYSGNTNYAQKFQGR 
;\C !\ TGGAlJGGCT1'Gt'\GTGGATGGGATGGATC t\GCGCTT /\C AGTgg_T /..AC f.C /v_"0_CT 1\ TGC AC AGAAG':'TCC AGGGC AG 

CDR2 
V .... M T M D T S 'I' T T V Y L E L \·J G L T F D D T A V 

f\i._JTCGCC1\TGACCATGC>l\C1\CATCCAC1..iACC1\CAGTl-.TACCTGG!\GCTGTGGGGCCTGACTTTTGACGACACGGCCGT 

? Y r A G Y N W N L A V A D L W G Q G T M V T V 
l1Tl\'f'fl .. CTGCGCGGGACCCTA1'!..ACTGGAP.CC'I'GGCGGTTGCTTTTG/,TCTCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGT 

CDR3 

CTCT -Jfl3 
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LACKFYFKETVIMKYLLPTAAAGL 
Clllpl CTTGCATGCAJ\l\TTCTATTTCAAGGAGACAGTCATAl\TGAAATl\CCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATT 

Sf i I 
LLLA AQPA 

GTTATTACTCGC GGCCCAGCCGGC 
MAEVQLVESGPGLVEPS 

CATGGCCGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGTCCAGGACTGGTGAAGCCCTCG -Vfl3 
Q T L s L 1' e l\ :::; G D s V s n l\ G !¡J s •1: R R 
c1 .. GACCCTCTCACTCACCTGTGCCATCTCCC:GGG~~'T_q:~ci'C.:fl\GC/,AC! .. L~TG~I_GGTTGG!\GCTGGATC/\GGCGG 

c:-m1 
S P S R G L E W L G R T '¡' Y P S !-: ~·J Y N D Y A P S V 

TCCCCATCGAGAGGCCTTGAGTGGCTGGG!..AGG~r;_t._"jt~(~~~~'S':'!'~~=~~!_g_'.!'~!:'-~9~TATGCACCATCTGTG 
CDF~ 

K C R I T NPDTSKNQF LQLNSVTPED 

T A V Y '{ C: l\ R S P ',•,' S 'i' D 'i' ':.1 G (1 G :' T 'J 'T' V S 
ACGGCCGTATATTACTLJTGCGAGATCGCCCTG,:";!\GCTAC'TTTG!,rTAC'I'GGGGCC;..;...c;l;G;,ccACGGTCAC'CGTCTCC 

---~---------- --·------ - -
CDP3 .1;,6 

Figura 15. Secuenaas de las regiones VH de los scFv positivos contra C/11. En la figura se muestra 

la secuencia de los genes V" de cada uno de los scFv positivos contra Clll. En las secuencias se 

destacan los CDRs así como el sitio de restricción para la enzima Sfi l. Además se muestran las 

combinaciones V"-J" que fue utilizada para amplificar cada gen. La secuencia fue verificada en 

ambos sentidos. 

Cuando se comparan las clonas obtenidas contra las toxinas de alacrán se pueden 

observar muchos detalles importantes. De las clonas obtenidas contra Clll existen dos que 

poseen un anticuerpo cuya secuencia en los CDRs es idéntica (Clllch4 y Clllch6). Estos 

dos anticuerpos solo difieren en unos pocos residuos (4-8) fuera de los CDRs, por lo cual 

se podría considerar que tienen las misma propiedades de reconocimiento. Además existe 

una clona de las seleccionadas contra Cn2 cuya secuencia es idéntica a Clllch5 por lo que 

se espera que estas dos clonas reconozcan a ambos antígenos. 

Anticuerpos contra a-NHrlatrotoxina 

En la Figura 16 se muestran las secuencias del gen VH de cada una de las clonas diferentes 

obtenidas contra n-NHrlatrotoxina. En las secuencias se puede Identificar que existen los 

patrones esperados para una región VH de humano en todos los casos. Aparecen los 

aminoácidos conservados, los sitios de clonación que fueron introducidos, así como los 

diferentes CDRs. Se señalan cada una de las combinaciones de ollgonucléotidos que 

generaron el gen VH en cada uno de los scFv, así como cada uno de los CDRs. 

El largo de los CDRl en todas las clonas se encuentra conservado (7 residuos). La talla de 

los CDR2 también es muy conservada en todas las clonas (7 residuos). Para el CDR3 se 

obtuvieron solo dos longitudes diferentes 12 y 18 residuos. La mayoría de las clonas tienen 
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una longitud de 12 residuos solo las clonas Vn4p2 y Vn4chl poseen un CDR3 de 18 

residuos. 

En cuanto a secuencia el CDRl es igual en la mayoría de los casos. Solo varía en las clonas 

Vn4p5 y Vn4ch1. El CDR2 es idéntico para la mayoría de las clonas solo varía la secuencia 

en la clona Vn4ch1. La secuencia de los CDR3 de las clonas de 18 residuos es la misma; 

así como los CDR3 de las clonas restantes. 

Las clonas Vn4p1, Vn4p3, Vn4p6 y Vn4p7 poseen los mismos CDRs y solo difieren en unos 

cuantos residuos en las regiones marco. La secuencia de los CDRs es la misma que la 

repetitiva en las clonas contra Clll. En este caso solo varía la secuencia del Ll. 

Podría ser que esta secuencia diera un anticuerpo pegajoso, lo cual vamos a comprobar 

por ensayo de reactividad cruzada. 
l. ;, C r: F Y F K t-' T V M K '! L L TAAAGL 

Vn4pl/ 4 C':'1'GC .l\TGCAANfTCT A1'T'i'CAAGG,\GAC J\G'I'C ;,TN\'rGJ..JV\T !,CCT ;\1"r·~CCTACGGC AGCCGCTGGAT 
Sl i I 

L L i\ A Q P t\ ~l ;\ E V (1 V Q G 1\ E V K K P G 
·¡·l ·; l'T f\ ':'T f,'.:7C Cit._' GGC:CC 1\GCCGGC C /, '!'GGCC'Gl\CC'!'•::;r: AG :'TGC'll-;C ,\G!CT<-."";'.-;/·.~!\'TGAGGTCJt·J,GMGC'CTGO -v •. J 
f\D'J 1/ CKt\ GF FTT'íGFN':JVPi).'A,.P 

GGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGC1\AGGCTTCTQ9..I!.':!'_CAG~T'PT/,CCj\CCT..6._'I_'.GGTT'I'CAACTGSGTGCGAC!-.GGCCCC 

CCRl 
G Q G L E i·.' M G \•J S A Y S G tJ T N Y A Q Y. F Q G R 

TGGAC !..AGGGCTTGAGTGGi\ TGGGATGG 1\ TC AGCGCT!_!.g:0_I_g9T AAC AC !,A/\C_T ATGC AC AGAr\GTTCC AGGGC AG 
CDR2 

V A M T M D 'I' S T T 'i' V Y L E L t•J G L T F D O T A V 
1\GTCGCCATGACC,\'I'GGACAC1\TCC/,cG;,cc;\cAG1'AT/\CCTGGAGCTGTGGGGCC7'GAC7'TTTGr\C'GACACGGCCGT 

Y C A R P Y N \.'1 N L ¡., V A F D L 1,1J G Q G T M V T V 
llT ,; í'T AC'?GTGCG;,GACCCT AT AACTGGAACTTGGCGG"I'TGC ATTTGA.TCTC'i'GGGGCC ¡.j,GGGAC t'\A TGGTC ACCGT 

C'TCC -J.¡ l 

CDR3 -----------

F Y t-~ K E T V I M K ºl L L P T A 1\ ... \ G L L L L A 
Vn4p2 TTCTATTTCMGGAGACAGTCATA1\TGlVv\TACC'r1\'I'TGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATT1'\CTCGCG 

~; f i r 
AQPA MAEVOLVESGAEVI-:EPGASVKV 
GC~C AGCCGGC C ATGGCCGAGGTGC AGCTGG TCG!\GTC'TGGAGCTGAGGTGAAGGl\GCCTGGGGCCTC 1\GTGA.r...GGT -V¡¡J 

S C K 1\ S G F S F T T Y G F N W V P. Q A P G 1=i G L K 
T'l'CCTGC AAGGCTTCTGGTT'I'C AGCTTT ACC ACCT /\ TGGTTTC i'v\C':'GGGTGCG1\C AGGCCCCTGGAC A.AGGGCTT AA 

----cDI::1--··--·--~ 

t•JMGW AYSGNTHYl\QKFQDP.VTMTT 
l~TG\.Jf\TGGGl\TGG.:O..TC.l\GCGCTTACAGTCGT1\AC!,ClvV\CTATGCAC1\G/\AGT'!'CCAGGACAGAGTC1\CCNrGACCAC 

CDRc 

D s T l\ y M E L R s r, K s D D T A V y "{ e A R 
N. .. 1r\CACATCCACl;/,GCACAGCCTACATGGivYrTGAGGN . ._;ccTGtv..ATCTGACGACACGGCCG'f'GTATT/\CTGTGCGAG 

S N Q G Y S A 'I' \•] F. L L F A A F D '11 D Q G T T V •r 
l-;TCAll.ACCIV\Gl;TT/\T/.,GCGCCACCTGGGN .. TTACTTCCGGCAGCTTTTGATATCTGGGACC!'l.AGGGACCACGGTCAC 

CDR3 

,; . 
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V S 
CGTCTCC -JH6 

LACKFY FKETVIMKYLLPTAAAGL 
Vn4p3 CTTGCATGCAAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCATAATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTG 

Sf i I 
LI,LA AQPA MAQVQLVQSGAEVKKPGA 
TTATTACTCGC GGCCCAGCCGGC CATGGCCCAGGTGCAGCTGG1'GCAGTCTGGAGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGG -Vul 
SVKVSCKA GF FTT'{Gf-'rl~·JVRQAPG 

CCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGC1'1'CTGG'I'T'i'CAGC'l'T'I'1\CCA.CC1'ATl~:~J·T':.'C/v\C'1''.]GGTGCll.t..CAGGCCCCTG 
----cr)·~-- ·-~~--

Q G LE t..; M o w SAYSGNTNYAQKFQGRV 
GACMGGGCTTGAG1'GGATGGGATGGATCAGCGCTJ'.t~r;__~S~!'.Q_0J~~~J~~~"'S:_'I'ATGCl\CAG/..AGTTCCAGGGCAGAG 

C'.)F.:! 

AMTMDT TTTV'{L L 1.VGL1'F~DTAVY 

TCGCCATGACCATGGACACATCCACGACCACAGTAT1\CCTGGAGCTl~TGGGGCCTG/\CT1'TTGl\CGACACGGCCGTGT 

Y C A R P Y N ~·J rJ L A V A F D L i·J G Q G 'I' T V T V 
ATTACTGCGCGAGACCCTATAACTGGAACCTGGCGGTTGC'I'T'l'TGATCTC'!'GGGGCC/\AGGGACCACGGTCACCGTCT 

- CDP.3--"-------~--

ce -~ThG 

LACKFYFKE'I'V M!-:YLL TAl\AGL 
Vn4 p s CT'I'GC ATGC AAAT'l'C'r A TTTC ;.._t\GGAGAC 1\GTC .:..T l.J\ TGAAAT ¡,cc11 1\ TTGCCT ACGGC l\GC'CGCTGGATTG 

Sf i 1 
LLLA AQP.l\. MAEVQLV')SG/-.EVKKPGA 
':'T/\TTACTCGC GGCCCAGCCGGC C1\TGGCCGAGGTGCJ...GCTGGTGCA'JTC'fc;1.;.Z\GC'!'Gr\G•.-:;TGt\NJAAGCCTGGGG -V,¡3 

S V K V S C K r\ G Y T F N Y t1 F N \•J V R Q 1\ P G 
CCTC 1\GTG A.r...GGTCTCCTGC /\AGGCCTCTGGGT AC ACC'TTT l\CiC lv\C1' .; Tl3GT':'TC /vi.CTGGGTGCGAC AGGCCCCTG ------------coRl _______ _ 

(:i G L E 1.'J M G i•J S A Y S G N T N Y A Q r: F Q G R V 
GAC AAGGGCTTGAGTGGA'I'GGGATGGATC AGCGCTT AC AGTGGT A.:,c l>.C 1\A.r\C'T MTGC AC AGt\AGT'TCC AGGC AN>.CT 

COR: 
A M T M O T S T T T V Y L E L i•,' G L T F O O T A V 'l 

TCGCCATGACCATGGACACATCCACGACCACAGTATl\CCTGG/\GCTGTGGGGCCTGl\CTTT'l'GACGACACGGCCGTGT 
Y C A R P Y N ·,.¡ U L A V n F D L W G Q G A T V T V S 

ATTACTGCGCGAGACCCTATAACTGGf,ACC'TGGCGGTTl.."";CTTTTGA1'CTCTGGGGCCAJ..GGGGCCACGGTCACCGTCT 

CT - --------~------------" 

L A e K F y F K E 7 V M K y L r, T A A A G L 
Vn4 p6 CTTGC ATGC AAr"\ TTCT ATTTC AAGGAGAC AGTC AT AA TG!..J\l\ T ACCT A7TGCCT ACGGC AGCCGCTGGATTG 
LLLA AQPA MA•:JVQLVQSGAEVKF.:PGA 
TTATTACTCGC GGCCCAGCCGGC CATGGCCCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGG1\GCCTGGGG 

V1;1"°' 
SVKVSCKASGFSFTTYGF WVRQAPG 

CCTC AG'rGAAGGTCTCCTGC/.._r\GGCTTCTGGTTTC AGCTTT ACC ACCT ATGGTTTCAGCTGGGTGCGACl\GGCCCCTG 
----co~---

Q G L E '!t1 M G 111 S A Y S G N T N 'i A Q K F 1:i G R V 
GAC AAGGC'CTTGAl\TGGA 'l'GGG 1\TGG!,TC AGCGCTT AC AG'i'Gl-;T AAC AC ;..p.;\CT!-.TGC AC AGAAG'i'TCC AGGGC AGAG 

----Cor.2----·---~ 

A M T M D T T T T V Y L E L ·.·; G L T F O lJ T ;.... V 'l 
TCGCCATGACC1'\TGGACACl\TCCACGACCACAGT!,TJ,CC'i'GGAGCTGTGGGGCCTGliCTTT'fGACGACJ,CGGCCGTGT 

Y C A R P Y N t•J tJ L 1\ V ;.. O L \•J G Q G T M V T V S 
ATTACTGCGCGAGACCCTATMCTGG/.J\CCTGGCGGT:'GCT1'T'I'GA'l'C1'CTGGGGCCAAGGGACA/,TGGTCACCGTCT 

COR3 ·-----
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CT -,Ju3 

DTPSLHANSISRSTVIMKYLLPTA 
Vn4p7 GATACGCCAAGCTTGCATGCAAATTCTATTTCAAGGAGCACAGTCATAATGAAATACCTATTGCCTACGGCA 

Sfi I 
;,AGLLLLA AQPA MAEVQLVQSGAEVK 
GCCGCTGGATTGTTATTACTCGC GGCCCAGCCGGC CATGGCCGAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAAGTGA -Vf!3 
KPGASVKVSCKASGFSF'rT'lG NWVR 

! .. G!vi.GCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAl\GGC'i'TCTSJGTTTCAGCT-i:"_~C;'~ACCT~\TGGCTTCAAC'rGGGTGC 
C!:!Hl 

Q A P G Q G L E VJ M G í•J S A Y S li tJ T N A Q N F 
GAC AGGCCCC'J'GGAC A.AGGGCT1'GAG1'GGATGGG/,TGGA'I'C /\GCGCTTAC AG'i'GGT l...AC ¡.,e A.J.J,C"i'ATC;C AC AGAATT 

CDH2 
Q G R V P V V T H T P L V \' L E L ~·J G L 1' F D D 

TCC AGGGC AGAG'T'CCC ATGACC ATGGAC AC ATCC ;...;e ,v~c /\CT AGT , ... TAC C'i'GG 1'\GCTGí•JGGGCCTGACTTTTGl\CG 

T ¡, V Y Y C A H. P Y N '>"! N L A 'J A D L í•J G Q G T M 

;,CACGGCCGTGTATTACTGCGCG1'\GACCC1..:.~:~~c:_'!:Q;..¡0__:-:_C;'_.'!:~~~Q_(?..I:9_f1'TTTGATC'I~TGGGGCCAAGGGACAA 

V T V S 
TGGTCACCGTCTCT -J¡,3 

CDHJ 

LACKFYFEETV 1-!KYLL TA/,AGL 
Vn4ch1 CTTGC/,TGCAAA.TTCTATTTCN\GGAGACAGTC'ATAt"l,TGP..AATACCTNT'TGCCTACGGCAGCCGCTGGATT 
Sfi I 
LLLA AQPJ, MAQVQLVESC1l\F.VKEPG 
GTTAT1'ACTCGC GGCCCAGCCGGC CATGGCCCAGGTGCAGCTGGTGGAG1·CTGG/,GCTGAGGTGIV\GGAGCCTGGG -'l11l 
" S V K V S C E ¡, S G Y T P 1J Y G S VJ V R Q A P 
GCCTCi,GTGAAGGTC'fCCTGC AAGGCTTC'I'GGQ.'!'{'C Acc·~·_:I.~-º~ AACT ;, TGGAATC f\GCTGGGTGCGAC AGGCCCCT 

CDFl 
G Q G L E W M G i•,' A Y lJ i:;· tl H S A Q E P Q G R 

GGl\C1'\AGGCCTTG/v'\TGGATGGG!\TGGATCAGCGCTTAC,.0':'TTTf.ACC,!;AAr_}l2TCTGCACAGAAG':''J'CCAGGGCAGA 
CDH:! 

V 7 M T T D T S T S T t\ Y :-1 r.' L P. LKSDDTAV 
TCN.":C'ATGACCAC/,GACACATCC1\CGN"JCACAGCCTACt'\TGGtv\CT'-li\GGAGCCTCA!v\TCTGACG1\CACGGCCGTGT 

Y C A R S N Q G Y S .l\ T 1.'l E L L P A A F O I W G H 
f\'l'TACTGTGr.Gl\f~GTCAAACCAAGGTTATAGCGCCl\CCTCGGAATTACTTCCGGCAGCTTTTGATATCTGGGGCCATG --------------coR3 _____________ _ 
'; T '.J V '!' V S 
~-..,-;,;e- l1..l,TGG'1'C' /\CCGTCTC';' -J,.3 

Figura 16. Secuencias de las regiones V,, de los scFv positivos contra (l-NH,-latrotoxina. En la 

figura se muestra la secuencia de los genes V., de cada uno de los scFv positivos contra a-NH,

latrotoxina. En las secuencias se destacan los CDRs así como el sitio de restricción para la enzima 

Sfi l. Además se muestran las combinaciones v.,-J., que fue utilizada para amplificar cada gen. La 

secuencia fue corroborada en ambos sentidos. Las secuencias de las clonas Vn4pl y Vn4p4 se 

muestran como una sola ya que son iguales. Las clonas Vn4p3 y Vn4p6 así como las clonas Vn4p4 y 

Vn4p5 aunque tienen el mismo patrón de restricción poseen diferente secuencia. 
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EUSAs de reactlvidad cruzada, 

Después del "fingerprinting" y el análists de secuencia de los anticuerpos positivos se 

analizaron estos contra cada uno de los antígenos para determinar su especificidad. cada 

uno de los anticuerpos fue retado contra diferentes antígenos los cuales no están 

relacionados con el antígeno contra el cual fueron seleccionados. En la Figura 17A se 

muestran los resultados para los cuatro anticuerpos positivos contra Cn2. En la Figura 178 se 

muestran los resultados para los anticuerpos positivos contra Clll. En la Figura 17C se 

muestran los resultados para los anticuerpos positivos contra a-NH,-latrotoxina. El único caso 

de reactivldad cruzada es entre el anticuerpo Cn24ch2 y ClllchS, los cuales son idénticos en 

secuencia. El resto de los anticuerpos repetitivos que poseen el A27mod no cruzan ni con 

L TX, ni con Cn2. En el caso de Cn2 se esperaría que cruzaran ya que los antígenos son de 

igual tamaño y las diferencias entre los anticuerpos es mínima. Sin embargo, en estos casos 

no se obtiene reacción cruzada. Los anticuerpos contra L TX que poseen el V" repetitivo 

tienen un L1 diferente lo cual podría explicar porque no reconocen a Cll 1 o Cn2. 
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e 
o.s 

t!t.w~i-l.,'.:-l·· 

0.45 DCN2 

0.4 •c111 
O.lS 

O.l 0012 

O.JS CLTX 
O.J 

0.15 .-... 
0.1 DBSA 

0.05 
o 

cont~· Vn4pl/4 Vn4p2 Vn4p3 Vn4p5 Vn4p6 Vn4p7 Yn4dt1 

Figura ~7. EUS4 de reactividad cruzada. En la figura se muestran los resultados de los ELISA de 

reactlvldad cruzadas los cuales fueron realizados para cada una de las clonas posltlVas contra los 

diferentes antlgenos. El panel A corresponde a las clonas positivas contra Cn2. El panel B corresponde 

a las clonas positivas contra Cll1. El panel e corresponde a las clonas positivas contra u-NH,

latrotoxina. Los resultados mostrados son una media de al menos tres experimentos independientes. 
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Discusión 

DISCUSIÓN 

El rasgo distintivo de los anticuerpos es su capacidad para reconocer a cualquier otra 

molécula con gran especificidad y alta afinidad. Aunque mucho se ha avanzado en la 

comprensión de la relación entre la estructura y la función de los anticuerpos, aun se 

desconoce de que depende que un anticuerpo dado reconozca cierto ligando o grupo de 

ligandos dentro del vasto universo antigénico. Esto se demuestra en el hecho de que es 

imposible predecir la especificidad de un anticuerpo. 

El objetivo principal de este trabajo fue demostrar que existen reglas que correlacionan la 

estructura de los anticuerpos con su especificidad. Trabajos recientes de nuestro grupo de 

investigación (Ramírez-Benítez [tesis doctoral, 2001]) han revelado la importancia de la 

longitud de L1 para determinar la geometría del sitio de unión al antígeno de anticuerpos que 

reconocen moléculas relativamente pequeñas como péptidos y pequeñas proteínas (menos 

de 70 aminoácidos, aproximadamente 7kDa) y proteínas propiamente dichas (más de 70 

aminoácidos). Las longitudes que se presentan en los anticuerpos conocidos de humano y 

ratón en L1 van desde 10 hasta 17 residuos (Ramírez-Benítez [tesis doctoral, 2001]). El 

84% de los anticuerpos que reconocen péptidos presentan longitudes de L1 de más de 13 

residuos (Ramírez-Benítez [tesis doctoral, 2001 ). En contraste, los anticuerpos anti-proteínas 

presentan longitudes de menos de 13 residuos (Ramírez-Benítez [tesis doctoral, 2001). 

Basados en esta correlación, se diseñaron e implementaron dos repertorios de 

anticuerpos. Uno de ellos fue diseñado con el gen variable ligero de humano kappa A27, el 

cual esta presente en el 25% de los anticuerpos de humano reportados hasta la fecha 

(Griffiths et al., 1994 ). Este gen posee un L1 de 12 aminoácidos por lo cual es esperado 

tenga una tendencia a reconocer proteínas. El otro repertorio fue generado a partir de una 

modificación de este gen, la cual consiste en una sustitución del Ll del gen A27 por la región 

equivalente del gen DPK24. El gen DPK24 posee una longitud de 17 residuos y 

consecuentemente debe reconocer moléculas relativamente pequeñas. Cada uno de estos 

genes se combinaron con el repertorio de los genes que codifican para las cadenas 

variables pesadas de humano y se expresaron en formato de fragmento variable de 

cadena sencilla (scFv) en la superficie del fago M13 como proteínas de fusión a la proteína 

PIII del fago. La biblioteca con el gene A27 se llamo VH-A27 y la biblioteca con el gene 

A27 modificado se llamo VH-A27mod. 
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El tamaño de la biblioteca VH-A27 se estimó en lx106 variantes, mientras que la biblioteca 

VwA27mod rindió 6x107 variantes. Este tamaño en el entorno de 106 variantes es 

comparable con el tamaño de bibliotecas de mediana talla reportadas en la literatura 

(O'Connell et al, 2002). Si se considera que el repertorio de anticuerpos de un ratón es 106 

variantes, y que un ratón es perfectamente inmunocompetente, se puede asegurar que 

esta talla es suficiente para reconocer cualquier antígeno, al menos con una afinidad en el 

rango micromolar. 

Tanto como el 96% y 98% de las secuencias analizadas por ensayo de restricción en las 

bibliotecas VH-27 y Vw27mod, respectivamente, mostraron la talla correcta. Esto indica que el 

tamaño efectivo de las bibliotecas (clonas con potencial para expresar anticuerpos) esta muy 

cerca de tamaño neto de las mismas (alrededor de 108 variantes). El análisis de la diversidad 

de cada una de las bibliotecas reveló, sin embargo, que en el caso de VwA27, solo 15 de 30 

secuencias analizadas fueron diferentes (Tabla 2), lo cual indica un sesgo hacia la familia VHl, 

de donde provienen las secuencias repetidas (análisis de secuencias). En la biblioteca VH

A27mod, el sesgo fue menor. Solo 2 secuencias de 30 analizadas fueron idénticas. No 

obstante, las dos secuencias idénticas pertenecen a la familia VHl. Este sesgo pudiera 

haberse introducido durante el proceso de amplificación del repertorio de genes VH, 

posiblemente por un desbalance en los oligonucléotidos utilizados para la amplificación. 

Aun con este sesgo, se consideraron ambas bibliotecas como útiles y se procedió a su 

selección. Al utilizar estas bibliotecas para seleccionar anticuerpos contra moléculas de 

diferente tamaño, Cn2 y Clll de aproximadamente 7 kDa y LTX de aproximadamente 30 

kDa, se observó, que la biblioteca VwA27 mostró una mayor señal de D0492nm contra la 

L TX (Figura 9), si se compara con la señal de E LISA obtenida para las dos proteínas 

(menor tamaño). Por el contrario, la biblioteca VH-A27mod, dio una mayor señal de ELISA 

contra las proteínas relativamente pequeñas (Figura 9). Esta tendencia se confirmó al 

analizar la expresión de scFvs libre en un número de colonias tomadas al azar después de 

la cuarta ronda de selección para ambas bibliotecas (Figuras de la 10-12). 

En la siguiente tabla se resumen los resultados obtenidos después de la selección de 

ambas bibliotecas contra la NHrLTX y Clll. En el análisis no se incluyen los resultados 

obtenidos para Cn2 pues no se pueden comparar ambas bibliotecas ya que para la 

biblioteca VwA27 no se obtuvieron resultados confiables. En este último caso se produjo 
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una contaminación con una clona no deseada lo cual impidió, aparentemente, la selección 

de anticuerpos de interés. 

Antígeno 

Clll 

LTX 

Frecuencia (%) de clonas positivas" 

VH-A27 VH-A27mod 

12.5 

34.3 

so.o 
0.9 

Frecuencia (%) de scFv unicos6 

VH-A27 

2.5 

20.0 

VH-A27mod 

17.5 

2.9 

Tabla 5. Frecuencia de clonas positivas y únicas (por "fingerprinting" y secuenciación) seleccionadas 

de las bibliotecas. a. La frecuencia de clonas específicas se calculó como el número de clonas 

positivas entre el número total de clonas seleccionadas de la ronda cuatro para cada biblioteca (72, 

40 y 35 para Cn2, Clll y NH,-LTX en ambas bibliotecas, respectivamente). b. La frecuencia de 

clonas únicas se calculó como el número de clonas positivas y que por secuenciación resultaron 

secuencias únicas entre el número total de clonas seleccionadas de la ronda cuatro para cada 

b1bl1oteca (72, 40 y 35 para Cn2, Clll y NH,-LTX en ambas bibliotecas, respectivamente). 

Como se observa en la Tabla 5, cuando se utilizó la biblioteca VwA27 (un L1 corto) para 

seleccionar anticuerpos contra la Clll (molécula pequeña), el número de clonas positivas fue 

del 12.5%. Esta frecuencia de éxitos (clonas positivas/total analizado) aumentó a 50 % (4 

veces) al utilizar VH·A27mod (Ll largo). 

Por otra parte, al utilizar VwA27mod (Ll largo) para seleccionar anticuerpos contra la NHr 

L TX (molécula grande), la frecuencia de éxitos es menor del 1 %. En contraste, al utilizar Vw 

A27 (un L1 corto) y LTX (molécula grande) la frecuencia de éxitos fue de 34.3%. Esta 

frecuencia disminuyó a 0.9% cuando se utiliza la biblioteca VH-A27mod {Ll largo) con la NH2-

L TX. Es decir la frecuencia de éxitos disminuyó 38 veces. 

Esto no solo se cumple para el número de clonas positivas, sino también para el número de 

clonas únicas. Es decir, las bibliotecas no solo respondieron de manera diferencial ante el tipo 

de antígeno, sino también que lo hicieron con respuestas diversas, variantes de diferente 

afinidad o anticuerpos contra diferentes epítopes. Esto, a pesar del sesgo de las bibliotecas, 

lo cual lo hace el resultado aun más relevante. 

El análisis por secuencia de la clonas únicas también reveló resultados muy Interesantes que 

pueden ser explicados dentro del marco de la hipótesis básica del proyecto. La mayoría de los 

anticuerpos independientemente de la biblioteca de que procedan y contra que antígeno se 

hayan generado poseen un Hl de 7 residuos. Además para la mayoría de los anticuerpos 

positivos contra cualquiera de los antígenos se observa un H2 conservado (7 residuos 
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mayormente) y en mucho de los casos conservados en cuanto a secuencia. Solo en el caso 

del anticuerpo Clllpl se obtuvo un H2 mas largo de lo común (10 residuos), lo cual podría 

ser una explicación de porque reconoce a un antígeno pequeño. 

Por otra parte se han reportado unos pocos casos de anticuerpos anti-péptidos que poseen 

L1 corto. En estos casos, sin embargo, la estructura del sitio de unión al antígeno conserva 

una geometría cóncava. Este hecho esta soportado por la presencia de un lazo hipervariable 

H3 con una longitud inusualmente larga (17 residuos) (Almagro, comunicación personal). En 

el caso de las clonas positivas contra Clll una clona de las 7 proviene de la biblioteca VwA27 

(L1=7, por tanto corto). En este caso no se observa un H3 particularmente largo sino por el 

contrario; sin embargo este anticuerpo posee la talla de H2 más larga ( 10 residuos) 

observada para los anticuerpos positivos contra Cill. Esta podría ser una explicación de 

porque reconoce este antígeno o quizás solo este reconociendo un epítope lineal sobre el 

antígeno. 

Para los anticuerpos anti-proteínas también se han encontrado excepciones a la que parece 

la regla general. La presencia de un L1 largo en la estructura de un anticuerpo anti-proteína 

genera un sitio de unión al antígeno cóncavo. En estos casos al analizar como ocurre la 

interacción del antígeno con el anticuerpo se han encontrado dos fenómenos. En algunos 

casos la interacción no es complementaria, sino que el antígeno se coloca sobre la estructura 

del sito de unión dejando vacía la cavidad formada por el L1 largo. En otros casos el antígeno 

presenta una protuberancia que se encaja en dicha cavidad y el resto de la proteína se 

acomoda sobre la superficie del sitio de unión (Almagro, comunicación personal). En el caso 

de las clonas positivas contra NHrL TX una clona de las 7 proviene de la biblioteca Vw 

A27mod. Este resultado podría estar dado por el hecho de que este reconociendo algún 

epitope protuberante sobre la proteína. Esta especulación se puede hacer sobre la base de 

que esta clona posee un anticuerpo con un H3 muy largo (18 residuos), 6 residuos más largo 

que la mayoría de las clonas positivas contra este antígeno. Además este H3 es idéntico a 

otro encontrado en una de las clonas procedentes de la biblioteca VwA27 (Vn4ch2), por lo 

que se puede decir que ambos anticuerpos pueden estar reconociendo el mismo epítope. En 

la tabla 6 se resumen las secuencias de los CDRs para cada una de las clonas positivas para 

hacer un poco más fácil el análisis. 
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sc:Fv 
Cn24chl 

Cn24ch2/ Ollch5 

Cn24ch3 

Cn24ch4 

Cl1ch1 

Cllch2 

Cllch3 

Cl1ch4 

Cltch6 

Cllpl 

Vn4p1/Vn4p4 

Vn4p2 

Vn4p3 

Vn4p5 

Vn4p6 

Vn4p7 

Vn4chl 

CDR1 
GFTFTAY 

GF5FTTY 

GGSISSS 

GYTLTDY 

GFTFSDY 

GGSISSGGY 

GYTFSNY 

GFSFrTY 

GfSFrTY 

GDSVSSNSA 

GFSFTTY 

GfSFTTY 

Gfsrnv 
GYTFSNY 

Gi'Sf1 rY 

cJr ~)r r: , 

GYTFSNY 

CDR2 
SYDGSK 

YSGNTN 

HSGSTN 

PNSGGTN 

FNGGDKYY 

YSGSTYYN 

AYNGNTN 

AYNGNTN 

TYYRSKWYND 

AYNFNPN 

CDR3 

DMMTYFGDYSFDS 

PYNWNLAVAFDL 

PYNWNLAVAFDL 

RPPSSTPYGVFDY 

PMVSFDY 

GRVLMVYLDY 

DRTDYGRMDF 

PYNWNLAVAFDL 

PYNWNLAVAFDL 

SPWSYFDY 

PYNWNLAVAFDL 

SNQGYSA TWELLPMFOJ 

PYNWNLAVAFDL 

PYNWNLAVAFDL 

PYNWNLAVAFDL 

PYNWNLAVAFOL 

SM<x:;YSA TWfU PAAFDI 
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Tabla 6. Comparación de la secuencia de los CDRs en las donas positivas. En la tabla se puede 

observar que existe un sesgo hacia el uso de ciertos tipos de CDRs. Para el caso del CDRl el 53% 

(secuencias en verde) de las clonas poseen la misma secuencia. En el caso del CDR2 el 47% de las 

donas posee la misma secuencia y el mayor por ciento se encuentra en las clonas que reconocen a 

L TX (secuencias en naranja). En el caso del CDRJ un 53% de las clonas posee la misma secuencia 

(secuencias en azul). Este sesgo podría ser una consecuencia del sesgo original pues nótese que la 

mayor parte del mismo se encuentra concentrado en las clonas que proviene de la biblioteca v"
A27. En rojo se señalan los CDRJ de las dos clonas que reconocen a L TX aunque provienen de 

diferentes bibliotecas. 

Por último el análisis de la especificidad reveló que existen dos anticuerpos que tienen 

reactividad cruzada contra Cn2 y Clll. El análisis de secuencia reveló que estos dos 

anticuerpos poseen la misma secuencia o sea son un solo anticuerpo (ClllchS y 

Cn24chh2). El resto de las clonas son específicas aun cuando algunas de ellas son muy 

parecidas en secuencia. Esto último reafirma la Importancia del L1 en el reconocimiento 

antígeno-anticuerpo. 
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Conclusiones 

CONCLUSIONES 

La biblioteca V11-A27mod que lleva como gen variable ligero un A27 cuyo Ll (12 .. 

residuos) ha sido sustituido por el L1 del gen variable ligero DPK24 (17 residuos) 

reconoce, preferentemente, a Clll y Cn2. 

La biblioteca v .. -A27 que lleva como gen variable ligero a A27 (L1=12 residuos) 

reconoce, preferentemente, a la NHrL TX. 

Se obtuvo más de un anticuerpo contra cada antígeno. 

La variabilidad de las bibliotecas fue suficiente para seleccionar anticuerpos 

contra diferentes antígenos. 
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PERSPECTIVAS 

Determinar la afinidad de los anticuerpos seleccionados contra los antígenos utilizados 

en este trabajo. 

Determinar si dichos anticuerpos son capaces de afectar la toxicidad "in vivo" de las 

toxinas contra las cuales fueron seleccionadas. 

Con estos dos puntos se redondearía el trabajo que abarca esta tesis y se tendrían datos 

suficientes para escribir una publicación en una revista internacional. 

Además las bibliotecas de anticuerpos humanos que aquí se describen son de gran utilidad 

para trabajos futuros ya que como se ha descrito en la bibliografía y se demostró en este 

trabajo las mismas podrían utilizarse en la selección de anticuerpos nuevos contra cualquier 

tipo de antígeno que fuera de Interés. Así surgen un sinnúmero de perspectivas nuevas tales 

como: 

Utilizar un panel de antígenos nuevo y de mayor tamaño que incluyan moléculas de 

diferentes tamaños, lo cual podría ayudar a confirmar nuestra hipótesis original. 

Estos antígenos podrían ser elegidos atendiendo a alguna característica Interesante de 

modo tal que los anticuerpos obtenidos tengan alguna relevancia. 
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