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RESUMEN

Los péptidos o proteínas, bajo ciertas condiciones, pueden convertirse de su forma soluble a 

agregados fibrilares, y dichas transiciones pueden dar lugar a condiciones patológicas que van desde 

desórdenes neurodegenerativos a amiloidosis sistémicas. Este último grupo de enfermedades se caracteriza 

por el depósito de fibrillas proteicas en órganos y/o tejidos, las cuales tienen propiedades ópticas y 

tintoriales específicas. Sin embargo, dado que las bases moleculares de las amiloidosis no se encuentran 

totalmente esclarecidas se ha dificultado encontrar un tratamiento más eficaz para las mismas. Por ello se 

ha recurrido a la generación de un modelo peptídico, un fragmento variable de cadena ligera humana 

denominado 6aJL2 (Del Pozo-Yauner, L, et al, artículo sometido) que ha permitido el estudio de la 

amiloidosis AL, enfermedad generada por cadenas ligeras de inmunoglobulinas. Este modelo, ha 

coadyuvado para encontrar potenciales agentes inhibidores de la agregación. 

La generación de fragmentos de anticuerpos ha resultado ser una vía de gran utilidad para la 

obtención de ligandos de alta afinidad. Estos ligandos, pueden tener la capacidad de aumentar la 

eficiencia y velocidad de una reacción, de bloquear reacciones enzimáticas, tener un uso preventivo y 

terapéutico. La posibilidad de su aislamiento mediante la metodología del despliegue en fagos ha abierto 

las puertas para encontrar moléculas dirigidas contra blancos específicos que permiten el análisis y 

manipulación de interacciones entre proteínas. De esta forma, en el presente trabajo se describe el 

desarrollo de fragmentos de anticuerpos humanos aislados de un repertorio no inmune (sin previa 

maduración del anticuerpo), mediante el despliegue en fagos. Utilizando una biblioteca de fragmentos 

variables de cadena sencilla (scFv), se ha aislado el scFv 7D con capacidad de reconocimiento tanto de 

la forma soluble como de la fibrilla formada por 6aJL2. De acuerdo a los valores de fluorescencia con 

Tioflavin T, el scFv 7D tiene una capacidad inhibitoria de la extensión de fibrillas formadas por 6aJL2 y R25G 

(Del Pozo-Yauner, L, et al, artículo sometido) en alrededor de un 53% y 85% respectivamente, cuando es 

utilizado en una proporción 1:1 de monómero 6aJL2:scFv 7D. Además, según los ensayos de estabilidad

funcional, pierde el 75% de la capacidad de reconocimiento al monómero en presencia de 0.5 M de 

cloruro de guanidinio; sin embargo, la mantiene en un 80% a la fibrilla, a concentraciones crecientes del 

agente desnaturalizante. Así mismo, la capacidad del reconocimiento del monómero y la fibrilla se ve 

abatida en un 70% al aumentar la temperatura a 37oC. Por otro lado, mediante un ensayo de 

competencia por ELISA, el scFv 7D reconoció un epitope distinto al que reconoce un anticuerpo 

monoclonal murino 55-5-F5 (Solomon, A., et al) dirigido específicamente contra el monómero de 6aJL2 

(control positivo), ya que no se observó ningún desplazamiento del scFv por este último.

El scFv 7D representa un agente potencialmente terapéutico de una gran variedad de amiloidosis. 

Además, es un anticuerpo susceptible a ser modificado por maduración in vitro para mejorar propiedades 

tales como la estabilidad, afinidad y la capacidad inhibitoria de la agregación de proteínas 

amiloidogénicas.



I. INTRODUCCION

Las amiloidosis

Las amiloidosis son un grupo de enfermedades que pueden ser localizadas o sistémicas, con 

una severidad y resolución variables. Tienen como característica común la deposición, en diferentes 

órganos y tejidos, de agregados fibrilares con propiedades ópticas y tintoriales específicas 

(birrefringencia verde manzana en microscopía de polarización cuando son teñidos con rojo congo). 

Estos agregados son insolubles en solventes fisiológicos y resistentes a la acción de proteasas.1,2

Se conocen más de 20 proteínas y péptidos (Tabla 1) capaces de agregarse en forma de 

amiloide in vivo y provocar enfermedad. Entre ellas se encuentran las cadenas ligeras de 

inmunoglobulinas y sus fragmentos, la transtiretina, los priones, la proteína A de fase reactiva, la 

insulina, la 2-microglobulina, el péptido natriurético atrial, y otras proteínas y péptidos con funciones 

aún no bien conocidas.3-5 Si bien estas proteínas difieren significativamente en su estructura primaria y 

tridimensional y/o proporción de estructuras secundarias de tipo hoja plegada  y hélice , todas dan 

lugar a fibras muy parecidas al microscopio electrónico, cuyo núcleo estructural es común. Se 

conoce que cualquiera que sea el origen de las fibras, éstas poseen una estructura caracterizada por 

hebras  que se orientan perpendicularmente al eje mayor de la fibra, las cuales dan lugar a extensas 

hojas  que se extienden paralelamente al eje mayor de la fibra. Este motivo se ha denominado 

“estructura  cruzada” y es responsable del patrón de difracción que se ha obtenido de fibras. Al 

microscopio electrónico los agregados amiloides están formados por fibras no ramificadas de 8 a 10 

nm de diámetro y con longitud variable. 6,7

Tabla 1.  Algunas proteínas amiloidogénicas asociadas con enfermedad.

Proteína 
amiloidogénica

Tipo de estructura Enfermedad Distribución de la proteína depositada, 
en tejido

Proteína prion y 
sus fragmentos

Fragmento N-terminal (23-121) 
desplegado en forma nativa, 

dominio C-term (121-230) en -
hélice predominantemente

Creutzfeld-Jacob, 
encefalopatía bovina 

espongiforme Cerebro

-Amiloide y sus 
fragmentos

Desplegado en forma nativa Alzheimer, amiloidosis 
cerebrovascular Cerebro

Huntingtina -Helical (pero el axon 1 
desplegado, forma fibrillas)

Huntington Cerebro

Amiloide sérico 
A y  fragmentos + 

Amiloidosis AA Vejiga, estómago, tiroides, riñón, bazo, 
hígado, tracto gastrointestinal

Amilina Desplegado en forma nativa Diabetes mellitus tipo II Páncreas

Lisozima +  Amiloidosis sistémica 
hereditaria

Diversas vísceras y tejidos

Transtiretina Hojas  predominantemente Amiloidosis sistémica senil Casi todos los órganos y tejidos, 
incluyendo el corazón, glándulas, 

arterias, huesos, hígado, tracto digestivo.

Dominios 
variables de 

cadenas L de 
anticuerpos

Hojas  Amiloidosis AL Casi todos los órganos y tejidos, 
incluyendo el corazón, glándulas 

endocrinas, hígado, riñón, bazo, tracto 
gastrointestinal, piel, lengua, sistema 



nerviosos periférico.

-sinucleína Desplegada en forma nativa Parkinson Cerebro

Amiloidosis de cadenas ligeras

El depósito sistémico de fibrillas amiloides derivadas de cadenas ligeras de inmunoglobulinas 

y/o sus fragmentos es el agente causal de la amiloidosis AL, lo cual se asocia a disfunción de uno o 

varios órganos. Los órganos más comúnmente afectados son: riñones, corazón, hígado y los nervios  

del sistema periférico. Una población de células plasmáticas monoclonales es la fuente de las 

cadenas ligeras amiloidogénicas que, si bien no es abiertamente maligna, sí posee frecuentemente 

alteraciones genéticas importantes. Dadas las características de las células productoras de la 

proteína amiloidogénica, en la amiloidosis AL, a diferencia de otras amiloidosis, hay una alta 

heterogeneidad en la secuencia de la proteína que se agrega. Esto se debe a las numerosas 

mutaciones somáticas que se acumulan en el dominio variable de las inmunoglobulinas maduras. Esta 

heterogeneidad en la secuencia determina variabilidad en la evolución clínica de los pacientes.8

Se sabe que las propiedades que determinan la tendencia a la agregación amiloide están 

codificadas en el dominio variable. El isotipo  es tres veces más frecuente que el  entre estas 

proteínas y se ha reportado que entre el 20 y el 40% de los casos de amiloidosis AL provocados por 

cadenas ligeras  son causados por el subgrupo 6. La alta frecuencia de este subgrupo en la 

amiloidosis contrasta con su baja expresión en el repertorio de IgG de individuos sanos, que es de 

aproximadamente 2%. Dado que la familia 6 se compone de un único segmento de gen de VL (el 

gen 6a), se ha planteado que el, o los factores que determinan la tendencia a la agregación 

amiloide de las cadenas ligeras 6 están codificados en este segmento génico.9-12  Sin embargo, en 

nuestro grupo recientemente se demostró que la línea germinal es poco fibrilogénica. 

Si bien se acepta que el determinante mayor de la amiloidogenicidad de las cadenas ligeras 

es la estructura primaria del dominio variable (porque determina la distribución espacial de los 

átomos, involucrados en las interacciones que estabilizan las fibrillas), no se excluye la posibilidad de 

que hay otros factores involucrados que puedan influir de algún modo en el proceso de formación de 

los depósitos amiloides. Ejemplos de estos factores son: síntesis proteica, concentración de las 

cadenas ligeras en los fluidos corporales, glicosilación proteínica y características biológicas 

particulares de cada paciente.1,13



II. ANTECEDENTES 

 

Mecanismo de formación de amiloides 

 Aunque la agregación de proteínas amiloides es un fenómeno común a un gran número de 

enfermedades de origen muy diverso (infecciosas, genéticas, inflamatorio-degenerativas y por causa 

desconocida) y por ende, de gran importancia clínica, el o los mecanismos que lo explican no han 

sido totalmente esclarecidos. 

 Se han estudiado un gran número de cadenas ligeras amiloidogénicas; sin embargo, no se ha 

logrado establecer alguna secuencia consenso que determine la agregación, lo cual se dificulta  

significativamente por la alta variabilidad en la estructura primaria que presentan estas proteínas. A 

pesar de ello, evidencias experimentales sugieren que mutaciones en ciertas regiones pueden 

modificar profundamente el comportamiento fibrilogénico de algunas cadenas ligeras.6 Los 

resultados experimentales obtenidos por nuestro grupo indican que la región amino terminal está 

íntimamente implicada en el mecanismo de agregación de las cadenas ligeras λ6.  

Para explicar las bases moleculares de la formación de amiloides se ha propuesto que la 

agregación ocurre cuando la estructura rígida de la proteína nativa se desestabiliza  por el efecto de 

mutaciones somáticas, condiciones de pH, fuerza iónica o presencia de sustancias desnaturalizantes 

como la urea, que favorecen el desplegamiento parcial de las misma. El resultado es la formación de 

un intermediario parcialmente desplegado en el que están favorecidas las interacciones 

intermoleculares que estabilizan la estructura polimérica de la fibrilla. Algunas de estas interacciones 

son de tipo electrostático, hidrofóbico y fundamentalmente por puentes de hidrógeno entre hebras β 

de moléculas diferentes.3,14-16

La elucidación total del proceso de agregación implica la identificación de todos los estados 

conformacionales y estructuras oligoméricas adaptadas por la proteína en vía de agregación. La 

identificación y caracterización de estos intermediarios (Fig. 1), en especial, los oligómeros solubles, 

permite saber su importancia en la patogénesis de las amiloidosis y conocer mejor un posible blanco 

para su tratamiento. 

Posterior a su biosíntesis en el ribosoma, una cadena polipeptídica se despliega. después se 

puede poblar en una distribución amplia de conformaciones, donde cada una tiene una estructura 

persistente pequeña o se pliega como una estructura compacta única. En este estado 

conformacional, la proteína puede permanecer como monómero o asociarse para formar 

oligómeros o agregados (Fig. 1). Tarde o temprano la mayoría de las proteínas serán degradadas 

bajo condiciones controladas y como parte de procesos bioquímicos normales, con sus aminoácidos 

siendo reciclados frecuentemente. 
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Fig. 1 Representación esquemática de algunos estados conformacionales, adoptados por las cadenas polipeptídicas y de 
las maneras en las que pueden interconvertirse. Chiti et al. 2006. 

  

  

Motivos antiagregantes Motivos antiagregantes 

Las fibrillas amiloides tienen una estructura que, como se mencionó anteriormente, es rica en 

hojas β, pero considerando que las proteínas ricas en este motivo son regularmente solubles, surge la 

interrogante  sobre qué elementos estructurales habrían sido incorporados en las mismas durante la 

evolución, que evitarían la tendencia natural de las mismas a formar agregados potencialmente 

insolubles por interacciones β-β (entre las hebras bordes de sus hojas β).17,18 

Las fibrillas amiloides tienen una estructura que, como se mencionó anteriormente, es rica en 

hojas β, pero considerando que las proteínas ricas en este motivo son regularmente solubles, surge la 

interrogante  sobre qué elementos estructurales habrían sido incorporados en las mismas durante la 

evolución, que evitarían la tendencia natural de las mismas a formar agregados potencialmente 

insolubles por interacciones β-β (entre las hebras bordes de sus hojas β).17,18 



Los bordes de hojas β (hebras β de los extremos de la hoja, ver figura 2) son regiones que 

pueden participar, mediante sus grupos donadores y aceptores de puentes de hidrógeno libres, en 

interacciones con las hebras bordes de otra molécula, lo cual podría resultar en la formación de 

estructuras poliméricas insolubles. Sin embargo se ha demostrado que durante la evolución, las 

proteínas ricas en estructuras β han incorporado motivos antiagregantes, ya sea de estructura o de 

secuencia, cuyo fin no es mejorar la función biológica de cada proteína en particular, sino evitar la 

exposición de las hebras bordes. De ese modo se preserva la solubilidad de la molécula aún en las 

condiciones intracelulares caracterizadas por alta concentración de proteína. Los motivos más 

frecuentes son la estructura en barril β (por concepto no posee hebras borde), residuos de prolina en 

sitios claves de la hebra borde (desfavorecen las interacciones por puente de hidrógeno), residuos 

cargados situados en una hebra borde orientados hacia la hebra borde contra lateral en el contexto 

de un β sándwich, sectores estructurados en α hélices o en asa que cubren los bordes de una hoja β 

(imponen restricción estérica a las interacciones con la hebra borde), estructuras en “bulbo  β” (β 

bulges en la literatura inglesa), los sectores peptídicos que cambian de hoja en los β sandwich (sheet 

switches en la literatura inglesa) y las hebras borde muy cortas. Las estructuras tipo bulbo β y/o prolinas 

desfavorecen interacciones β por constituir una protrusión local hacia fuera de la estructura proteica 

(en el caso de la prolina, la protrusión es el aminoácido per se) de forma que se bloquea el acceso 

por la cara convexa de la protrusión a la hebra borde.19
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Fig. 2 Modelo cristalográfico del rVL Jto (Número de identificación del PDB, 1CD0). Los residuos Pro7 e His8, que
determinan el motivo “sheet switch” del amino terminal se señalan con flechas. Adicionalmente, se visualiza el asa
40-59 que funge como otro motivo antiagregante.



Todos los dominios de las inmunoglobulinas, incluyendo el dominio VL, se caracterizan por un 

plegamiento de tipo β sándwich. Esta estructura posee cuatro hebras bordes, potencialmente 

disponibles para interacciones β-β. El análisis detallado de la estructura cristalográfica de varias 

cadenas ligeras λ y de la literatura relacionada con el tema de la fibrilogénesis de estas proteínas ha 

permitido identificar un conjunto de motivos estructurales que posiblemente inhiben la agregación 

amiloide del dominio variable. Uno de estos motivos es el extremo amino terminal, particularmente el 

segmento ubicado entre las posiciones 1 y 14, que en la estructura 3D se sitúa entre las hebras β B y G 

(hebras externas bordes de “sándwich”). En las cadenas ligeras λ6, el extremo amino terminal 

interactúa con ambas hebras bordes mediante enlaces por puente de H. Con la hebra B la 

interacción es entre los grupos carbonilo y amida de la cadena principal de Asn5 y Thr24, 

respectivamente, pero también se establece una interacción de tipo “planar” entre el anillo fenólico 

de la Phe2 y el grupo guanidinio de la Arg25. Ambos son residuos típicos en la secuencia λ6. 

Adicionalmente se establece un par de puentes de hidrógeno entre el grupo carbonilo de la cadena 

principal de  Leu4 y el amida de la cadena principal de Gly100, situado en la hebra borde G. En la 

posición de la Pro7 la cadena principal cambia de dirección y se acerca a la hebra G, giro que es 

estabilizado por una red de interacciones por puente de hidrógeno entre Gln6, Pro7 y Thr102. A partir 

de la His8 y la Arg103 se establecen varias interacciones por puente de hidrógeno entre parejas de 

residuos de ambas hebras (amino terminal y hebra  borde G), las que se extienden hasta Glu13 y 

Leu107. La His8 se sitúa en el centro del giro y su cadena lateral, relativamente voluminosa, se orienta 

hacia el solvente, sobresaliendo de la superficie de la molécula y probablemente representando un 

impedimento estérico para interacciones intermoleculares que impliquen al segmento amino 

terminal. Las cadenas laterales de Leu4, Gln6 y Val 11 se orientan hacia el espacio limitado entre 

ambas hojas del sándwich, penetrando hasta en núcleo apolar del dominio (que está formado 

además por el enlace disulfuro Cys23-Cys88 y el Trp35). Las interacciones que establecen estos 

residuos con el núcleo apolar probablemente estabilizan la conformación del segmento amino 

terminal y favorecen su función estructural. Es muy significativo que la interacción Phe2-Arg25 parece 

ser energéticamente muy importante para la estabilidad del dominio y para la función del extremo 

amino terminal como motivo antiagregación. La sustitución de la Phe2 por otros residuos, como Leu, 

Pro y Ser, acelera la cinética de agregación amiloide del dominio variable modelo 6aJL2 y disminuye 

su estabilidad termodinámica en modo dependiente del residuo sustituto. Estos resultados se muestran 

en la tabla 2 y la figura 3. 

La estructura del segmento amino terminal descrito (motivo sheet switch, ver figura 2) es un 

arreglo muy útil para evitar la agregación, porque interrumpe efectivamente los dos bordes 

expuestos.19 En el caso del dominio 6aJL2, deja escasos grupos donadores y aceptores de puentes de 

H de las hebras bordes B y G disponibles para interacciones intermoleculares. Adicionalmente, otras 

interacciones de la hebra borde G con componentes de la interfase con el VH en el contexto del 

anticuerpo ocupan una proporción importante de los grupos no implicados en interacciones con el 



segmento amino terminal. El otro motivo anti-agregación identificado en este polo de la molécula 

está formado por la sucesión de tres residuos de Gly (99-101) en la hebra borde G, que forman un 

“bulbo β”.  

 

 

 Tabla 2: Parámetros biofísicos del rVL 6aJL2 y algunas de sus mutantes calculados a partir de las curvas de desnaturalización 

reversible con GdnHCl. Se muestran los valores de energía libre de desplegamiento (∆Gunf) como medida de la 

inestabilidad de la proteína 6aJL2 y sus mutantes; la pendiente (m) de la gráfica de desnaturalización, como medida de 

la dependencia de la ∆Gunf  en la concentración desnaturalizante; la Cm (concentración de Gdn-HCl necesaria para 

lograr un desplegamiento en un 50% en una transición de dos estados), y la ∆∆Gunf que provee un índice para comparar 

la estabilidad entre 6aJL2 y sus mutantes. Del pozo, L. Comunicación personal. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* ∆∆Gunf = (m6aJL2 x Cmmut) – (m6aJL2 x Cm6aJL2) 
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rVL ∆Gunf(kcal/mol) -m(kcal/mol) Cm (M) ∆∆Gunf* (kcal/mol) 

6aJL2 5.1 3.6 1.42 - 

H8P 4.7 3.15 1.51 -0.32 

F2L-H8P 5.5 5.1 1.07 1.26 

F2S-H8P 2.0 1.94 1.05 1.33 

WiL 2.2 2.3 0.83 2.12 

JTO 4.6 3.5 1.22 0.72 
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Fig. 3 Cinética de fibrilogénesis in vitro del rVL 6aJL2 y alguna de sus mutantes, comparadas con las proteínas Wil (clínicamente
amiloidogénica) y Jto (clínicamente no amiloidogénicas). Los ensayos se realizaron a 100 µg/mL (8.3 µM) de cada
proteína en presencia de ThT 20 µM. Las muestras se incubaron a 370C con agitación constante de 250 rpm. La
fluorescencia de ThT se determinó a 482 nm, excitando a 450 nm. Del pozo, L. Comunicación personal. 



El tercer motivo antiagregación que se ha identificado en el dominio variable de las cadenas 

ligeras lambda 6 (y de las cadenas ligeras en general) es el sector comprendido entre los residuos 

Pro40 y Pro59, que incluye dos hebras cortas denominadas C’ y C’’ y que adopta un plegamiento en 

forma de asa, cubriendo gran parte de las hebras bordes C y D. Esta asa forma parte de la interfase 

VH-VL y se sitúa en el polo opuesto del dominio al del extremo amino terminal previamente analizado.  

El análisis detallado de las estructuras cristalográficas de cadenas ligeras de inmunoglobulinas, 

tanto en forma de dímero como en el contexto del anticuerpo, así como de la información publicada 

sobre otras proteínas amiloidogénicas con estructura similar a las inmunoglobulinas, sugiere que las 

interacciones VH-VL  son parte de los factores que estabilizan al bulbo β de la Gly100 y a la 

conformación del asa 40-59. Ambas estructuras, a diferencia del amino terminal, se situan en sectores 

de la molécula que forman parte de la interfase VH-VL y su conformación podría variar 

significativamente (además de su función como motivo anti-agregación) si faltaran las interacciones 

con el VH. En las estructuras cristalinas conocidas para las cadenas ligeras λ6, el VL se asocia en forma 

de dímero simulando la interacción VH-VL, pero en solución, aún a altas concentraciones estos 

dominios permanecen como monómeros. Soporte experimental adicional para esta hipótesis 

proviene de los resultados experimentales publicados por el grupo del Dr. A. Fink.20,21 Ellos encontraron 

que para dominios variables de inmunoglobulinas que tienen tendencia a asociarse en forma de 

dímero en solución, un paso necesario para el inicio de la agregación amiloide es la disociación del 

dímero.  

Considerando el papel potencial de las interacciones VH-VL en la estabilización de los motivos 

antiagregación del VL y el hallazgo reportado sobre el efecto de la interacción VL-VL en la reacción 

de agregación amiloide de estos dominios, se puede deducir que el desarrollo de un ligando que se 

una con alta afinidad al monómero VL puede específicamente incrementar su estabilidad y reducir la 

amilogenicidad de la misma.22 

 

Agentes anti-amiloides 

 Se han diseñado numerosos tratamientos para bloquear pasos clave en el progreso de la 

amiloidosis, que van desde estrategias para inhibir la expresión de la proteína amiloidogénica, inhibir 

su agregación utilizando ligandos pequeños, o bien aliviando sus síntomas con tratamiento celular, 

génico o farmacológico.23-34 De esta forma, se han diseñado anticuerpos para el tratamiento de 

amiloidosis como el Alzheimer, enfermedad prion en mamíferos, enfermedad Creutzfeldt-Jakob, 

amiloidosis por variantes de lisozima y por cadenas ligeras, ya sea en formato scFv, VHH o como 

anticuerpo completo. Particularmente en el caso de amiloidosis AL, el anticuerpo monoclonal 11-1F4 

ha logrado promover la desaparición de depósitos amiloides, pero mediante un mecanismo donde 

además, se ve involucrada la participación de la respuesta inmune celular.35-36

Sin embargo, considerando que quizá la estrategia mas efectiva para tratar estas 

enfermedades, es inhibiendo la agregación amiloide en sí, y teniendo el antecedente de que se han 



podido seleccionar fragmentos de anticuerpos con este objetivo en otras amiloidosis, es que se 

fundamenta el propósito de seleccionar anticuerpos en formato de scFv para generar los ligandos de 

interés que puedan ser útiles como herramienta terapéutica en la amiloidosis AL.  

 

Anticuerpos terapéuticos 

En términos generales, los anticuerpos recombinantes se han utilizado ampliamente tanto para 

propósitos de investigación biológica como en estrategia terapéutica. Para ejercer dicho efecto 

terapéutico se han usado como inhibidores de enzimas, previniendo unión a ligandos; como 

anticuerpos agonistas, neutralizando proteínas; induciendo una respuesta inmune, entre otros; de 

forma que su uso se puede hacer extensivo, constituyendo en la actualidad, el 25% de las proteínas 

utilizadas en estudios clínicos.37 Para el año de 2003, 12 anticuerpos monoclonales con fines 

terapéuticos ya habían sido aprobados por la FDA, y alrededor de 450 se encontraban en estudios 

clínicos (aproximadamente 70 progresando mas allá de la fase II). Además existen varias estrategias 

que han hecho posible la reducción de la inmunogenicidad de los anticuerpos tales como 

quimerizacion y humanización (Tabla 3). 38-40

Los anticuerpos son muy útiles, porque además de presentar gran especificidad y afinidad 

hacia su antígeno, pueden obtenerse en alto rendimiento, tienen baja tendencia a agregarse y 

pueden ser estables a altas concentraciones de desnaturalizantes, temperaturas altas y en presencia 

de proteasas. Deben de poseer estas características especialmente si se utilizan para terapia. 

Además es relevante que tengan un tiempo de vida media en el suero del paciente lo 

suficientemente largo, como para que se acumule en el tejido u órgano blanco, sea posible su 

funcionamiento, y puedan tener una biodistribucion y depuración rápidas.22,41,42 Sin embargo, por el 

tamaño de los anticuerpos completos (155 KDa), se dificulta la facilidad con la que pueden cumplir 

con estos últimos requisitos, considerando que su difusión limita tanto el proceso de reconocimiento, 

como su orientación al tejido blanco. Aunque algunos anticuerpos han podido desarrollarse 

eficazmente y han sido aprobados por la FDA, se necesita tomar en consideración problemas de 

manufactura y expresión con los que se pueden enfrentar. Para reducir estos problemas se han 

diseñado fragmentos de anticuerpos de menor tamaño (Fig. 4), pero que siguen conservando el sitio 

mínimo (fragmento Fv) de reconocimiento del antígeno, tales como los Fab’s (60 KDa) y los scFv’s (30 

KDa).43-46 

Actualmente, la minimización del tamaño de las proteínas de unión al antígeno ha sido uno 

de los objetivos de la ingeniería de anticuerpos. Incluso, desde la década de los 80’s, el grupo de 

Greg Winter, basados en el conocimiento de la existencia de anticuerpos unidominio naturales en el 

suero de camélidos y motivados por la posibilidad de encontrar fragmentos de anticuerpos más 

pequeños con propiedades biofísicas mejores, ha sometido a procesos de selección, dominios VH de 

distintas especies. Si bien tiene un par de décadas el trabajo con estos fragmentos de anticuerpos, el 



conocimiento de que los dominios VH pueden retener una proporción significativa de la afinidad a su 

antígeno en ausencia de un dominio VL, ya había sido concebido desde los 60’s.44,47,48

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4 La molécula del anticuerpo se basa en una estructura de cuatro cadenas polipeptídicas organizada en tres unidades
funcionales (Fv, Fab y Fc). Dichas cadenas, dos de bajo peso molecular (ligeras) y dos de alto peso molecular
(pesadas), son idénticas de dos a dos y se encuentran estabilizadas por enlaces disulfuro; se organizan en dominios
con aproximadamente 110 aa de extensión cada uno. En cada Fv se encuentran los CDR, regiones, cuyos residuos de
aminoacidos, se sabe que contribuyen mayoritariamente en la interacción con el antígeno. Modificado de Dübel, S.
Página electrónica personal. 

 

Tabla 3. Anticuerpos terapéuticos en el mercado. Presta et al. 2005 
 



Despliegue en fagos 

Tanto para la producción de anticuerpos monoclonales como la de sus fragmentos, se ha 

utilizado la técnica del hibridoma. Sin embargo, considerando el manejo más sencillo de otras células 

para expresión, el tiempo involucrado en la obtención de los genes de interés, la disponibilidad de la 

línea celular necesaria, entre otros aspectos, se ha recurrido al uso de despliegue en fagos. Su utilidad 

recae en la generación de moléculas contra antígenos específicos, ya sea in vivo, in vitro, in situ o ex 

vivo, a partir de bibliotecas inmunes, no inmunes o sintéticas. Es una técnica rápida, sencilla, 

económica y no requiere de equipo especial. Esta tecnología involucra la introducción de 

secuencias de péptidos o proteínas exógenas en el genoma de fagos como f1, fd y M13 (fig. 5), de 

manera que puede expresarse como proteínas de fusión con alguna proteína de cápside, mientras 

que el DNA que codifica para la fusión reside en el interior del virión. Esta unión física entre la proteína 

desplegada y el DNA que lo codifica permite el escrutinio de un gran número de proteínas.49,50

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5 Estructura del fago filamentoso M13. En la parte inferior se presentan los distintos dominios de la proteína III de la
cápside (pIII) y sus regiones G1 y G2, ricas en glicina. 

 

Es posible desplegar péptidos o proteínas como fusiones del gen III, VI o PVIII. Cuando se 

despliegan en pVIII, especialmente considerando la necesidad de obtención de bibliotecas con un 

gran número de anticuerpos, se producen partículas de fago con el péptido expuesto a lo largo de la 

superficie del fago, lo que las hace potencialmente inmunogénicas. Este despliegue se limita a 

péptidos de seis a ocho aminoácidos de largo, de manera que proteínas pVIII que contienen 

péptidos grandes o proteínas deben desplegarse en viriones híbridos (80% o más de las moléculas 

pVIII son tipo silvestre). De esta forma, cuando las bacterias que producen esta proteína de fusión 

pVIII-quimérica se infectan por fago silvestre, la proteína se une al conjunto de pVIII de tipo silvestre y 

se producen fagos que tienen un pVIII modificado con pVIII silvestre. 49

La pIII es la proteína más empleada para el despliegue; se pueden empacar moléculas 

quiméricas de la misma con insertos grandes, pero teóricamente sólo se pueden desplegar cinco 



moléculas por fago. La inserción pone la proteína extraña en el extremo carboxilo terminal de la 

partícula empacada y produce menos impedimento estérico cuando pasa a través del poro de 

salida de pVI. Sin embargo, insertos grandes tienden a bajar la infectividad del fago, limitando la 

habilidad de seleccionar una proteína desplegada en particular. 49

En su forma más simple, el proceso del despliegue en fagos se realiza en etapas denominadas 

rondas de tamizado (Fig. 6),  donde un repertorio de variantes desplegados en fagos, son incubados   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6 Proceso de tamizado de fago-anticuerpos. A un inmunotubo previamente sensibilizado con el antígeno y bloqueado
con alguna otra proteína para evitar uniones inespecíficas del anticuerpo (A), se le agrega un repertorio de partículas
víricas (B). Después de un determinado tiempo de incubación con los fago-anticuerpos, estos son eluídos con trietilamina
(C) y finalmente utilizados para infectar células (D). De esta forma, se obtienen colonias bacterianas (E,F) que contienen
el material genético que codifica para el(los) anticuerpo(s) resultante(s), y que pueden ser caracterizados. Por otro lado,
el material celular cosechado de esa ronda (G) puede utilizarse para amplificar en un cultivo las clonas seleccionadas
(H) y someterse a una nueva ronda de selección (I).  



con un blanco de interés en solución o inmovilizado. Después se lavan y excluyen los fagos no unidos 

y se eluyen los que se unen específicamente, interrumpiendo las interacciones entre el fago y la 

molécula blanco. Los fagos eluídos se amplifican y el proceso es repetido, resultando en un 

enriquecimiento del “pool” de los virus elegidos.51-54

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



III. HIPOTESIS

La agregación amiloide del VL de una cadena ligera de la familia 6 puede ser inhibida por la 

unión de un ligando derivado de un fragmento variable de cadena sencilla de anticuerpo (scFv) con 

reconocimiento especifico a la VL.

IV. OBJETIVOS

General

Obtener ligandos, basados en la estructura del scFv humano, potencialmente inhibidores de la 

fibrilogénesis in vitro del dominio variable recombinante 6.

Específicos 

1. Diseñar un sistema de selección de dominios humanos scFv a partir de librerías de fagos, basados 

en su afinidad de unión con dominios VL  6.

2. Caracterizar los scFv en términos de especificidad y estabilidad.

3. Determinar el efecto de la unión de los scFv en la fibrilogénesis in vitro del dominio variable 

recombinante 6aJL2 y sus mutantes, así como en el comportamiento de cadenas 6 

amiloidogénicas bien documentadas. 



V. MATERIALES Y MÉTODOS

5.1 MATERIALES

Equipos de reacciones

o QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN)

o Rapid plasmid purification systems (Marligen biosciences Inc.)

Amortiguadores 

o PBS (NaCl 1.37 M, KCl 30 mM, Na2HPO4  80 mM, KH2PO4  15mM, pH 7.4)

o IMAC (Imidazol 250 mM, azida de sodio 0.2% en PBS 1X)

o Transferencia (Tris base 48 mM, glicina 39 mM, SDS 0.035% v/v, metanol 20% v/v)

o PPB (Sacarosa 20% p/v, EDTA 1 mM en Tris HCl 20 mM pH 8.0)

o Carbonatos (Bicarbonato de sodio 50 mM, pH 9.4)

o Fosfatos (Fosfato de sodio 50 mM, pH 7.4)

Medios de cultivo

o YT2X líquido (triptona 0.16% p/v, extracto de levadura 0.1% p/v, NaCl 0.5% p/v, pH  7.0)

o YT2X sólido (triptona 0.1% p/v, extracto de levadura 0.05% p/v, NaCl 0.05% p/v, agar 0.15% p/v, 

pH 7.0)

o SB (triptona 0.32% p/v, extracto de levadura 0.2% p/v, NaCl 0.5% p/v)

Otros reactivos

o PEG/NaCl 5X (polietilenglicol 8000 al 20% p/v, NaCl al 15% p/v)

o Fago ayudador M13KO7 (New England Biolabs Inc.)

o Anticuerpo monoclonal anti-M13 conjugado con HRP (GE Healthcare)

o Anticuerpo murino anti c-Myc (Zymed Laboratories Inc.)

o Anticuerpo de cabra anti-ratón IgG conjugado con HRP (Invitrogen)

o Sustrato de -fenilendiamina (-fenilendiamina al 4.8% p/v, peróxido de hidrógeno al 1.2% v/v 

en  amortiguador de fosfato de sodio)

o Sustrato de  diaminobenzidina (diaminobenzidina al 6.0% p/v, peróxido de hidrógeno al 1.2% 

v/v en  amortiguador de fosfato de sodio)

o Ni-NTA (QIAGEN)

o Ampicilina (200 mg/mL)

o Tetraciclina (5 mg/mL)



o Kanamicina (50 mg/mL)

o Sfi I (New England Biolabs)

o Not I (New England Biolabs)

o Ligasa T4 (New England Biolabs)

o Proteína monomérica y fibrilla de rVL6aJL2

o Proteína monomérica y fibrilla de rVLR25G

o Solución de azul de coomassie (azul de coomassie al 20% v/v, isopropanol al 25% v/v y ácido 

acétido al 10% v/v en agua)

o Solución A para desteñir (azul de coomassie al 8% v/v, isopropanol al 25% v/v y ácido acétido 

al 10% v/v en agua)

o Solución B para desteñir (azul de coomassie al 0.8% v/v, isopropanol al 10% v/v y ácido acétido 

al 10% v/v en agua)

Cepas de Escherichia coli

Nombre Genotipo

XL1-Blue  recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac[F´ proAB laclqZM15 Tn10(Tet´)]

TG1 K12 supE thi-1 (lac-proAB) (mcrB-hsd SM) 5 (rk-mk-) [F´traD36 proAB lacqZM15]

BL21(D3)pLys BF- dcm ompT hsd S(rB-mB-)gal (DE3) [pLysS Cam´]

5.2 METODOLOGÍA

En una primera etapa metodológica, una biblioteca de 1.1x108 variantes de scFv, previamente 

desarrollada en el laboratorio, se utilizó como fuente para la selección de los ligandos53. Para ello fue 

necesario, amplificar las secuencias que codificaban para los dominios variables de cadenas 

pesadas y ligeras de inmunoglobulinas humanas (consultar anexo 1). Así, haciendo decenas de 

combinaciones se produjo un repertorio representativo de todas las familias de los dominios VH y VL. Se 

partió de RNAm de linfocitos provenientes de sangre periférica de un donador sano y posteriormente 

se amplificaron los genes e insertaron en el vector de clonación pSyn2 (anexo 2). Los plásmidos fueron 

utilizados después para transformar células de Escherichia coli cepa TG1, sin embargo, para facilitar la 

selección (por poseer resistencia a tetraciclina) se utilizó la cepa de E. coli XL1-Blue en las rondas. Se 

puso a crecer una alícuota de la bliblioteca (en glicerol), y con el auxilio de fago silvestre (M13KO7) se 

recuperaron los fago-anticuerpos que se sometieron después a selección. Este paso de infección, con 

un subsecuente crecimiento toda la noche en presencia de kanamicina (puesto que el fago per se, 

es resistente a kanamicina) y la precipitación con polietilenglicol de los fagos producidos por las 

bacterias, se realizaron en cada una de las rondas de selección o tamizado (Fig. 6).



ETAPA I

SELECCIÓN

5.2.1 Despliegue en fagos filamentosos 

 Recuperación de fago-anticuerpos

a. Se colocó en 4 tubos falcon, 15 mL de YT2X-Amp-Glu2% y se inoculó con 300 µL de la 

biblioteca. Se creció hasta una D.O. de 0.7 a 1 unidades de absorbancia (a 600 nm) y se 

adicionó fago ayudador en una relación de 20 fagos por bacteria.

b. Se dejó 30 min a 37oC sin agitación y se cambió a 37oC con agitación.

c. Se centrifugó el cultivo a 4000 rpm 15 min a 4oC y se descartó el sobrenadante. Se resuspendió 

en YT2X-amp-kan hasta un volumen final de 50 mL. Se pasó a un matraz de 250 mL y luego se 

agitó a 37oC 30 min.

d. Se pasó a 30oC con agitación toda la noche y se dividió el cultivo en 2 tubos falcon (25 mL en 

cada uno).

e. Se agregaron 5 mL de PEG/NaCl y se dejó reposar en hielo 15 min. Se homogenizó y se 

centrifugó 20 min a 4oC a 5500 rpm, tirando posteriormente el sobrenadante en cloro.

f. Se recuperó el pellet de todos los falcon en 20 mL finales de PBS y se adicionaron 4 mL de 

PEG/NaCl.

g. Se reposó en hielo 15 min y se centrifugó a 5500 rpm 20 min a 4oC.

h. Se tiró el sobrenadante, se resuspendió en pellet en 2.5 mL de PBS 1X y se filtró en membranas 

de 0.45 m para almacenarse finalmente a 4oC.

 Titulación de entrada

a.  Se crecieron células E. coli cepa XL1-Blue ON en 1 mL de YT2X-Tc a 37oC.

b.  Se inocularon 15 mL de YT2X con 100 µL del ON y crecieron hasta 0.7-1 de D.O (a 600 nm).

c.  Se utilizaron fagos recuperados como se describió en el procedimiento anterior para hacer 

diluciones 10-2, 10-4, 10-6, 10-8 y 10-10 en un mL de medio YT2X. De las últimas 4 diluciones se 

tomaron 10 µL e infectaron 990 µL de células.

d.  Se dejaron en reposo a 37oC durante 30 min sin agitación, luego otros 30 min a 37oC con 

agitación y se tomaron 100 µL de la infección para sembrar en cajas YT2X-Km. Se cuantificaron 

las colonias al día siguiente de la siguiente forma:

No. de fago anticuerpos/mL=   No. de colonias/mL  *  factor de dilución

       

Rondas de selección



Posterior a la amplificación de la biblioteca (recuperación de la diversidad de fago-

anticuerpos), se realizó el despliegue en fagos para poder seleccionar aquellos scFv de alta afinidad 

de unión a 6aJL2. Las partículas víricas se recuperaron mediante la infección con el fago ayudador 

M13-K07, y la selección se basó en la utilización de inmunotubos, trietilamina y células para recuperar 

los fagos seleccionados. Así, con sucesivas rondas de selección y usando concentraciones 

decrecientes de ligando, se enriqueció la diversidad de scFv capaces de reconocer el VL  6aJL2.

Procedimiento:

a. Se colocó 1 mL de proteína (6aJL2 monomérica soluble junto con su fibrilla en el mismo 

inmunotubo) a una concentración de 50 g/mL de proteína total, 25 g/mL y 12.5 g/mL para 

las rondas 1, 2 y 3 respectivamente.  Se dejó incubando ON, y en paralelo, se dejó crecer, XL1-

Blue en YT2X-Tc (10 μg/mL) a 37oC para utilizarse en la ronda siguiente.

b. Se retiró lo que no se adhirió al inmunotubo con pipeta y se lavó 3 veces con PBS 1X.

c. Se saturó con leche al 2% en PBS 1X (4 mL) y se incubó 2 hr a 37oC (el tipo de solución 

saturante se cambió en cada ronda).

d. Se lavó 3 veces con PBS 1X. Por otro lado se inocularon 20 mL de YT2X-Tc con 200 L del ON de 

XL1-Blue y se dejó crecer en agitación a 37oC durante 3 hr.

e. Se agregó al inmunotubo 1 mL de fago-anticuerpos del banco (1 X 1013) y 3 mL de leche al 2%.

f. Se puso a temperatura ambiente 30 min con agitación y 1.5 hr a temperatura ambiente sin 

agitación.

g. Se descartó el sobrenadante en cloro al 2%, se lavó el tubo 20 veces con PBS-Tween 20 (0.1%) 

y otras 20 veces con solo PBS, invirtiendo rápidamente (por las paredes).

h. Se adicionó 1 mL de trietilamina 100 mM y dejó incubando a temperatura ambiente durante 4, 

y 12 minutos en las rondas 1, 2 y 3 respectivamente. 

i. Se decantó y lavó el tubo posteriormente con PBS 1X, 3 veces.

j. Se agregó 1 mL de células XL1-Blue crecidas a 0.7 unidades de D.O (paso d) a 600 nm.

k. Se puso sin agitación 30 min a 37oC y otros 30 min a 37ºC con agitación.

l. Para la titulación de salida se sembró 1 µL en cajas YT2X- Amp-Tc-Glu1%, 100 µL de una dilución 

1:1000 en YT2X y el resto en cajas grandes con YT2X-Amp-Tc-Glu1%. Se incubó a 37oC ON.

m. Se cosecharon las células de las cajas grandes con 2.5 mL de YT2X-Amp-Tc-Glu1%, raspando 

suavemente con un asa y tomando con una pipeta de 1 mL el cultivo cosechado.

n. Se realizaron gliceroles de las células cosechadas utilizando 150 µL de glicerol al 100%, por 850 

µL de células.

o. Para la siguiente ronda de selección, se tomaron 10 µL de las células cosechadas y se 

adicionaron a 15 mL de YT2X- Amp-Tc-Glu1%, dejándolas crecer a 37ºC hasta 0.7-1 de D.O 

(600nm). Posteriormente  se infectaron con el fago ayudador y se procedió con el paso b, de 

“Recuperación de fago-anticuerpos” hasta rescatar estas partículas infectivas y continuar con 



el tamizado. Este ciclo de recuperación de fago-anticuerpos y tamizados se hace por lo

menos 3 veces.

5.2.2 Análisis de las clonas seleccionados

La elaboración de placas maestras fue necesaria para conservar colonias provenientes de la 

última ronda de selección. De esta forma se tuvo el material para expresar fago-anticuerpos o 

proteínas solubles, y ensayar su actividad contra 6aJL2. 

Placas maestras

a. Utilizando placas de fondo plano, se adicionaron 100 L de YT2X-Amp-Tc-Glu1% a cada pozo 

de la placa.

b. Se inocularon colonias individuales de la tercera ronda de tamizado y se incubaron ON a 37oC 

en agitación.

c. Se colocaron 11 L de glicerol al 100% por pozo de la placa maestra para conservar las colonias 

a -70oC.

 Rescate de fagos de clonas individuales para su ensayo en ELISA

a. Se agregaron 100 L de YT2X-Amp-Tc-Glu1% en cada pozo, se inocularon con cada colonia (4 

L de los gliceroles de la placa maestra) y se incubaron hasta que la D.O. fue de 0.7 (600 nm) a 

37oC en agitación.

b.  Después de 3 hr se agregaron 25 L de 109 ufc/YT2X-Amp-Glu1% de fago ayudador y se incubó 

30 min a 37oC sin agitación.

c. La placa se agitó después 30 min a 37oC y se centrifugó 10 min a 3000 rpm para eliminar el 

sobrenadante.

d. Las células se resuspendieron en 125 L de YT2X-Amp-Kan y crecieron 20 hr con agitación a 

37oC.

e. Se centrifugó 10 min a 3000 rpm, y el sobrenadante  conteniendo fago-anticuerpos, se utilizó 

para ser analizado por ELISA. 

 ELISA de fago anticuerpos

Para analizar la actividad de los fago anticuerpos que expresó cada clona (contenidos en los 

sobrenadantes), se colocaron las muestras y reactivos en el siguiente orden:

a. Se agregaron 100 µL de antígeno a cada pozo (5 µg/mL de la proteína 6aJL2 soluble con su 

fibrilla en una placa) y se incubó toda la noche a 4oC.

b. Se descarto el sobrenadante y se lavó tres veces con PBS-Tween 20 al 0.1%.

c. Se bloqueó con 200 µL de BSA al 0.5% en PBS y se incubó 2 hr a 37oC.



d. Se descartó el sobrenadante y se lavó tres veces con PBS-Tween.

e. Se agregaron 50 µL del sobrenadante de cada cultivo, 50 µL de PBS y se incubó 1 hr a 37oC.

f. Se descartó el sobrenadante y se lavó tres veces con PBS-Tween.

g. Se agregaron 100 µL del anticuerpo conjugado, anti M13 (1:2000 en PBS) y se incubó 1 hr a 

37oC.

h. Se descartó el sobrenadante y se lavó tres veces con PBS-Tween.

i. Se adicionó 100 µL de sustrato (OPD) y se incubó a temperatura ambiente en oscuridad para 

esperar el desarrollo de una coloración amarilla.

j. Se paró la reacción con 30 µL de HCl 6N y se midió del desarrollo de color en el lector de ELISA 

a 492 nm.

5.2.3  ELISA de especificidad con fago anticuerpos

Ensayando los sobrenadantes por duplicado, se observó la actividad de algunos de los fago-

anticuerpos que mostraron actividad en el ELISA anterior. En este punto se analizó la existencia de una 

actividad cruzada (reconocimiento tanto a la proteína soluble como a la fibrilla), así como actividad 

contra otras proteínas tales como gelatina, BSA y caseína. De esta forma, se colocaron las muestras y 

reactivos en el siguiente orden:

a. Se agregaron 100 µL de la proteína 6aJL2 o fibrilla 5 µg/mL en buffer de carbonatos (dos pozos 

por cada anticuerpo, para cada forma proteica) y se incubó toda la noche a 4oC.

b. Se descartó el sobrenadante y se lavó tres veces con PBS-Tween 20 al 0.1%.

c. Se bloquearon los pozos anteriores con 200 µL de BSA/PBS al 0.5% y se agregaron a los otros 

pozos BSA, gelatina o caseína al 0.5% en PBS) para posteriormente incubarlo 2 hr a 37oC.

d. Se descartó el sobrenadante y se lavó tres veces con PBS-Tween.

e. Se agregaron 50 µL del sobrenadante de cada cultivo, 50 µL de PBS, e incubó 1 hr a 37oC.

f. Se descartó el sobrenadante y se lavó tres veces con PBS-Tween.

g. Se agregaron 100 µL del anticuerpo conjugado, anti M13 (1:2000 en PBS) y se incubó 1 hr a 

37oC.

h. Se descartó el sobrenadante y se lavó tres veces con PBS-Tween.

i. Se adicionó 100 µL de sustrato (OPD) y se incubó a temperatura ambiente en oscuridad para 

esperar el desarrollo de una coloración amarilla.

j. Se paró la reacción con 30 µL de HCl 6N y se midió del desarrollo de color en el lector de ELISA 

a 492 nm.



ETAPA II

EXPRESIÓN

Después de seleccionar algunas clonas de interés por ELISA, en esta segunda etapa se indujo 

la expresión de aquellas elegidas en pequeña escala. Después se procedió a su subclonación en el 

vector pSyn1 (anexo 2) y se electroporaron en E. coli TG1, para caracterizarse sin estar fusionado el 

anticuerpo al fago, sino como proteína soluble.

5.2.4  Análisis de expresión de las clonas seleccionadas

Preparación de la muestra

a. Se indujo un cultivo de 5 mL ON con cada clona a expresar (aún en el vector de clonación), y 

se centrifugó a 6000 rpm durante 10 min.

b. Al pellet se le adicionaron 125 L de PPB y se resuspendió quitando los grumos. Posteriormente 

se colocó en hielo durante 10 min y se centrifugó de nuevo 1 min a 14 000 rpm.

c. El sobrenadante se separó y al pellet se le agregaron 125 L de MgSO4 5 mM, el pellet se 

resuspendió quitando grumos, se incubó en hielo 10 min y se centrifugó 1 min a 14 000 rpm. 

d. Se juntó el sobrenadante de PPB y MgSO4, y se cuantificó la proteína total contenida en el 

extracto proteínico a 280 nm con luz UV (Una unidad de absorbancia equivale a 1 mg/mL de 

proteína).

Ensayo de aplicación en gota

a. Se agregó el volumen de extracto necesario para colocar 500 g de proteína total en las 

membranas de nitrocelulosa obtenido de cada clona en análisis.

b. Se colocó la membrana 30 min en BSA al 2% en PBS a temperatura ambiente y se decantó.

c. Se colocó el anticuerpo (anti-Cmyc) diluido 1:2000 en BSA al 2% en PBS durante 30 min a 

temperatura ambiente.

d. Se lavó 5 veces con PBS 1X.

e. Se agregó el anticuerpo de cabra anti-ratón diluido 1:2000 en PBS y se incubó 30 min a 

temperatura ambiente (en oscuridad).

f. Se lavó 5 veces con PBS 1X y dos veces con fosfato de sodio 50 mM pH 7.4.

g. Finalmente se reveló utilizando como sustrato diaminobenzidina.

h. Se incubó protegiendo de la luz, el tiempo necesario para la aparición de manchas cafés y se 

paró la reacción retirando el sustrato y lavando 5 veces con fosfato de sodio y agua.

5.2.5 Subclonación en el vector de expresión 



Se subcolonaron (transfirieron de un plásmido a otro) las secuencias con mejor capacidad de 

expresión en E. Coli TG1, haciendo uso del vector de expresión pSyn1, el cual contiene los sitios de 

restricción Sfi I y Not I, y el péptido señal pelB para dirigir la exportación al periplasma del anticuerpo. 

Finalmente se extrajeron del periplasma bacteriano, por shock osmótico, las proteínas para proceder 

con la purificación.

 Obtención de células electrocompetentes ( cepa que se utilizará para expresar)

a. Se puso un ON de una asada de una colonia de células de TG1 (o en su defecto, 20 µL de un 

glicerol de la cepa) con 4 mL de medio SB y simultáneamente se dejó otro tubo ON con 4 mL 

de SB para utilizarlo como control negativo.

b. Se tomaron dos matraces Erlenmeyer de un litro y se colocaron en cada uno 1.3 mL del ON, 

250 mL de SB, 5 mL de glucosa al 20 por ciento esterilizada por filtración y 2.5 mL de MgCl2  1 M, 

estéril.

c. Se agitó a 250 rpm, 37oC hasta llegar a 0.7 de D.O. a 600 nm.

d. Se enfrió en hielo por 15 min los matraces y se pasó su contenido en tubos para centrífuga 

previamente enfriados.

e. Se centrifugó a 4oC, 4000 rpm por 20 min y se descartó el sobrenadante.

f. Se resuspendió cada paquete con 25 mL de glicerol al 10 por ciento frío.

g. Se agregó glicerol hasta 50 mL y se centrifugó a 4oC, 4000 rpm por 20 min.

h. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió en 50 mL de glicerol frío al 10 por ciento.

i. Se centrifugó a 4oC, 4000 rpm por 20 min.

j. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió el paquete en 25 mL de glicerol frío (10 por 

ciento). Se centrifugó a 4oC, 3 500 rpm por 15 min.

k. Se descartó el sobrenadante hasta verse que el paquete celular comenzaba a deslizarse 

hacia fuera.

l. Con una pipeta fría de cinco mL se resuspendió el paquete con el volumen restante del 

sobrenadante (1-2 mL).

m.Con una punta de 1 mL cortada, se prepararon alícuotas de 300 µL en tubos eppendorf 

previamente enfriados, y se almacenaron las células a -70oC hasta su utilización posterior. 

 Extracción de plásmido que contiene los genes de cadenas sencilla (Rapid plasmid purification 

systems, Marligen Biosciences Inc.)

a. Se colocó un ON utilizando medio YT2X/amp 100 μg/mL. 

b. Se obtuvo el pellet del cultivo anterior (Se consideraron de 1 a 5 mL de células crecidas ON 

para las proporciones de reactivos que se utilizaron en los pasos siguientes), y se descartó el 

medio de cultivo.



c. Se agregaron 250 L del buffer de suspensión celular G1, conteniendo RNasa A, al pellet y se 

resuspendieron las células hasta que quedo una sustancia homogénea.

d. Se adicionaron 250 L de la solución de lisis celular G2 y se mezcló suavemente invirtiendo el 

tubo 5 veces.

e. Se agregaron 350 L del buffer de neutralización M3, y se mezcló inmediatamente por inversión 

5 veces. Se centrifugó la mezcla a 12000 x g durante 10 min.

f. Se colocó el filtro en el tubo de lavado de 2 mL. Se cargó el sobrenadante del paso anterior al 

filtro y se centrifugó a 12000 x g 1 min. Se descartó el líquido recuperado en el tubo de 2 mL.

g. Para un lavado opcional, se colocó de nuevo el filtro en el tubo de 2 mL y se agregaron 500 L 

del buffer de lavado opcional GX al filtro. Se incubó a temperatura ambiente durante 1 min, y 

se centrifugó a 12000 x g 1 min. Se descartó el líquido recuperado en el tubo de 2 mL.

h. Se colocó el filtro dentro del tubo de nuevo y se agregaron 700 L del buffer de lavado G4 que 

contiene etanol. Se centrifugó a 12000 x g por 1 min y se descartó el líquido recuperado en el 

tubo de 2 mL. Se centrifugó de nuevo 1 min a 12000 x g para eliminar el buffer residual.

i. Se colocó el filtro a un tubo de 1.5 mL nuevo y se adicionaron 75 L del buffer TE  

proporcionado, calentado brevemente, en el centro del filtro. Se incubó a temperatura 

ambiente 1 min y se centrifugó a 12000 x g durante 2 min. 

5.2.6 Digestión y ligación 

Se realizaron las correspondientes digestiones del vector de expresión y scFv, con los reactivos 

mencionados en la tabla 4. La digestión con Not I se llevó a cabo a 37oC y a 50oC la de Sfi I, cada 

una de ellas, con una duración de 5 horas aproximadamente. Los productos doblemente digeridos, 

se purificaron posteriormente utilizando un gel de agarosa, para poder ser finalmente ligados.

 Extracción y purificación de DNA de 70 pb a 10 Kb de geles de agarosa en buffer TAE o TBE.

(QIAquick PCR Purification kit)

Digestión con Not I
Reactivo                         Cantidad

Digestión con Sfi I
Reactivo                         Cantidad

     DNA                                   X g
  Buffer 3                               10 L
 BSA 100X                              1 L
Not I 10 U/L                 1 L/g DNA
Agua cbp…                        150 L

     DNA                                  X g
   Buffer 2                              10 L
 BSA 100X                               1 L
Sfi I 20 U/L                   1 L/g DNA
Agua cbp…                        100 L

Tabla 4. Reacciones de digestión del Vector y genes scFv.



a. Se cortó el fragmento de gel que contenía el DNA de interés.

b. Se pesó el fragmento de gel y agregaron 3 volúmenes de buffer QG por cada volumen de gel 

(100mg~100 L). La cantidad máxima de gel por columna QIAquick es 400 mg.

c. Se incubó a 50oC hasta que el gel estuviera totalmente disuelto.

d. Ya disuelto, se observó que el color de la mezcla fuera amarilla. Si el color era naranja o 

violeta, se agregaron 10 L de acetato de sodio 3M, pH 5 y se mezclaron para volver a tener 

coloración amarilla. La absorción del DNA a la membrana es eficiente solo a pH <7.5

e. Se añadió 1 volumen de isopropanol a la muestra y se mezcló. Este paso incrementa el 

rendimiento en fragmentos de >500 pb y <4 Kb. No se centrifugó la muestra en este punto.

f. Se colocó la columna en el tubo colector provisto.

g. Se pasó la muestra a la columna en volúmenes de 700 L, y se centrifugó por 1 min a baja 

velocidad y posteriormente 1 min a mayor velocidad (se repitió por cada volumen 

adicionado).

h. Se descartó el sobrenadante y se regresó la columna al tubo colector.

i. Se agregó (Opcional) 0.5 mL de buffer QG a la columna y se centrifugó 1 min (para remover  

las trazas de agarosa). Esto es necesario cuando el DNA se utiliza para secuenciación directa, 

transcripción in vitro o microinyección.

j.  Para lavar, se agregó 0.75 mL de buffer PE a la columna y se centrifugó 1 min a 6000 rpm y 1 

min a 14000 (si el DNA se utiliza para aplicaciones sensibles, es necesario esperar de 2 a 5 min 

antes de centrifugar).

k.  Se eliminó el sobrenadante y se centrifugó la columna nuevamente 1 min.

l.  Se pasó la columna a un tubo limpio de 1.5 mL.

m.  Para eluir el DNA, se agregaron 50 L de buffer EB (ligeramente calentado) en el centro de la 

membrana.  Se centrifugó 1 min a baja velocidad y 1 min a máxima velocidad.

Los reactivos utilizados para la ligación, que fue llevada a cabo ON a 16oC, se mencionan en 

la tabla 5. 

Reactivo Cantidad
Inserto
Vector
Buffer
Ligasa
Agua

15 ng de DNA
15 ng de  DNA

2 L
1 L

cbp 20 L

Tabla 5. Ligación de pSyn1 y scFv. La cantidad de vector e inserto son equivalentes, considerando su relación molar.



De los productos de ligación, se utilizaron 5 L para transformar células de Escherichia coli

cepa TG1 electrocompetentes (50 L) y platearon cajas con células recuperadas (100, 10 y 1 L) 

puestas a crecer 1 hr en medio de cultivo a 37oC, 250rpm. 

 Transformación por electroporación

a. Se mezclaron 50 µL de células electrocompetentes con 5 µL de DNA ligado y se introdujeron a 

una cubeta de electroporación. 

b. Se Incubó en hielo por 1 min y se secó el exterior de la cubeta.

c. Se electroporó a 2.5 KV, 25 µF y 200 , por cuatro mseg aproximadamente. 

d. Se lavó la cubeta inmediatamente con 1 mL de SOC y se incubó el medio con las células 1 hr 

a 250 rpm, 37oC. 

e. Se platearon 1 y 10 L, se dejó crecer ON para recuperar los genes subclonados.

5.2.7 Expresión y purificación del anticuerpo 

 Expresión en pSyn1/E. coli

a. Una colonia se inoculó en medio YT2X-Amp-Glucosa 2% y se incubó a 37oC a 250 rpm ON.

b. Se agregaron células del ON a un matraz conteniendo YT2x-Amp-Glucosa 0.1% (se inoculó 

1/100 del volumen utilizado para crecer las células) y se incubó a 37oC a 250 rpm hasta una 

D.O. de 0.7 a 600 nm.

c. Se indujo la expresión con IPTG 1 mM y se incubó durante 6 hr adicionales en agitación a 25oC.

d. Se colectaron las células por centrifugación durante 15 min a 5000 rpm.

  

 Extracción del fragmento de anticuerpo

a. Se resuspendió todo el paquete celular en buffer PPB (1/40 del volumen de cultivo) y se incubó 

en hielo por 20 minutos.

b. Se centrifugó a 7000 rpm durante 15 min y se transfirió el sobrenadante a tubos falcon.

c. Se resuspendió el pellet en MgSO4 (1/40 del volumen de cultivo) 5 mM y se incubó en hielo por 

20 min.

d. Se centrifugó a 7000 rpm durante 15 min y se transfirió el sobrenadante a tubos falcon.

e. Se recentrifugaron ambas extracciones a 15000 rpm durante 15 min y se juntó el sobrenadante 

para ser dializado.

Diálisis

a. Se lavaron las membranas para diálisis con agua tetradestilada y PBS.

b. Se cargó el sobrenadante de las extracciones en las membranas de diálisis, y se dializó por 4 hr 

a 4oC contra 3 L de PBS 1x.



c. Se cambió el PBS 1x por fresco y se dejó dializando toda la noche a 4oC.

Cromatografía de afinidad IMAC para anticuerpos con cola de His

a. Se empacó una columna utilizando 1 mL de resina Ni-NTA

b. Se equilibró la columna utilizando 5 mL de buffer de carga (20 mM de imidazol en PBS 1x).

c. Se cargó la muestra dializada dentro de la columna.

d. Se lavó con 5 mL de buffer de lavado (35 mM de imidazol en PBS 1x).

e. El anticuerpo se eluyó con 500 L de buffer IMAC.

f. Se cuantificó la proteína filtrada, por espectrofotometría a 280 nm.

ETAPA III

CARACTERIZACIÓN

El objetivo de esta etapa fue detectar la presencia del fragmento de anticuerpo en el 

extracto proteínico bacteriano, confirmar su pureza y determinar características del mismo como son: 

capacidad inhibitoria de fibrillas formadas por cadenas ligeras 6, estabilidad funcional y capacidad 

de reconocimiento de los mismos epítopes de 6aJL2, que reconoce el anticuerpo murino monoclonal 

55-5-F5.

5.2.8 Detección

SDS-PAGE

La electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS es un método de bajo costo, fácil, reproducible y 

rápido para cuantificar, comparar y caracterizar proteínas. Esta técnica fue utilizada para observar 

tanto extractos totales como fracciones puras del anticuerpo obtenido. Los siguientes pasos se 

siguieron para correr la electroforesis (preparado según los reactivos mencionados en la tabla 6) 

durante 6 hr:

a. Se ensambló el sándwich de gel con los correspondientes platos, espaciadores y peine, 

sellándolo del fondo para evitar derrames.

b. Se introdujo 5 mL del gel concentrador, 5 del espaciador y aproximadamente 10 mL del gel 

separador entre los platos, se colocó el peine y dejó polimerizar el tiempo necesario.

c. Se cargaron las muestras en el gel y se dejó correr 6 hr a 50 Ω.



Tinción con Azul de Coomassie 

Este es un método sencillo, rápido y puede detectar desde 0.1 g de proteína:

a. Se transfirió el gel a un contenedor pequeño con aprox. 20 mL de una solución de azul de 

coomassie y agitó lentamente durante 5-10 min.

b. Se decantó la solución y agregó un volumen similar de solución A, para desteñir el gel, 

agitando lentamente durante 15 min.

c. Se decantó la solución A y se reemplazó por la solución B para desteñir. 

d. Se agitó lentamente durante algunos minutos y reemplazó la solución por nueva, para 

finalmente dejar desteñiendo toda la noche.   

Western Blot (transferencia semiseca)

a. Se corrió un gel de poliacrilamida con las muestras a analizar.

b. Se preparó la membrana de nitrocelulosa (del tamaño del gel) sumergiéndola en buffer de 

transferencia durante 30-40 min.

c. Se preparó el sándwich de gel de poliacrilamida-membranas sobre el cassette de 

transferencia colocando primero capas de papel filtro, después la membrana de 

nitrocelulosa, el gel de poliacrilamida, y finalmente más capas de papel filtro. 

d. Se utilizó un tubo de ensayo para eliminar el buffer de transferencia residual y burbujas en el 

sándwich, se cerró el cassete y se agregó buffer a la cámara para posteriormente transferirlo 

durante 1 hr a 51 Ω.

Inmunodetección

a. La membrana de nitrocelulosa se despegó del cassette de transferencia y se bloqueó con BSA 

al 2% en PBS durante una hora en agitación a temperatura ambiente.

b. Se decantó la BSA y se lavó 5 veces con PBS-Tween 20.

c. Se agregó anticuerpo anti C-myc 1:2000 y se incubó a temperatura ambiente 1 hr en 

agitación.

Gel concentrador Gel espaciador Gel separador

Solución 49.5% T, 3% C

(Mezcla acrilam-biscarilam.)

8.4  mL 1.02 mL 3.34 mL

Buffer gel 1.24 mL 1.67 mL 3.34 mL

Glicerol - - 1.06 mL

Agua - 2.31 mL 2.26 mL

Tabla 6. Reactivos utilizados en el SDS-PAGE.



d. Se decantó el primer anticuerpo y se lavó 5 veces con PBS-Tween 20.

e. Se agregó anticuerpo de cabra anti-ratón 1:2000 y se incubó a temperatura ambiente 1 hr en 

agitación.

f. Se decantó el segundo anticuerpo y se lavó 5 veces con PBS-Tween 20.

g. Se reveló la membrana utilizando diaminobenzidina, parando la reacción finalmente con 

agua.

5.2.9 Ensayos de inhibición de extensión de fibrillas. 

El objeto del experimento de extensión homóloga de semillas 6aJL2 y R25G en presencia del 

scFv 7D y del anticuerpo monoclonal anti-6 55-5-F5, es determinar si el scFv 7D inhibe la elongación 

de las semillas, utilizando como control positivo el anticuerpo 55-5-F5.

Diseño general del experimento

Se prepararon alícuotas (50L) de una dilución de 25 g/mL en PBS de cada proteína en análisis 

(cadena ligera recombinante 6aJL2 o R25G), a las que se le adicionaron la cantidad de semilla 

homóloga suficiente para alcanzar la proporción p/p de 10%. El volumen de cada muestra fue de 50 

L, contenida en tubo de plástico para PCR. Las muestras se incubaron 12 horas a 370C en un 

termociclador, en presencia o ausencia del anticuerpo 7D, y por otro lado, en presencia del control 

positivo (anticuerpo monoclonal 55-5-F5).  Se determinó la cantidad de fibrilla amiloide de 6aJL2 o 

R25G formada, mediante la medición de la fluorescencia de ThT a cada muestra al final del 

experimento. 

Preparación de la muestras de trabajo

Se calculó la concentración de la solución stock de los rVL 6aJL2 y R25G. Para ello se preparó 

dilución 1:10 de la proteína en 7.0 M de Gdn-HCl en amortiguador fosfato 20 mM pH 7.5. Se determinó 

el valor de su A280 a esta dilución y la concentración de proteína se calculó mediante el 280 de los rVL. 

Para el cálculo de la concentración se usó el coeficiente de extinción molar de la proteína, obtenido 

mediante la herramienta ProtParam de la página web ExPassy.

 R25G : Solución de 1mg/mL según ExPassy A280nm=1.229.

 6aJL2 : Solución de 1mg/mL según ExPassy A280nm=1.219.

Obtención de las fibrillas amiloide

Se obtuvieron agregados de esta proteína mediante agitación en incubadora con agitador orbital y 

mediante agitación con una micro-barra magnética. 

 Fibrillas por agitación en agitador orbital: Se incubaron 4 muestras de 1.5 mL de solución con 1 

mg/mL de cada proteína en fosfato de sodio 50 mM pH 7.5 más NaCl 150 mM, a 370C con 



agitación constante de 250 rpm en una incubadora orbital. Se usaron cubetas de plástico 

para fluorescencia de 4.5 mL. La incubación se extendió por 96 horas. 

 Cosecha de los agregados: Las muestras se transfirieron a tubos eppendorf plásticos de 1.5 mL 

y se centrifugaron a 14000 rpm por 5 min a temperatura ambiente. Se recuperó el 

sobrenadante, el cual se guardó a 40C para cuantificar posteriormente la concentración de 

proteína. Los agregados sedimentados se resuspendieron en 1 mL de amortiguador PBS y 

nuevamente se centrifugaron. Se desechó el sobrenadante y el sedimento en cada caso se 

resuspendió en 0.5 mL de amortiguador PBS con azida de sodio. Se determinó la 

concentración de proteína de cada suspensión de fibrilla a partir del valor de A280 de una 

dilución 1/10 en solución de GdnHCl 7 M en fosfato 20 mM pH 7.5 (Concentración final de 

GdnHCl de 6.3 M). Para el cálculo de concentración se usó el 280 de cada proteína soluble. 

Preparación de las suspensiones de semillas:

Se preparó una dilución de 0.5 mg/mL  de suspensión de fibrillas R25G y 6aJL2 en PBS en 1 mL de 

volumen final. 

Fibra R25G-Shaker 6aJL2-Shaker

Muestra 1 1

mg/mL 1.46 1.38

Vol. (L) 340 365

PBS (L) 660 635

Vol. Final (L) 1000 1000

Las fibrillas fueron fragmentadas por sonicación usando el siguiente protocolo:

 Cuatro pulsos de 10 segundos de duración con intervalos de 20-30 segundos, manteniendo las 

muestras en hielo. Se usó un sonicador a potencia 4 (output) y modo de pulso constante. Se 

utilizó una punta de 2 mm. 

Preparación de las muestras a evaluar

Se prepararon 2 mL de mezclas compuestas por el monómero soluble 100 g/mL más semilla 

homóloga 10 g/mL. La mezcla de reacción se mantuvo en hielo hasta su posterior uso. Después se 

prepararon muestras de 160 L compuestas por los siguientes reactivos (dos tubos distintos para cada 

proteína a inhibir, R25G o 6aJL2):



Nombre de cada 

muestra

Mezcla de reacción 

mono:semilla 10:1 (L)

scFv 7D 300 

g/mL (L)

PBS 1x 

(L)

Relación molar 

monómero:Ab

R25G7D-1  ó  6AJ7D-1 40 (equivalente a 4 g: 0.4 g) 54 (equivalente a 
16 g)

66 1:2

R25G7D-2  ó  6AJ7D-2 40 (4 g: 0.4 g) 27 (8 g) 93 1:1

R25G7D-3  ó  6AJ7D-3 40 (4 g: 0.4 g) 13.5 (4 g) 107 2:1

R25G7D-4  ó  6AJ7D-4 40 (4 g: 0.4 g) 7 (2 g) 113 4:1

R25G7D-5  ó  6AJ7D-5 40 (4 g: 0.4 g) 3.5 (1 g) 117 8:1

R25G7D-6  ó  6AJ7D-6 40 (4 g: 0.4 g) - 120 -

Controles 

Positivos

Mezcla de reacción 

mono:semilla 10:1 (L)

MAb 55-5-F5 

1mg/mL (L)

PBS 1x (L) Relación molar 

Monómero:Ab

R25G-55.5.F5 40 (equivalente a 4 g: 0.4 g) 16 (16 g) 104 16:1

6a-55.5.F5 40 (4 g: 0.4 g) 16 (16 g) 104 16:1

Controles 

Negativos

Mezcla de reacción 

mono:semilla 10:1 (L)

scFv G4 o C1, 300 

g/mL (L)

PBS 1x (L) Relación molar 

Monómero:Ab

R25G-4G 40 (equivalente a 4 g: 0.4 g) 13.5 (4 g) 107 2:1

R25G-4G 40 (4 g: 0.4 g) 7(2 g) 113 4:1

6a-4G 40 (4 g: 0.4 g) 13.5 (4 g) 107 2:1

6a-4G 40 (4 g: 0.4 g) 7 (2 g) 113 4:1

R25G-1C 40 (4 g: 0.4 g) 13.5 (4 g) 107 2:1

R25G-1C 40 (4 g: 0.4 g) 7(2 g) 113 4:1

6a-1C 40 (4 g: 0.4 g) 13.5 (4 g) 107 2:1

6a-1C 40 (4 g: 0.4 g) 7 (2 g) 113 4:1

 Muestras con el anticuerpo en estudio (scFv 7D).
 Muestras con un anticuerpo anti-6 (monoclonal murino 55-5-F5).
 Muestras con un anticuerpo anti-toxina (scFv 4G).
  Muestras con un anticuerpo anti-toxina (scFv 1C).



Blancos monómero (L) Semilla (L) PBS 1x (L)

Semilla R25G sin monómero (C1) - 1.0 (1.46 g) 159

Semilla 6aJL2 sin monómero (C2) - 1.0 (1.38 g) 159

monómero R25G sin semilla (C3) 1.5 (0.15 g) - 158.5

monómero 6aJL2 sin semilla (C4) 1.5 (0.15 g) - 158.5

Se transfirieron alícuotas de 50 L a tubos de PCR. Las muestras se incubaron a 370C en un 

termociclador. Luego de 13 horas de incubación se mezclaron los 50 L cada muestra con 350 L de 

solución de ThT 20 M en PBS y  se registraron espectros de emisión de fluorescencia ajustando el 

fluorímetro de la siguiente manera:

Excitación: 450 nm   

Slit Exc.: 3.5 nm  

Emisión: 460 nm-510 nm  

Slit Em: 7.0 nm   

Velocidad de registro: 300 nm/min     

Repeticiones: 2

5.2.10 Ensayos de estabilidad

Se determinó la estabilidad del anticuerpo, analizando mediante un ELISA, la forma en que 

afectaba el reconocimiento de 6aJL2 por el scFv, la desnaturalización del scFv con GdnHCL, y calor.  

Se realizó el ensayo como se mencionó en “ELISA de especificidad con fago anticuerpos” sólo que, se 

sustituyó el uso de fago anticuerpos, por 1 g de anticuerpo purificado soluble en 100 L de PBS por 

pozo. Analizando la actividad del anticuerpo por triplicado, se incubó el anticuerpo, antes de 

utilizarse, con 0.5, 1, 2, 3, y 4 M de Cloruro de Guanidinio y sin Cloruro de Guanidinio una hora a 

temperatura ambiente, además de someterlo en un experimento en paralelo, a temperaturas de 4, 

25, 37, 50 y 60oC por una hora. El resto de los reactivos se utilizaron en las proporciones y secuencia 

mencionada, pero en vez de utilizar un anticuerpo anti-M13 para detectar fago-anticuerpos, se usó 

un anti-Cmyc y posteriormente un anticuerpo de cabra anti-ratón para detectar scFv solubles. La 

actividad contra la fibrilla y el monómero soluble se analizó por separado.

5.2.11 Ensayo de competencia con el anticuerpo monoclonal 55-5-F5

Se analizó por ELISA la unión de la cadena sencilla 7D a la cadena ligera recombinante 6aJL2, 

y de manera simultanea se agregó el anticuerpo monoclonal anti-λ6 55-5-F5 para determinar si el sitio 



de unión  a 6aJL2, del anticuerpo completo y el scFv era el mismo. Para ello, se utilizaron los siguientes 

reactivos en el orden que se menciona a continuación:

a. Se incubó en las placas el scFv (100 L de una concentración 10 g/mL en buffer de 

carbonatos) 1 hr a 37oC.

b. Se descartó el sobrenadante y se lavó tres veces con PBS-Tween 20 al 0.1%.

c. Se bloquearon los pozos anteriores con 200 µL de BSA al 0.5% en PBS al incubando 2 hr a 37oC.

d. Se descartó el sobrenadante y se lavó tres veces con PBS-Tween.

e. Se agregaron 100 µL de la proteína 6aJL2 monomérica o fibrilla 5 µg/mL (por triplicado en 

pozos distintos) en buffer PBS y se incubó 1 hr a 37oC.

f. Se descartó el sobrenadante y se lavó tres veces con PBS-Tween 20 al 0.1%.

g. Se agregaron 100 µL del anticuerpo monoclonal en PBS (0.1, 0.25. 0.5. 1, 2.5 y 5 g/mL en pozos 

distintos), y se incubó 1 hr a 37oC.

h. Se descartó el sobrenadante y se lavó tres veces con PBS-Tween.

i. Se agregaron 100 µL del anticuerpo conjugado de cabra anti-ratón, y se incubó 1 hr a 37oC.

j. Se descartó el sobrenadante y se lavó tres veces con PBS-Tween.

k. Se adicionó 100 µL de sustrato (OPD) e incubó a temperatura ambiente en oscuridad para 

esperar el desarrollo de una coloración amarilla.

l. Se paró la reacción con 30 µL de HCl 6 N y se midió el desarrollo de color en el lector de ELISA 

a 492 nm.



VI. RESULTADOS

En primera instancia, se cuenta con un dominio variable 6 modelo, el 6aJL2, que tiene la 

secuencia de la línea germinal 6a. A partir de este dominio se han obtenido varias mutantes (R25G, 

H8P, F2L, F2S, F2S-H8P, etc), cuyas propiedades de estabilidad termodinámica y de fibrilogénesis in 

vitro han sido extensamente estudiadas, y se caracterizan por un variado rango de tendencia a la 

agregación amiloide y estabilidad termodinámica. En base a estas proteínas, es que se buscó el(los) 

ligando(s) que pudiera(n) cumplir con los siguientes requisitos: afinidad de interacción con la VL y 

capacidad para evitar la fibrilogénesis de 6aJL2 y la de sus dominios variables mutantes. Se utilizó el 

despliegue de scFv en fagos filamentosos por ser esta una metodología que cumple con estas 

exigencias.49 Un segundo paso necesario para el logro de los objetivos fue la caracterización del 

fragmento de anticuerpo seleccionado y el estudio de la fibrilogénesis in vitro del rVL 6aJL2 y sus 

mutantes en presencia del mismo. Se han establecido varios métodos que permiten estudiar la 

cinética de la fibrilogénesis in vitro de las cadenas ligeras, tanto en tiempo real como por mediciones 

seriadas y existen métodos básicos de estudio de los cambios conformacionales que acompañan la 

agregación amiloide de estas proteínas.

Etapa I

SELECCION

RONDAS DE SELECCIÓN

Se llevaron a cabo tres rondas de despliegue en fagos para encontrar ligandos potenciales, 

de una biblioteca humana no inmune de 1.1 x 108 variantes de fragmentos variables de cadenas 

sencillas, arrojando los títulos de entrada y salida mostrados en la tabla 7. El aumento de astringencia 

(Disminución del antígeno inmovilizado, aumento de lavados y aumento del tiempo de incubación 

con trietilamina) en las condiciones utilizadas conforme avanzaron las rondas, se vió reflejado en los 

valores de los títulos, que disminuyeron. 

1era Ronda 2da Ronda 3era Ronda

Titulo de Entrada

(Fagos/mL)

2.25x1011 4.3x1010 2.5x1010

Titulo de Salida

(fagos/mL)

1.45x105 4.1X104 5.5X104

Tabla 7 Títulos de los fagos en las rondas de selección con la biblioteca humana de scFv.
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De la tercera ronda de selección, se analizaron 52 clonas, mediante un ELISA de fago-

anticuerpos (Fig. 7). El criterio utilizado para considerar de utilidad y seguir analizando las clonas 

elegidas fue que arrojaron una señal de absorbancia mayor a 0.5 unidades y que contuvieran el 

inserto (scFv) del tamaño de interés, por ello, a pesar de que 26 clonas dieron la señal esperada (Fig. 

8), el ensayo posterior se hizo solo con 12 de ellas, puesto que eran las únicas que contuvieron genes 

de scFv de un tamaño de 850 pb aproximadamente. Esto fue observado al realizar PCR’s en colonia, 

donde, contrario a encontrar amplificadas bandas únicas, se encontraron además fragmentos de 

alrededor de 500 pb.

B

C

D

E

F

G

2    3    4    5    6    7    8   9   10  11

Fig. 7 Análisis del reconocimiento de las clonas de tercera ronda de selección, contra la forma soluble y fibrilla de la proteína
recombinante 6aJL2. Los números del 2 al 11 y letras B al G, indican la posición de cada clona analizada en los pozos de 
la placa de ELISA.  

Fig. 8 Absorbancia arrojada en la evaluación del reconocimiento de las clonas. Las barras representan cada una de las clonas 
que deron desde 0.066 unidades hasta números que salen del rango de detección (asignados con valor de 2.0). En el 
eje X se encuentran algunos de los nombres de las clonas analizadas.
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La especificidad fue posteriormente determinada, nuevamente en un inmunoensayo enzimático, al 

analizar el reconocimiento del monómero soluble y la fibrilla de la cadena ligera recombinante 6aJL2 

por las clonas (Fig. 9), Como puede observarse, las clonas con mayor especificidad mostraron ser 5B, 

3C y 7D, puesto que la diferencia en la señal existente contra los antígenos mencionados y la señal 

dada por el reconocimiento de las proteínas utilizadas para bloquear, fue mayor (Fig 10). 

Fig. 9 ELISA de especificidad en el cual se observa la actividad de las clonas seleccionadas contra la forma soluble y 
fibrilla de 6aJL2. Como controles de especificidad se usaron BSA, leche, caseína y gelatina.
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11C
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3F
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7F

   Fibrilla     P.Soluble     BSA        Leche      Caseina  Gelatina

Fig. 10 Graficación del ELISA de especificidad. Se visualiza los valores de absorbancia arrojados al utilizar fago-anticuerpos  
contra el monómero y fibrilla de 6aJL2. En base a la diferencia de estas señales contra aquellas ofrecidas por 
reconocimiento de agentes bloqueadores, es que se pueden discriminar clonas inespecíficas.
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Monómero R25G

Fibrilla R25G

Monómero 6aJL2

Fibrilla 6aJL2

Etapa II

EXPRESION

Con la finalidad de confirmar que las proteínas podían ser expresadas, fue necesario hacer un 

Dot Blot (Aplicación en gota), con el que finalmente se detectaron dos clonas potenciales: 5B y 7D. 

Otras clonas también expresaron scFv, pero muy poco en comparación con las ya mencionadas, y 

dado que, no se observó que fueran muy específicas y/o la señal de absorbancia no fue 

reproducible, no se utilizaron en lo subsecuentes ensayos. Posteriormente se continuó con la expresión 

de la clona 7D, que se eligió para caracterizar más ampliamente, por lo que se procedió a insertar el 

gen del scFv en el vector de expresión. La clona 5B, debido a la inestabilidad que presentaba su 

secuencia no pudo ser subclonada, y por ende no se utilizó en los siguientes estudios. Las fig. 11 y 12 

muestran los resultados de un ELISA, donde se confirmó la actividad especifica de 7D en forma de 

anticuerpo soluble contra el monómero y fibrilla de 6aJL2, y contra el monómero y fibrilla de su 

mutante R25G.  

        
    7D             1C              4G     55-5-F5

A

B

C

D 

Fig. 12 Graficación del ELISA de proteína soluble. Se visualiza los valores de absorbancia arrojados al utilizar el ScFv soluble de 
la clona 7D contra el monómero y fibrilla de 6aJL2 y R25G. Los scFv utilizados como control negativo no ofrecen una 
señal comparable en el inmunoensayo, a la señal dada por el scFv 7D seleccionado.

Fig. 11 Análisis de actividad de la clona 7D contra el monómero y fibrilla de 6aJL2, utilizando el anticuerpo en forma soluble. 
El control positivo (Ctr+) es el anticuerpo monoclonal utilizado anteriormente.

7D 1C 4G 5F
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
Fib rilla  6a JL2

M onom ero 6a JL2

Fib rilla  R 25G

M onom ero R 25G

BSA

Lech e

Ca sein a

Gela tin a

An ticu erp os

A
b

so
rb

a
nc

ia
 a

 4
92

 n
m



A175 KDa

         62

         25

        6.5

175 KDa

         62

         25

        6.5

MPM  C-      2 hr             4 hr            6 hr        MPM

MPM  C-        2 hr             4 hr             6 hr        MPM

Ctr +

Ctr +

 32.5 KDa                 
  

         25        

 32.5 KDa                 
  

         25        

B B

Como se puede observar, la señal contra las proteínas de interés es mayor que la señal que 

arrojaronn otros scFv (anti-toxinas) utilizados como controles negativos, hacia los mismos antígenos, 

pero menor (hacia los antígenos solubles específicamente) que el control positivo.

Para conocer las condiciones óptimas a expresar, se utilizaron dos cepas de Escherichia coli

(TG1 y XL1 Blue) y a distintas temperaturas, se indujo la expresión de la proteína. Se tomaron muestras 

a determinados períodos de tiempo y se corrió un gel SDS-PAGE para observar las proteínas 

contenidas en el extracto total, obtenido por choque osmótico de las células. Como lo muestra el 

panel A de la figura 13, el extracto total de proteínas obtenidas utilizando TG1 da una mayor 

cantidad del anticuerpo de interés (así como de otras proteínas extraídas en el proceso) que el 

extracto de BL21 (panel B, fig.13). Alrededor de los 25 KDa se consideró que estuviesen las bandas 

correspondientes al anticuerpo, que aún sin haber comenzado el proceso de inducción, ya se estaba 

visualizando, como se ve mostrado en el segundo carril (C-) de los dos paneles. De esta forma, como 

se observó una mayor cantidad de proteína en los extractos de TG1, a las 6 horas de inducción, y 

temperaturas de 25oC y 37oC (carriles 9 y 11 respectivamente), se consideraron que éstas, eran las 

condiciones óptimas para expresar el anticuerpo en una mayor escala. Para confirmar que las 

bandas vistas, correspondían efectivamente al anticuerpo, se procedió a correr de nuevo un gel de 

poliacrilamida para transferirlo a una membrana de nitrocelulosa y hacer una inmunodetección, que 

finalmente confirmó lo predicho.  Al analizar la secuencia  (fig.14)  de la clona 

Fig. 13 SDS-PAGE y Western Blot. El panel A representa los ensayos elaborados con la cepa TG1 y el panel B, con la cepa BL21. En 
el primero y último carriles de los geles de poliacrilamida, se cargó un marcador de peso molecular de proteínas (MPM); el 
segundo carril contiene controles negativos (C-), que representan cultivos sin inducir; el tercero, sexto y noveno carriles 
representan muestras obtenidas de los cultivos crecidos a 25oC a las 2, 4 y 6 hr de inducción respectivamente; el cuarto, 
séptimo y décimo carriles, contienen muestras de cultivos crecidos a 30oC a los tiempos indicados, y el quinto, octavo y 
onceavo carriles son de cultivos crecidos a 37oC. Todas las muestras son extractos de proteínas totales, obtenidas por 
choque osmótico. Los geles para transferir se hicieron de la misma forma, pero sustituyendo el MPM del ultimo carril, por 
una cadena sencilla como marcador.
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Carriles    1    2    3    4    5    6    7    8    9    10  11  12
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7D y observando el tamaño de las bandas en los geles, se dedujo que era un anticuerpo de menor 

tamaño a las cadenas sencillas convencionales (último carril de los Western Blots, Ctr+), con parte de 

la cadena pesada truncada (correspondiente a la familia VH3), un péptido unidor de 15 aminoácidos 

y una cadena ligera correspondiente a la familia lambda 2.

Conociendo las condiciones adecuadas, fue llevada la expresión del anticuerpo a un litro. Se 

realizó de nuevo la extracción de proteínas totales, y finalmente se purificó por cromatografía de 

afinidad con níquel, el anticuerpo soluble. La fig. 15 muestra un gel en el que se puede apreciar la 

proteína, donde ninguna banda adicional se observa en los carriles 4 y 5, en los cuales se cargaron 

fracciones del extracto tratado con PPB y MgSO4. El rendimiento de la proteína alcanzó los 416 g/L.

175 KDa

                                     
          62
        

          25
     

       16.5

Fig. 15 SDS-PAGE. Se comparó parte del extracto total de proteínas (carril 2), con el eluado resultante de la purificación del 
anticuerpo (carril 3) y fracciones de proteína pura extraídas con MgSO4 y PPB (carriles 4 y 5 respectivamente). En el 
segundo carril ya no se observa una banda de 25 KDa, con lo que se puede deducir, que para el momento del 
desarrollo de este ensayo, el anticuerpo fue degradado en el extracto. En el primer carril se encuentra el MPM y en el 
ultimo, un scFv usado como marcador. El eluado contiene un poco de anticuerpo que no logró retenerse en la resina.

Fig. 14  Secuencia de la clona 7D. Los aminoácidos en azul, representan la parte correspondiente a la cadena pesada; 
en color negro se encuentra asignada la región del péptido unidor; en rojo se representa la cadena ligera; la 
secuencia de la etiqueta de detección del anticuerpo se encuentra en color anaranjado y la cola de histidinas en 
verde. Los frameworks de las dos cadenas se encuentran en negrillas. La flecha vertical indica la posición de la 
deleción del CDR3 de la cadena pesada.

                                                                                                  Cadena pesada                                                                              Péptido unidor       

          5                15                  25              35                45               55               65                75                 85              95                 105               115

MAQVNLRESGSSAGVPSFQLGWMGSLGTRESNSPLKYSVMVIVPHPSELRASRLPNLNSMFRICKDSGLFLPWRLNNRTVTVWFPCSPGTLVTV        SSGGGGSGGSGGGGSQSALTQPATVS

  .........................FR............................-----CDR1-----............FR2……-CDR2--...........................................FR3................                     linker         .......................
                               

                                                                                       Cadena ligera                                                                                                  Etiqueta c-myc      cola de His
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GSPGQSITISCTGTSSDVGGYKYVSWYQQHPGKAPKLMIYEVSKRPSGVPDRFSGSKSGNTASLTVSGLQAEDEADYYCSSYAGSNNPYVFGTGTKLTVLGAAAEQKLISEEDLNGAAHHHHHH
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Etapa III

CARACTERIZACIÓN

Con la proteína purificada se hizo el ensayo de inhibición de extensión de fibrillas tanto de 

6aJL2 (proteína contra la que se retó la biblioteca), como R25G. Como se menciona en la etapa 

metodológica, monómero con semilla de 6aJL2 o R25G se colocaron en presencia o ausencia de 

diferentes proporciones del scFv 7D, el Mab 55-5-F5 u otras cadenas sencillas irrelevantes y se dejaron 

incubando a 37oC toda la noche con el fin de observar una extensión o inhibición de la extensión de 

las semillas. Los resultados reflejaron una inhibición de hasta 85% de formación de fibrillas de R25G y 

53% de inhibición de las de 6aJL2, ocasionada por el fragmento variable de cadena sencilla 7D 

(Fig.16 panel A y B respectivamente), al ser utilizado en una proporción molar 1:1 (monómero:scFv). 
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Fig. 16 Inhibición de extensión de “semillas”. El panel A muestra los porcentajes de inhibición de la extensión de fibrillas 
formadas por R25G; el control positivo se ve indicado con una línea de color rojo, los anticuerpos irrelevantes utilizados 
como control negativo, se encuentran en color azul y amarillo, y el anticuerpo analizado en color morado. El panel B 
muestra los porcentajes de inhibición de 6aJL2 y el patrón de colores utilizado es el mismo del panel anterior.



Además se mostró una inhibición en una proporción 1:2 del 77% para R25G, manteniéndose 

prácticamente estable la de 6aJL2. El anticuerpo 55-5-F5 utilizado como control positivo inhibió en un 

78% y 39% a R25G y 6aJL2, respectivamente, al utilizarse en una proporción 1:16 (monómero:AcM). Los 

controles negativos utilizados fueron dos anticuerpos irrelevantes (1C y 4G) que extrañamente 

también inhibieron, a R25G y 6aJL2 en un 69% y 26%, respectivamente (para el caso de 4G) y en un 42 

y 23%, respectivamente (para el caso del anticuerpo 1C) al utilizarse en una proporción 1:2 

(monómero:scFv). Los blancos en los que se utilizó exclusivamente monómero soluble, dieron una 

intensidad de fluorescencia prácticamente equivalente a la del ThT/PBS sin proteína, por lo que al 

valor de fluorescencia de todas las muestras se le dedujo solamente aquel valor que dió la 

producción de fibrillas formada por los blancos que incluían solo “semilla”. 

Posteriormente se procedió a analizar su estabilidad por ELISA en presencia de 

concentraciones crecientes de cloruro de guanidinio, o bien, incubándolo en un ensayo paralelo, a 

diferentes temperaturas, antes de ponerlo a interaccionar con el antígeno. Las lecturas demostraron 

que cerca del 75% del reconocimiento del monómero de 6aJL2 por el anticuerpo fue abatido, al 

incubar el anticuerpo toda la noche con GdnHCl a una concentración de 0.5 M, sin embargo aún 

con el aumento de la concentración del desnaturalizante, el reconocimiento de la fibrilla se mantuvo 

en un 80% aproximadamente. En cuanto a la estabilidad a distintas temperaturas, se confirmó que la 

actividad del anticuerpo se mantiene a 4oC, sin embargo a 37oC cae hasta a un 30%, ya sea para la 

fibrilla o para el monómero de 6aJL2 (Fig.17).
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Fig. 17 Estabilidad funcional del anticuerpo 7D. En el panel A se visualiza el comportamiento del scFv 7D, con una incubación 
previa con distintas concentraciones de cloruro de guanidinio. La perdida de la actividad hacia la fibrilla y el monómero 
se muestran mediante una línea roja y azul respectivamente. En la grafica inferior, se aprecia asimismo, la  disminución 
de la actividad conforme un aumento en la temperatura de incubación del scFv, previo contacto con el antigeno.



Con el objeto de conocer si podrían tener los mismos sitios de interacción con la fibrilla o 

monómero soluble, el anticuerpo monoclonal murino 55-5-F5 y el scFv 7D, se desarrollaron ensayos de 

competencia. La figura 18 reveló la tendencia de los valores de absorbancia a aumentar conforme 

se incrementó la cantidad de anticuerpo monoclonal utilizado, a una cantidad constante de scFv. Lo 

que indica, finalmente, que no existe desplazamiento de la cadena sencilla 7D por el anticuerpo 55-5-

5F y el reconocimiento de los dos anticuerpos, tanto para la fibrilla (panel A) como para el monómero 

(panel B) es hacia epítopes distintos. 
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Fig. 18 Prueba de competencia. En los paneles A y B se encuentran graficadas las lecturas de absorbancia arrojadas, al 
analizar el desplazamiento del scFv 7D por el anticuerpo monoclonal 5F en su unión con la fibrilla y el monómero de 
6aJL2 respectivamente.



VII. DISCUSIONES

Las amiloidosis son enfermedades que comprenden patologías que llegan a afectar al 

paciente en forma sistémica o localizada, y pueden representar un gran impedimento para realizar 

incluso tareas cotidianas, lo que no permite llevar una vida normal. Existe evidencia, de que no son las 

fibrillas, sino estados oligoméricos intermediarios, los que causan el daño tisular importante en las 

amiloidosis no neuropáticas, sin embargo, el mecanismo de patogénesis no se encuentra totalmente 

esclarecido, cuestión que es de trascendencia comprender, ya que permite orientarnos en la 

búsqueda de una propuesta terapéutica.43

Hay varios factores de riesgo involucrados en el desarrollo de estas enfermedades en nuestro 

organismo. Se ha planteado, que el paciente per se, juega un rol importante considerando elementos 

como: decaimiento del sistema de chaperonas y procesamiento endoproteolítico por la edad del 

paciente; elevación de la concentración de péptidos y proteínas nativas desplegadas, o de 

fragmentos de proteínas generadas por proteólisis; propiedades intrínsecas de la proteína 

amiloidogénica como hidrofobicidad, carga o estructura secundaria; o bien, factores externos, 

ambientales causantes de mutaciones somáticas.44

Se han planteado varias estrategias terapéuticas con la finalidad de abatir las 

manifestaciones clínicas de estas enfermedades. En éstas se incluyen, la intervención en el 

plegamiento anómalo y/o procesamiento endoproteolítico aberrante (inhibiendo la formación de 

precursores amiloidogénicos monoméricos mediante micro o macromoléculas), prevención de la 

formación de fibrillas en estado maduro e inducción de la depuración de amiloides. Sin embargo, 

aunque algunas compañías farmacéuticas han obtenido productos potenciales, in vitro, que 

previenen la maduración de la fibrilla, ninguno mantiene al amiloide en forma monomérica o se une 

a una estructura cuaternaria definida, lo que quizá lleve a una exacerbación, de la patología in 

vivo.44-48

Con estos antecedentes, nuestro grupo de trabajo ha planteado la posibilidad de encontrar 

mejores alternativas terapéuticas basados en la búsqueda, mediante el despliegue en fagos, de 

anticuerpos provenientes de bibliotecas no inmunes49-53. Uno de los anticuerpos precisamente 

encontrados mediante esta metodología fue el scFv denominado 7D. Éste proviene de un repertorio 

humano, que fue retado contra la forma monomérica y fibrilla del modelo de estudio para amiloidosis 

AL, 6aJL2. El proceso de selección, incluyó una preelucion con trietilamina 100 mM y una infección 

posterior de células con los fagos remanentes. Esta estrategia ha sido planteada anteriormente con el 

objeto de incrementar el numero de clonas con insertos de tamaño completo. El resultado de ello es 

una disminución considerable en el título de salida de anticuerpos/mL, pero se basa en el 

razonamiento de que, al utilizar solo un agente para eluir, posiblemente se eliminaran los fagos de alta 

afinidad de la población total, al no rescatarse todos.54



Finalmente se obtuvieron varias clonas con actividad tanto para la fibrilla como para el 

monómero de 6aJL2, pero como ensayos posteriores revelaron que no todos contenían el inserto del 

tamaño de interés, muchos se descartaron. El hallazgo de anticuerpos con estas características (VH

incompletos en scFv, o scFv carecientes de VH) ha sido anteriormente reportado, incluso el scFv 7D, 

como se puede visualizar en su secuencia, carece del dominio CDR3. Las razones de estos hallazgos 

pueden deberse a deleciones en los insertos durante el crecimiento, a la presencia de construcciones 

incompletas en la biblioteca (y posible selección positiva de esos insertos pequeños durante el 

cultivo), eliminación de anticuerpos completos por la célula (por poseer una secuencia tóxica para la 

misma), inmunodominancia, entre otros. Sin embargo, a pesar de que no es el tipo de fragmento de 

anticuerpo comúnmente utilizado con fines diagnósticos o tratamiento, en el presente trabajo, se 

plantea su potencial para inhibir la extensión de semillas de proteínas fibrilogénicas.51,54

En la etapa inicial de obtención del anticuerpo, la expresión se hizo auxiliándose del sistema 

procariótico. Éste es muy ventajoso porque es bien conocido, es relativamente económico, de 

manipulación sencilla, no existe preocupación por trabajar con virus perjudiciales para humanos y el 

tiempo transcurrido entre la transformación y la purificación de la proteína es corto.55,56

Posteriormente, se extrajeron las proteínas totales por choque osmótico del periplasma, utilizando una 

estrategia ampliamente utilizada. Aprovechando el ambiente oxidativo de este compartimento a su 

vez  facilita el plegamiento de proteínas recombinantes55,57. Finalmente para poder tener el 

anticuerpo puro, se recurrió a la cromatografía de afinidad con metales inmovilizados, en este caso 

Ni(II). La unión de este metal con las histidinas en el extremo carboxilo terminal del anticuerpo, permite 

su retención en la columna. La eliminación de otras proteínas irrelevantes, se hace posible con 

lavados de imidazol a baja concentración, y la elución de la proteína de interés con imidazol 

concentrado58. Una vez obtenido el anticuerpo puro, se procedió a caracterizarlo. Éste se pudo 

visualizar en un SDS-PAGE con tricina, lo que permite separar proteínas pequeñas (1-100 KDa) con 

mejor resolución que el SDS-PAGE-glicina; además su tamaño fue confirmado por inmunodetección. 

59,60

Basado en los ensayos de extensión de fibrillas, se monitoreó la intensidad de fluorescencia de 

ThT para determinar si la interacción del scFv 7D con el monómero o semilla de 6aJL2 y R25G, inhibía 

la extensión de estas ultimas61,62. R25G es una proteína que proviene de una mutación en el residuo 25 

de 6aJL2 (lo que ocasiona un aumento en la cinética de fibrilogénesis) y se utilizó en virtud de ser un 

mejor modelo para analizar la capacidad de fibrilogénesis, y por ende, de ser inhibida. Estos ensayos 

revelaron, que efectivamente se inhibió la extensión de las fibras de las dos proteínas, lo que se vió 

reflejado en la disminución de la intensidad de fluorescencia de las muestras de que contenían 6aJL2 

o R25G con anticuerpo, en comparación con las muestras que únicamente contenían semilla y 

monómero de 6aJL2 o R25G (lo que reflejó un decremento en la cantidad de fibrilla formada). 

Comparando los resultados del control positivo con la inhibición de R25G por el scFv 7D, es claro que 

utilizando la relación equivalente, la inhibición por parte del monoclonal sería mayor, considerando 



que en proporción 16:1, el monoclonal inhibe prácticamente igual que 7D a una relación molar 

mayor (2:1). En cuanto a los controles negativos, a un misma relación (2:1) C1 inhibe 35% menos a 

R25G, sin embargo 4G lo inhibe únicamente 8% menos. Lo anterior, pudiese indicar que existen varios 

mecanismos posibles de inhibición entre los cuales se pudieran encontrar, aquellos ocasionados por 

uniones específicas del anticuerpo con la fibrilla o el monómero soluble (como la interacción 

planteada de 7D con 6aJL2), o bien, interacciones inespecíficas mediadas por regiones distintos a los 

dominios variables (interacción de 6aJL2 con los scFv irrelevantes), sugerido además por el 

inmunoensayo enzimático (fig.11), donde no existe reconocimiento significativo, por estos otros 

anticuerpos contra los antígenos inmovilizados. Por otro lado, en el caso de la inhibición de 6aJL2, el 

monoclonal lo inhibe un poco más, en una relación 16:1, que 7D en relación 8:1, lo que también 

indica que el mejor inhibidor es el anticuerpo completo. Comparando todas las cadenas sencillas, 4G 

inhibe 26% menos que 7D a una misma relación molar, y C1 inhibe 29% menos, a las mismas 

condiciones, que 7D.

También se realizaron experimentos con el fin de analizar la estabilidad funcional, lo que 

permitió encontrar la concentración y temperaturas criticas a las cuales el anticuerpo seguía 

manteniendo su actividad hacia la fibrilla y monómero de 6aJL2.63,64 Esto evidenció la inestabilidad 

del anticuerpo, a excepción de la actividad en GdnHCl, hacia la fibrilla, que no disminuyó 

drásticamente. Esto quizá es atribuible a la estabilidad de la fibrilla misma, con la que se inmovilizó la 

placa, especialmente si consideramos que el reconocimiento del anticuerpo sea más hacia un 

epítope conformacional encontrado en la fibrilla, que hacia un epítope secuencial que pudiésemos 

encontrar en el monómero. Esto no ha sido determinado con precisión, y aún encontrando que existe 

una reacción cruzada (reconocimiento hacia las dos formas, fibrilla y monómero), de 6aJL2, no se 

puede descartar que quizá el reconocimiento hacia el monómero pueda ser simplemente por la 

cantidad de epítopes expuestos del mismo, que son más, que en la fibrilla.

Finalmente, en el ensayo de competencia se vió un incremento en la respuesta al subir la 

concentración del anticuerpo murino 55-5-F5, lo que sucedió, debido a que los dos anticuerpos 

permanecen unidos al antígeno reconociendo epítopes distintos. Se ha planteado anteriormente, 

que el desarrollo de bibliotecas no inmunes, permiten el aislamiento de anticuerpos con capacidad 

de reconocimiento a cualquier antígeno dado, puesto que se imita la respuesta inmune in vitro; sin 

embargo, la selección que se hace con este método es distinta al proceso de maduración que sufren 

los anticuerpos cuando un antígeno entra en contacto con el organismo. Considerando además que 

la posibilidad de presentar tolerancia inmunológica a algunos antígenos, provoca que el repertorio 

natural de anticuerpos que se genera puede no incluir moléculas que establezcan las mismas 

interacciones con el agente extraño que un anticuerpo proveniente de una biblioteca desarrollada in 

vitro, por ello es obvio que anticuerpos de diferente origen y aislados de fuentes distintas (puesto que 

el Mab 55-5-F5 proviene de una biblioteca inmune), puedas reconocer epítopes independientes.52,65,66



Recientemente se han descrito péptidos sintéticos utilizados con éxito para generar 

anticuerpos con reconocimiento específico hacia proteínas amiloides (de cadena ). Estos 

anticuerpos a su vez, han sido de utilidad para la detección de proteínas amiloides por 

inmunohistoquímica y Western blots. Los péptidos sintéticos mencionados, se desarrollaron por 

considerarse los dos epítopes mas inmunogénicos de una variedad de secuencias de cadenas ligeras 

λ amiloides y no amiloides.67 Dado que existe un alto nivel de similitud de uno de estos epítopes con 

un fragmento de la cadena ligera del scFv 7D seleccionado, pudiese fundamentar la idea de la gran 

influencia que tiene la cadena ligera del anticuerpo 7D, que estuviese actuando como un monómero 

más en el proceso de formación de fibrillas, sin embargo, como un proceso interrumpido (lo que 

genera la inhibición de la extensión de las “semillas”) por el otro dominio (el de la cadena pesada) 

del scFv que impide estéricamente la unión de más monómeros.  



VIII. CONCLUSIONES

1. Se ha logrado el aislamiento de un fragmento variable de cadena sencilla con relativa 

especificidad hacia el modelo de estudio 6aJL2.

2. El scFv denominado 7D, tiene un dominio variable de cadena pesada perteneciente a la 

familia VH3, y un dominio variable de cadena ligera de la familia lambda 2.

3. El anticuerpo 7D inhibe hasta en un 85% la extensión de fibrillas formadas por la proteína 

R25G, y hasta en un 53%, aquellas formadas por 6aJL2.

4. La cadena sencilla 7D es un anticuerpo inestable, que prácticamente pierde actividad hacia 

su antígeno en condiciones tales como incubación con GdnHCl 0.5 M y temperaturas 

mayores a 37oC.

5. Los epítopes de 6aJL2 que son reconocidos por 7D y el anticuerpo monoclonal 5F, son 

distintos.

6. La interacción del scFv con el antígeno, no es mediada por la presencia del CDR3, lo que 

sugiere, que posiblemente sea la cadena ligera de 7D la que este más involucrada en esta 

unión.

IX. PERSPECTIVAS

1. Amplificar por separado los dominios variables del scFv 7D y evaluar su actividad por ELISA, 

para confirmar la forma como cada uno de ellos, pudiese estar involucrado en el 

reconocimiento de 6aJL2.

2. Madurar el(los) dominio(s) involucrados en el reconocimiento para mejorar propiedades del 

anticuerpo como la afinidad y estabilidad.

3. Estandarizar las condiciones óptimas a las cuales se puede lograr una mejor expresión del 

anticuerpo.

4. Realizar ensayos para determinar su estabilidad y afinidad, mediante ELISA y un sensor de 

interacciones moleculares en tiempo real, respectivamente.

5. Desarrollar péptidos basados en el segmento de anticuerpo que conserva la capacidad de 

reconocimiento hacia 6aJL2 para obtener agentes terapéuticos más eficientes.
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