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1. INTRODUCCION 

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por Mycobacterium 

tuberculosis, (M.tb) que afecta principalmente los pulmones, En  2014 un estimado 

de 9.6 millones de personas desarrollaron tuberculosis  de los cuales  12%  eran 

VIH-positivas y 1,5 millones de personas fallecieron a consecuencia de esta 

enfermedad  según datos publicados por la Organización Mundial de la Salud 

(Global Tuberculosis Report. 2014) a éste panorama se suma la aparición de 

cepas resistentes y  multidrogo resistentes (MDR-TB) con un estimado de 480000 

casos para el 2014.  Los avances en el entendimiento de la inmunopatogénesis de 

tuberculosis desarrollados en los últimos años han permitido abrir un amplio 

campo de investigación, como también una visión más amplia en cuanto a 

posibles alternativas de diagnóstico e inmunoterapia, que tendrían como finalidad 

complementar los ya existentes, especialmente en casos de tuberculosis asociada 

al VIH , así como en los casos de tuberculosis MDR-TB, para lograr tal objetivo, es 

necesario primero seleccionar, desarrollar y evaluar la efectividad de moléculas 

como proteínas, componentes celulares, anticuerpos e inmunocompomplejos que 

permitan hacer un seguimiento del inicio de la infección y el desarrollo de la 

enfermedad, generando un mayor entendimiento de la interacción entre  M.tb  y su 

hospedero, así como el desarrollo de la respuesta inmune. Se sabe actualmente,  

que gran parte de la respuesta inmune en humanos, primates no humanos y 

ratones depende de los linfocitos T (North, R.J. & Jung, 2004)  a su vez, el 

reconocimiento  específico de epítopes antigénicos por los linfocitos T, depende 

de la presentación antigénica en el contexto de las moléculas codificadas por el 

Complejo Principal de Histocompatibilidad, CPH, (HLA clase I y II) tal interacción 

es vital en el direccionamiento de la respuesta inmune, razón por la cual, se han 

implementado técnicas de biología molecular que permiten obtener a la proteína 

HLA recombinante, con el fin de formar complejos entre ésta proteína y epítopes 

sintéticos específicos de relevancia clínica, simulando de esta forma la 

presentación antigénica a los linfocitos T, un criterio primario para la selección de 

cualquier antígeno inductor de respuesta inmune celular, es su capacidad para 



 
 
 

despertar una respuesta en los linfocitos T. Para lograr éste fin, los epítopes 

seleccionados deben cumplir características, optimas que permiten la unión con 

las proteínas del CPH clase I y II, las cuales varían según su  longitud  y afinidad 

de unión.  

A la fecha existen diversos trabajos que utilizan epítopes involucrados en procesos 

cancerígenos e infecciones virales y bacterianas, por una parte, enfocados en la 

construcción de complejos entre la proteína recombinante HLA y péptidos 

sintéticos que se expresan en los diferentes enfermedades, que permiten la 

identificación de linfocitos T citotóxicos antígeno-específicos  in vitro e in situ, así 

mismo,  el desarrollo de anticuerpos tipo TCR, que simulan el  reconocimiento del 

receptor de linfocitos T, hacía el complejo HLA-péptidos expuestos en la superficie 

celular, han sido evaluados,  por ejemplo en el trabajo realizado por Denkberg, G., 

et al 2002, donde un anticuerpo tipo TCR, permitió identificar células tumorales de 

melanoma, y también han sido estudiados en infecciones virales. Herschhorn, et al 

2010,  la disponibilidad de anticuerpos tipo TCR contra complejos p/MHC es una 

herramienta que permite tener una perspectiva más amplia acerca de la 

presentación antigénica celular. 

 

1.1 COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD 

El complejo Principal de Histocompatibilidad, o más conocido por sus siglas MHC ( 

Major Histocompatibility Complex) contiene dos tipos de genes polimórficos, los 

genes de la clase I y la clase II, que codifican dos grupos de proteínas homólogas, 

pero con estructuras distintas, y otros genes no polimórficos cuyos productos 

participan en la presentación del antígeno.  Hay tres genes de la clase I del MHC 

llamados HLA-A, HLA-B y HLA-C, C y tres loci de la clase II del HLA llamados 

HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR. Abbas a 2007, Teniendo en cuenta que estas 

moléculas poseen alto polimorfismo, la tipificación actual toma en cuenta tanto las 

reacciones serológicas como características moleculares, por lo que a los alelos 

individuales  se les puede llamar HLA-A *0201,  que se refiere al subtipo 01 del 

HLA-A2, siendo el  HLA-A*0201 uno de los más frecuentes, según estudios 

poblacionales sobre diversidad y frecuencia alélica  del HLA-A, B y C Kai Cao et al 



 
 
 

2001, Greenbaum J et al, 2011, y la base de datos de frecuencia alélica de la 

población mundial.  http://www.allelefrequencies.net 

Una de las principales funciones de las proteínas codificadas por el CPH,  está 

implicada en la presentación antigénica a los linfocitos T, donde las moléculas de 

la clase I del CPH muestran los péptidos a los linfocitos T CD8+ y las moléculas de 

la clase II del CPH muestran los péptidos a los linfocitos T CD4+; la expresión de 

estas moléculas también es diferente, donde las moléculas de clase I se expresan 

sobre la superficie de células nucleadas de forma constitutiva,  y las de clase II se 

expresan sobre células dendríticas, macrófagos y linfocitos B, todo esto, 

estrechamente relacionado con la función de los linfocitos que las reconocen, por 

ejemplo,  los linfocitos TCD8+, reconocen células infectadas con virus o proceso 

tumorales para su destrucción(en su mayoría péptidos de derivados de proteínas 

intracelular) , en cambio los linfocitos T CD4+,actúan según su estado de 

maduración,  donde los TCD4 vírgenes reconocen partículas sobre los células 

dendríticas  en órganos linfoides, y los linfocitos T CD4 cooperadores 

diferenciados  actúan sobre macrófagos para fomentar la eliminación de 

microorganismos fagocitados, y sobre linfocitos B para la producción, por lo tanto 

las molécula de clase II expresan péptidos derivados de microorganismos y 

proteínas extracelulares. 

1.2 Estructura molécula HLA-I 

Las moléculas HLA –I,  codificadas por el complejo principal de histocompatibilidad  

clase I, constan de dos cadenas polipeptídicas, donde la cadena α polimórfica  con 

un peso de 46KDa se codifica en el CPH (en el cromosoma 6 en seres humanos), 

y la  cadena  la β2 microglobulina de 12kDa, no polimórfica codificada en el 

cromosoma 15. Kenneth Murphy 2008,  éste heterodimero está unido de forma no 

covalente, por medio de enlaces disulfuro, tiene cuatro dominios, tres  

pertenecientes a la cadena α y uno a la cadena β2,  el dominio  α3  sirve de punto 

de unión con los linfocitos CD8, su extremo carboxilo se extiende con  25 

aminoácido hidrófobos que atraviesan  la membrana plasmática, este dominio es 

conservado en  las moléculas MHC-I, continuando con una secuencia de  30 

http://www.allelefrequencies.net/


 
 
 

aminoácido básicos que interactúan con los grupos de la cabeza de los 

fosfolípidos de la cara interna de la membrana y anclan a la molécula, por  otra 

parte,  la cadena β2 microglobulina también es conservada en las moléculas MHC-

I y está mplicada en transporte intracelular del péptido y estabilidad 

conformacional Hansen, T, 1997,  los dominios α1 y α2 plegados forman las 

paredes de una hendidura en la superficie de la molécula  que se conoce como 

sitio de unión al péptido 

- Unión al péptido: 

La hendidura formada por los dominios α1 y α2, tiene una longitud aproximada de 

90 residuos de aminoácidos, ubicada en el extremo amino terminal de la molécula 

HLA-I, está conformada por dos cadenas α   hélice antiparalelas, sobre una base 

de ocho en conformación de hoja β. A pesar de que diferentes moléculas 

codificadas por el MHC,  se unen a péptidos con alta diversidad, se conservan 

ciertos patrones de interacción péptido- molécula, generando estabilidad de unión, 

por ejemplo, el sitio de unión al péptido de la molécula clase I es cerrado en los 

extremos, lo cual limita la longitud de los epítopes (8-11residuos de aminoácidos) , 

los residuos de anclaje de un epítope que se une a la molécula HLA clase I, se 

localizan frecuentemente en  el  extremo amino y carboxiterminal, y por lo regular 

poseen cadenas laterales de naturaleza hidrofobica Bjorkman et al 1987. 

1.3 Procesamiento Antigénico 

El procesamiento y presentación de antígenos sobre la moléculas CPH clase I, es 

un proceso conocido, donde proteínas no propias, patógenas o alteradas, son 

procesadas  en el citoplasma y presentadas en la superficie celular con en el 

contexto HLA- I, previo al procesamiento, las proteínas son unidas covalentemente 

a ubiquitina, lo que permite que un complejo de proteasas llamado proteasoma 

corte la  secuencia proteica en segmentos de longitud optima, que son 

translocados por el transportador asociado a procesamiento antigénico TAP hacia 

el retículo endoplásmico, donde son asociados a la cadena α y a la β2 

microglobulina, formando un heterodimero estable gracias a la unión del péptido, 



 
 
 

éste complejo se mueve a través del sistema de Golgi hasta llegar a la superficie 

celular, donde será reconocidos por el receptor de linfocitos T (TCR), 

consecuentemente, los linfocitos T serán activados por señalización, co-receptores 

y otras moléculas co.-estimulantes, todo este proceso desemboca en la secreción 

de citosinas (IL-2) o interferón γ, direccionados a hacia la eliminación de la célula 

infectada. Chen Y,et al 2009 

1.4 ANTECEDENTES 

Existe una amplia gama de moléculas blanco que se sobre-expresan en 

superficies celulares en procesos específicos como cáncer (EGFR epidermal 

growth factor: receptor que es sobre-expresado en tumores del pancreas, pulmón 

y colon)  F.X. Real, and  Rettig,1986, la molécula CD123 sobre células madre en 

leucemia mieloide aguda (Jordan, C., et al. 2000), o moléculas blanco que sirven 

como biomarcadores como: la L carninitina y el TNF-α, e incluso alérgenos 

presentes en productos alimenticios. Es por esto que el desarrollo de moleculas 

capaces de reconocer e identificar estos blancos terapeuticos es importante en los 

campos del diagnóstico e inmunoterapia. Actualmente, gracias a los avances en 

biología molecular es posible trabajar y evaluar in vitro la actividad de un amplio 

rango de moléculas de diferente naturaleza, por ejemplo: la formación de 

complejos HLA-A2 y péptidos. Sodaly M., et al 2013, ligaron covalentemente 

antígenos derivados de células de melanoma, a la secuencia de scHLA-A2 y 

evaluaron su actividad biológica mediante la producción de INF-γ de linfocitos T 

CD8 antígeno-específicos. Por otra parte, Rachel Bras-Gonçalvesa et al, 2003 

usaron tetrámeros de HLA-A2 con el péptido MART para identificar in situ linfocitos 

que se infiltran en tumores de Melanoma metastásico. Asimismo, se logró evaluar 

el adecuado plegamiento, secuencia y actividad biológica del complejo HLA con 

péptidos del virus linfotrópico humano mediante la secreción de IFN-γ de linfocitos 

T citotóxicos antígeno específicos (Denkberg, G., et al., 2002)  y la evaluación de 

la respuesta citotóxica en el reconocimiento específico del complejo PR1/HLA-A2 

sobre-expresado en células de leucemia mieloide aguda (Sergeeva, A., et al 

2011). 



 
 
 

Como se observó en los anteriores estudios, los epítopes seleccionados para la 

formación de inmunocomplejos con la proteína recombinante HLA-A son muy  

importantes en la inmunopatogénesis de las diferentes enfermedades.  

Fragmentos de anticuerpo de una sola cadena scFvs 
Éste tipo de anticuerpos conserva la habilidad de reconocimiento de un anticuerpo 

completo y pueden ser fácilmente expresados de forma funcional en E. coli, 

permitiendo modificaciones  génicas (en secuencias CDR: regiones determinantes 

de complementariedad),   para mejorar propiedades a nivel proteico, como el 

incremento de afinidad y alteración de especificidad A. D. Griffiths and A. R. 

Duncan, 1998,  lo que les permite ofrecer ventajas comparado con anticuerpo 

monoclonales, por ejemplo presenta mejor penetración tisular y rápida eliminación 

de sangre,  permiten unión  de moléculas a su estructura como radionucleotidos 

para su aplicación en radioterapia y gracias a su rápida eliminación  de sangre, 

minimiza su exposición con tejido  sano Cheng, K.T. 2004 Kobayashi, N, 2011 y 

La ausencia de la FC, en su estructura, despierta menor inmunogenicidad, lo que 

los convierte en mejores agentes terapéuticos en comparación con anticuerpo 

monoclonales,  razon por la cual los scFvs tiene potencial en el bloqueo de 

receptores, neutralización de patógenos, y terapia antigénica dirigida Carter, P. J. 

(2006). 

 
Estructura de scFv  
Constan de las regiones variables que pertenece a las  cadenas pesada y  ligera 

de un anticuerpo, las cuales están unidas por un péptido flexible, con un peso 

aproximado de (~30 kDa), la longitud del fragmento de unión ubicado entre el 

extremo carboxi terminal de un dominio variable y el amino terminal del otro 

dominio,  se estima que mide 3.5nm lo cual no afecta la habilidad de los dominios 

para plegarse y formar un sitio de unión al antígeno.  J. S. Huston et al 1991 

además de la longitud,  la secuencia y composición de aminoácidos también  

deben cumplir con ciertas cualidades, por ejemplo contar con naturaleza  

hidrofílica,  lo que evita que éste péptido de unión se intercale con o entre los 

dominios variables durante el plegamiento. P. Argos, 1990 el diseño más usado 



 
 
 

tiene en su secuencia residuos de glicina y serina lo que brinda flexibilidad y/o 

residuos cargados  como acido glutámico y lisina inter- espaciados potencian la 

solubilidad. 

 

 
 

 

 

En cuanto a la manipulación de Los scfv  en el laboratorio, gracias a que  constan 

de dominios de fracción variable de cadena pesada y ligera unidos por un  

oligopeptidos han sido ampliamente usado para la construcción de bibliotecas, 

debido a su pequeño tamaño, hacen que sean fácilmente clonados, tolerados y 

menos degradados por bacterias, por lo tanto se obtiene altos niveles de 

expresión. Estas bibliotecas permiten desplegar proteínas o péptidos 

recombinantes sobre la superficie de bacteriófagos formando bibliotecas con alta 

diversidad, para ser enfrentados a moléculas blanco (Smith, G.P. 1985), una de 

las bibliotecas más utilizadas en trabajos de investigación es la Tomlinson I&J, la 

cual despliega en la superficie de sus fagos anticuerpos de fragmentos variable de 

una sola cadena (scFv), que constan de dominios de fracción variable de cadena 

pesada y ligera unidos por un oligopéptido y retienen la especificidad de unión de 

un anticuerpo completo, pero con ciertas ventajas frente a anticuerpos 

monoclonales, como la baja inmunogenicidad, y acumulación en tejidos no 

Fragmento variable de cadena sencilla (scFv). En amarillo se observa el péptido conector entre los 
dominios VH y VL. Se destacan las regiones determinantes de complementariedad (CDRs) que 
forman el sitio de reconocimiento al antígeno. Revista Digital Universitaria ISSN: 1607 - 6079 



 
 
 

específicos. Dentro de los estudios donde han seleccionados scFv a partir de 

biblioteca comerciales está el trabajo de Rabad M et al 2015 en el cual se 

identificaron y solubilizaron scFv’s específicos contra la molécula L- carnitina, que 

podrían ser usados como un posible agente terapéutico o como herramienta 

diagnóstica, asimismo, Ali Akbar Alizadeh et al (2015) identificaron una clona con 

una secuencia de un scfv dirigido contra TNF–α, que reconoce con una apropiada 

afinidad la molécula blanco, convirtiéndolo en un potencial inhibidor del TNF-α en 

situaciones no deseadas. En el 2015 Otlewski et. al, seleccionaron un anticuerpo 

tipo scFv, a partir de la biblioteca  Tomilinson I & J, que reconoció de forma 

específica a una isoforma de la proteína Hsp90, implicada en procesos 

cancerígenos, haciendo uso de la misma biblioteca  Jing Xia, et. Al 2013, 

seleccionaron un scFv que reconoció a la molécula CD133 ubicada en la 

superficie de celular, y es fuertemente relacionada con iniciación  y sostenimiento 

de tumores. Edward Eteshola 2010, seleccionó y caracterizó a partir de una 

librería comercial de origen humano un scFv, que reconoce a una proteína 

implicada en el rechazo de trasplantes llamada monocina inducida por INF-γ 

(MIG/CXCL9), catalogándose como candidato potencial para monitorear 

trasplantes, o en otras aplicaciones biomédicas  donde la detección de los niveles 

de MIG sea importante. Dada la alta diversidad de las bibliotecas de scfv, es 

posible encontrar fragmentos de anticuerpos incluso contra macromoléculas como 

en el trabajo realizado por Si Wu et al (2007) donde se identificaron un scfv que 

reconoce al complejo SRP-SR,  el cual está compuesto por una parte proteica Ffh 

y por una secuencia de RNA llamada 4,5SRNA, tal complejo es conservado en 

microorganismos, por lo tanto, éste scfv podría representar una valiosa 

herramienta en proyectos de investigación estructural y funcional, en el 2015 el 

grupo de Frank Camacho et al, seleccionaron y caracterizaron un scFv, tipo TCR, 

dirigido contra el complejo HLA y un péptido de naturaleza lipídica de M. tb, 

catalogado como una valiosa herramienta de investigación. 

En M.tb se han caracterizado y purificado diferentes antígenos presentes en la  

pared celular, citoplasma y filtrado de cultivo que inducen inmunidad mediada  por 

células (Andersen, P. 1997, Mustafa, A.S,  1996, Young 1992). Dentro de los 



 
 
 

cuales destacan, la proteína de 38 kDa que predomina en el filtrado de cultivo,  

induce una respuesta inmune de tipo Th1 y una respuesta inmune humoral en 

pacientes con tuberculosis activa (Harboe, M et al 1992), el complejo Ag85 que 

constituye el 30%  del material proteico del filtrado de cultivo (Palma C. et al 2007), 

está formado por tres proteínas el Ag85A, Ag85B y Ag85C (Ohara, N et al.1995, 

Wiker, H et al 1992). Las cuales poseen pesos moleculares entre 30 y 32 kDa: 

85A, 85B, y 85C, y poseen una homología de 80% entre el Ag85B y Ag85A y  de 

60% entre el Ag85B y  el Ag85C (Content, J., A 1991). Las proteínas del complejo 

Ag85 poseen actividad de micoliltransferasa in vitro, para el ensamblaje de la 

pared mediante el acoplamiento del ácido micolico al arabinogalactan y en la 

formación del cord factor (α,α´ trealosa dimicolato), que se ha relacionado con la 

inhibición de la maduración fagosomal, importante mecanismo de sobrevivencia 

intracelular de M.tb. (Gomes MS et al 1999). Estas proteínas también son 

conocidas por su capacidad de unión a proteínas de matriz extracelular como 

fibronectina (proteína  implicada en la unión de  M.tb a  macrófagos alveolares) y 

elastina (Naito M et al 1998), a nivel de respuesta inmune el Ag85 es un antígeno 

inmunodominante e induce una alta proliferación de linfocitos T CD4, CD8 , B y 

secreción de IFN-γ (Lozes, E, et al 1997; Palma C, et al 2007), la vacunación con 

ADN de Ag85A y Ag85B ha mostrado ser protectora, no así la vacunación con 

Ag85C (Huygen, K., J.et al 1996). 

El antígeno de secreción temprana ESAT-6 es otro blanco importante de 

investigación, tiene peso molecular de 6 kDa, una secuencia de 95 residuos de 

aminoácidos (Sørensen, A.L. et al. 1995, Gordon, S.V. et al. 1999), se encuentra 

en diferentes cepas de M. tb. pero está ausente en la cepa vacunal M. bovis BCG, 

se caracteriza por ser fuertemente reconocido por linfocitos T, lo cual es 

independiente del fondo genético del hospedero en las diferentes especies 

infectadas y de las cepas de M.tb. (Brandt, L. et al. 1996;  Pollock, J.M.et al 1997). 

En la fase temprana de la infección, ESAT-6 parece ser un blanco importante para 

linfocitos T, en modelo humanos y cobayos.  



 
 
 

En vista de la importancia de los antígenos Ag85b y ESAT6, y su expresión en 

estadios iniciales de la infección, en el presente trabajo se seleccionaron epítopes 

inmunodominantes e hiper-conservados derivados de éstas proteínas, los cuales 

son presentados vía HLA*A2:01 y son ampliamente reconocidos por linfocitos T 

CD8+ de individuos expuestos a M. tb con el fin de generar in vitro la formación 

del complejo entre péptidos de ESAT6-Ag85b y la proteína recombinante HLA 

A2:01 (p/HLA*A2:01), para luego usarlo como blanco de reconocimiento en una 

técnica  llamada despliegue en fago (phage display),  

CAPITULO 2 

2.1 JUSTIFICACION 

Dados los avances en técnicas de biología molecular que logran complementar y 

fusionar la parte genotípica y fenotípica en una misma plataforma,  como lo es el 

desarrollo de librerías de fragmentos de anticuerpos de cadena sencilla (scFv) 

desplegados en la superficies de fagos,  las cuales se caracterizan por expresar  

éstos  fragmentos que conservan la capacidad de reconocimiento especifico de un 

anticuerpo completo además de  contar con  alta variabilidad de secuencias,   

permite su uso como herramienta para la selección e identificación de anticuerpos  

que reconocen una amplia gama de antígenos que pueden ser  epítopes  o 

moléculas con mayor complejidad estructural,  por ejemplo, los complejos 

formados entre (scHLA-A2 - péptidos específicos) en cáncer e infecciones virales 

reportados en la literatura, que  han demostrado efectividad de reconocimiento y 

actividad biológica.   Justifican el empleo de éstas metodologías para la selección 

de scfvs que reconozcan de manera específica complejos formados in vitro entre 

la molécula recombinante scHLA- A2 y péptidos conservados e inmunodominante 

de proteínas antigénicas  de Mycobacterium tuberculosis, la cual es el agente 

causal de tuberculosis, entidad  catalogada como un enfermedad de salud pública, 

que a pesar de la existencia de vacuna y tratamiento, continua siendo una   

enfermedades de vigilancia mundial según la Organización Mundial de la salud.   

 
2.2 HIPÓTESIS  



 
 
 

La formación in vitro de complejo conformados por la proteína scHLA-A2 y 

péptidos inmunodominantes de Mycobacterium tuberculosis, permitirá encontrar 

scFvs  de reconocimiento especifico, usando la técnica del “phage 

display”(despliegue de fagos) 

 

OBJETIVO PRINCIPAL: 

Seleccionar  scFvs   que reconozcan a complejos formados por la proteína 

recombinante scHLA-A2 y péptidos  de los antígenos de Mycobacterium. 

tuberculosis, Ag85B y ESAT-6. 

 

2.4 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

1. Formar  inmunocomplejos compuesto por scHLA A2 Y péptidos 

derivados de  antígenos de M. tuberculosis: scHLA-A2-ESAT-6 y scHLA-

A2-Ag85B. 

 

2. Seleccionar  los fragmentos variables de una sola cadena (scFv), que 

reconozcan inmunocomplejos  formados, a partir de librerías de 

anticuerpos,  usando la plataforma de phage display. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 

2.5 DISEÑO EXPERIMENTAL 
 
 

EXTRATEGIA EXPERIMENTAL         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPITULO 3 

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL Y RESULTADOS 

El presente proyecto inició a partir de una cepa Escherichia coli - BL21   que se 

encuentra transformada con el plásmido p ET22b, el cual contiene la secuencia de 

scHLA- A0201 con un peso molecular total de 48,5 KDa, en el siguiente orden: el 

extremo amino terminal de toda la secuencia inicia con  β2microglobulina (β2m) 

seguido por una secuencia  de 15 aminoácidos (glicinas G y serinas S) que 

funciona como enlace flexible uniendo el extremo carboxiterminal de  β2m y el 

extremo amino terminal de la secuencia de los tres dominios de la cadena pesada 

(alfa α) de la proteína, a la cual  en su extremo carboxilo se le adicionó,  una 

secuencia denominada BSP sustrato peptídico de BirA,  la cual será reconocida 

por la enzima BirA y realizara la adición de biotina (que permitirá formar 

tetrámeros con unión de estreptavidina en relación 4:1), seguida de  6 residuos de 

histidina que se usaran para posteriores purificaciones,   la secuencia de HLA- 
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A*0201  se obtuvo a partir de leucocitos de  sangre completa de donadores 

humanos.  La secuencia de scHLA A2 presente en el plásmido p ET22b, que se 

encuentra transformando a E. Coli-. BL21  se almacenó con glicerol al 20% a una 

temperatura de  -70°C hasta su uso 

3.1Estrategia experimental y resultados del primer objetivo 

 

 
 

3.1.1 Expresión de secuencia scHLA –A*0201  
Para la expresión de la secuencia de scHLA A *0201, se sembró  la bacteria  E. 

coli- BL21 que contiene el plásmido p ET22b-scHLA A *0201, primero en medio de 

cultivo sólido, Luria Bertaini (LB) y posteriormente se inoculo en medio liquido LB, 

en una relación 1:100 y carbenicilina 100µg/ml como marcador selectivo, 

posteriormente se  hizo  inducción con isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) 

250 µM, dando lugar a la expresión de la secuencia proteica  en cuerpos de 

inclusión, se obtuvo 2 gramos de biomasa bacteriana a partir de 600ml de LB.  La 

expresión especifica pos inducción se comprobó mediante la realización de una 

electroforesis en gel de poliacrilamida dodecilsulfato sódico, SDS-PAGE al 12%, 

donde se encontró la presencia de una banda que coincide por peso molecular 



 
 
 

esperado (48,5 kDa), se realizó la transferencia a una membrana de 

Polyvinylidene difluoride (PVDF)   sobre la cual se realizó un Western blot con 

anticuerpos anti-histidinas  y se obtuvieron los siguientes resultados: 

 Resultados de expresión scHLA-A*0201: 

 

  

 

 

Con éstos resultados se observa la expresión proteica específica después de la 

inducción por IPTG, la cual coincide con los resultados esperados, tanto por peso 

como por presencia de histidinas. Una vez se comprobó, se da lugar a la 

extracción de la proteína. 

3.1.2 Extracción de proteína a partir de cuerpos de inclusión: 

Para extraer a la proteína scHLA-A*0201  a partir de los cuerpos de inclusión se 

probaron dos protocolos con el objetivo se seleccionar el mejor para continuar con 

el proceso de plegamiento,  el primero se basa en la liberación de los cuerpos de 

inclusión de la bacteria aplicando ciclos de sonicado de 6 minutos a una 

Figura N° 2: Expresión proteica de scHLA- A*0201  a partir de cuerpos de inclusión en 
gel de poliacrilamida 12%. a)Coomassie: EI: Expresión proteica pos Inducción con IPTG,  
ESI: Expresión proteica Sin Inducción con IPTG. b) anti-Histidinas EI: expresión proteica 
pos inducción, ESI: expresión sin inductor.  



 
 
 

frecuencia de 70%, la eliminación de residuos por medio de 4 lavados con PBS1x 

y tritón x100 al 2%, y ciclos de centrifugación de 13500rpm por 15 minutos a 4°C,    

el segundo protocolo utiliza la acción enzimática de  la lisozima para liberar los 

cuerpos de inclusión de la bacteria,  seguido de  lavados para eliminación de 

residuos, los dos protocolos culminaron con la disgregación de los cuerpos de 

inclusión con urea a altas concentraciones (8 M),   se evaluó la efectividad  de 

cada protocolo, realizando SDS PAGE 12%,  con el fin de evaluar mediante peso 

molecular,  la expresión proteica, efectividad de  lavados y la presencia de 

proteínas contaminantes, se corrieron  por duplicado con el fin se utilizar la 

segunda membrana de (PVDF) para realizar un western blot con anti-histidinas, 

los resultados obtenidos fueron: 

 

En la figura 3, se observa la disminución de contenido proteico desde el carril 

número uno el cual es el resultado después del ciclo de sonicado,  seguido de los 

lavados con tritón, carriles ( 2,3,4) y los carriles 5 y 6 que hacen referencia a 

sedimentos y sobrenadante después de la disgregación con urea por 18 horas 

respectivamente, aquí se observa que tanto en el carril número 5 y 6 sobresale 

una banda de peso molecular aproximado a 45 kDa, lo cual corresponde con el 

peso aproximado de scHLA A*0201, sin embargo en el carril número 6 se 

observan muchas bandas tanto hacia arriba y  abajo de la banda de interés. Por lo 

que se concluye que aunque si hay una expresión más abundante en el 

sobrenadante pos disgregación con urea en comparación con el sedimento, hace 

kDa 
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Figura N° 3: Expresión proteica de scHLA- A*0201  
a partir de cuerpos de inclusión en gel de 
poliacrilamida 12% protocolo 1. FS: fracción 
soluble, LT1: lavado tritón 1, LT2: lavado tritón 2, 
LPBS: lavado con PBS, SEPU: sedimento pos-
disgregación con urea, SOPU: sobrenadante pos 
disgregación urea. PM: peso molecular.  



 
 
 

falta un proceso adicional para tener una extracción proteica sin la presencia de 

tantos contaminantes. Para confirmar que la banda que sobresale pertenezca  a la 

proteína de interés, se realiza western blot con anticuerpos, antihistidina como 

anticuerpo primario y se usó anticuerpo tipo anti IgG de ratón marcados con 

peroxidasa, se revelo con diaminobencidina. Obteniendo el siguiente resultado: 

 

 La  expresión de scHLA-A*0201, se observó mediante peso molecular y 

positividad a anti-histidina, sin embargo con el uso de este protocolo se observa 

que el contenido de proteínas contaminantes es alto en la fracción donde se ve 

mayor expresión, carril 6 de las figuras 3 y 4 

Para la extracción de la proteína se estandarizó otro protocolo, teniendo en cuenta 

otros ya existentes: protocolo número 8 de Sambrook y Russel, Molecular Cloining 

a Laboratory Manual, protocolo descrito por David Garboczi, y sigma aldrich.com 

Lysozyme from chicken egg White for Molecular Biology, catalogo L7651. En el 

protocolo estandarizado, por cada gramo de biomasa bacteriana, se mezcló con 

3ml de solución que contiene lisozima y DNA asa y otros compuesto que 

mantienen el pH   constante, posteriormente se aplicó dos ciclo de sonicado de 

minuto y medio con frecuencia de 50% y se realizaron 5 lavados con tritonx100 al 

0.5%, 50 mM Tris‐HCl,100 mM NaCl, 1 mM EDTA, entre cada lavado se hizo la 

separación con centrifugación a 13500rpm durante 20 minutos a 4°C, 

Figura N° 4: Expresión proteica de scHLA- A2  a partir de 

cuerpos de inclusión en gel de poliacrilamida protocolo 

1 y Anti-histidina. FS: fracción soluble, LT1: lavado tritón 

1, LT2: lavado tritón 2, LPBS: lavado con PBS, SEPU: 

Sedimento pos disgregación  con urea 8M, SOPU: 

sobrenadante pos disgregación con  urea 8M, anti-His: 

ant-ihistidina (-) negativo, (+): positivo,  PM: peso 

molecular. 



 
 
 

posteriormente se disgregan los cuerpos de inclusión con urea 8 Molar por 20 

minutos y se centrifugo, se recolecta sobrenadante y sedimento. Se realiza un gel 

de electroforesis en poliacrilamida de cada uno de los pasos anteriormente 

descritos.  Los resultados obtenidos fueron: 

 

En la figura número 5 se observa una membrana de PVDF, de electroforesis  en 

gel de poliacrilamida, de sobrenadantes  pos sonicado, lavados y disgregación con 

urea,  realizados en el protocolo de extracción de proteínas de cuerpos de 

inclusión con lisozima a partir de bacterias  E. coli BL21, transformadas. Los 

carriles 1 y 2 pertenecen a los  sobrenadantes resultado de la mezcla de la 

biomasa bacteriana con el buffer de lisis (lisozima) y dos ciclos cortos de sonicado, 

donde se observa un alto contenido proteico soluble. En los pozos 3, 4, 5, y 6 se 

observan los carriles del contenido proteico pos lavados con tritón, se puede 

observar la disminución en la presencia de proteínas a medida que aumenta el 

número de lavados. El pozo 7 es el resultado del último lavado realizado sin tritón. 

y en los pozos 8 y 9 se observan sedimento y sobrenadante respectivamente, 

después de la disgregación con  la solución de urea 8 M, evidenciando la 

presencia de una banda sobresaliente en el peso molecular esperado (48kDa 

aproximadamente),  en menor cantidad en el sedimento (carril N° 8) y una banda 

definida y de mayor tamaño en la fracción del sobrenadante (carril N° 9) en éste 

carril se observa que el contenido proteico predominante se encuentra muy 

cercano al peso de la proteína de interés, además que la presencia de otras 

bandas es mínima en comparación con el sedimento y los otros carriles 

Figura N°5: expresión proteica de scHLA- A2, protocolo N°2 

purificaciones de cuerpos de inclusión con lisozima en gel 

de poliacrilamida: carril N°1 y 2: sobrenadantes pos ciclos de 

sonicado carriles N°3, 4, 5, 6 lavados con tritón, carril N°7: 

lavado con PBS,  carriles 8 y 9: sedimento y sobrenadante 

pos disgregación con urea 8 M, carril N°10 peso molecular. 

N° carril 



 
 
 

pertenecientes  a pos sonicados y lavados, razón por la cual se continuara 

trabajando a partir de ésta fracción. 

Con el fin de confirmar que la banda que se observó en el carril número 9 cercana 

al peso de 45 KDa,  del gel anterior, se realizó un western blot con antihistidina 

sobre la misma membrana  y se obtuvo el siguiente resultado: 

 

 

 

 

En la figura número 6 se observa una membrana de PVDF de electroforesis  en 

gel de poliacrilamida –anti histidina, de sobrenadantes  de  pos sonicado, lavados 

y disgregación con urea,  realizados en el protocolo de purificación de cuerpos de 

inclusión  con lisozima a partir de bacterias  E. coli BL21, transformadas: 

evidenciando la presencia de una banda definida en el peso molecular esperado 

(aproximadamente 45 kDa) y  un resultado de positividad con el anticuerpo anti- 

histidina,  En menor cantidad en el sedimento ( pozo 8) y una banda definida y de 

mayor tamaño en la fracción del sobrenadante (pozo 9), lo cual lleva a la 

conclusión que banda que predomina en el pozo número 9,  pertenece a la 

proteína que se expresó pos inducción con IPTG caracterizándola por peso 

molecular y por positividad a anti-histidina. 

Figura N°6: Expresión proteica de scHLA- A2, protocolo N°2 extracción 
de cuerpos de inclusión con lisozima (anti-histidina): carril N°1 y 2: 
sobrenadantes pos ciclos de sonicado,  carriles N° 3, 4, 5, 6 lavados con 
tritón, carril N°7: lavado con PBS,  carriles 8 y 9: sedimento y sobrenadante 
pos disgregación con urea 8 M, carril N°10 peso molecular. 



 
 
 

3.1.3 Comparación de resultados:  

Al comparar la presencia de bandas de las fracciones de sobrenadantes pos 

disgregación con urea, del protocolo N°1 con ciclo prolongado de sonicado  y el 

protocolo N°2 utilizando lisozima,  se observa menor cantidad de proteínas 

contaminantes en la fracción obtenida del protocolo utilizando lisozima, a 

diferencia de la presencia de múltiples bandas en la fracción del protocolo solo con 

ciclos de sonicado prolongado. Por esta razón se establece que el protocolo de 

elección para extraer la proteína scHLA A0201 de los cuerpos de inclusión, será el 

protocolo donde se utilizan soluciones de lisis que contienen lisozima, puesto que 

requiere menos tiempo y se obtiene un fracción de la proteína de interés con 

presencia de menos contaminantes, por lo cual se decide continuar la fase de 

plegamiento a partir de esta fracción. 

Con éstos resultados se logró el cumplimiento de una primera parte del proyecto 

que consistió en la expresión, extracción y verificación  de la proteína a partir de 

cuerpos de inclusión, para dar inicio a la formación de inmunocomplejo entre la 

proteína scHLA y los péptidos  de ESAT 6 y Ag85b 

3.1.4 Formación de complejos entre la proteína recombinante scHLA-A02  y 
los péptidos inmunodominantes de M. tb. ESAT-6 y Ag85B. 

Para llevar a cabo el plegamiento entre la proteína y el péptido es necesario contar 

con las concentraciones de cada uno de los componentes del sistema, dado que 

la extracción de la proteína termina una fase de disgregación con altas 

concentraciones de urea, se realizó una determinación de concentración semi-

cuantitativa por densitometría usando el software Image J, para lo cual se realizó 

una  electroforesis en gel de poliacrilamida del 12% de  una curva de 

concentración de BSA, con el fin de utilizar el coeficiente de correlación de la 

curva de BSA y las unidades de densitometría calculadas por el programa,  el cual 

fue de 0.9954,  

Con éstos datos se procedió al cálculo de la concentración de scHLA -A2  a partir 

la de la fracción soluble pos extracción de proteína a partir de cuerpos de 



 
 
 

inclusión,  la concentración final calculada fue: 7,6mg/ml. Con un rendimiento final 

de 68,4mg de proteína a partir de  600 ml de cultivo. 

3.1.5 Inducción de plegamiento entre scHLA y péptidos ESAT 6 y Ag85b 

Las secuencias de los epítopes seleccionados de ESAT6 Y Ag85b seleccionados 

figuran en la siguiente tabla: 

Antígeno Secuencia del epítope Numero de referencia (IEDB)* 
ESAT-6 AMASTEGNV 3064 

Ag85B KLVANNTRL 32213 

* Immune Epitopes Database 

Éstas secuencias se obtuvieron de un estudio realizado sobre análisis de variación 

en la secuencias de epitopes presentados a los linfocitos T, pertenecientes a seis 

linajes de Mtb. Comas et al 2010 

Para realizar el plegamiento entre la proteína recombinante scHLA A0201  y los 

péptidos inmunodominantes de M. tb seleccionados, se utilizó el principio de 

eliminación de urea, para inducir plegamiento de la proteína, mediante   diálisis, 

utilizando una membrana de MWCO (Molecular weight cut-off)  de 100-500 

Daltons, en el sistema interno se mezclaron proteína : péptido  relación 5:1, en un 

volumen de 20 ml de una solución (20 mM de Tris-Hcl, Urea 8M, pH 8), el sistema 

externo consistió en 200ml de una solución 20 mM de Tris-Hcl, Nacl 150 mM,  pH 

8,   durante 72 horas a 4°C, realizando 5 cambios en total de la solución externa. 

Una vez pasado éste tiempo se separó por centrifugación fracción soluble de 

precipitado, y se sometió a purificación con cromatografía de afinidad a níquel,  el 

comportamiento del complejo en el proceso de purificación mostro un pico de 

elusión a una concentración de 100 -150 mM de Imidazol, éstas fracciones se 

sometieron a concentración usando Amicon Ultra -15 MWCO 5000, por 

centrifugación a 4000g a 4°C, se llevó a un volumen de 1200µl. se almacenaron 

alícuotas a -70 hasta su uso. En éste proceso, se hizo control por SDS-PAGE  a 

cada uno de los pasos a los cuales fue sometida tanto la proteína como el péptido 

con el objetivo de hacer un seguimiento y evaluación, se usó como control a la 

molécula de scHLA –A2 la cual fue sometida a todo el proceso bajo las mismas 



 
 
 

condiciones pero sin la presencia del péptido. Las imágenes de los resultados 

durante el proceso se mostraran a manera de ejemplo y se mostrara los 

resultados de las tres muestras trabajadas al final del plegamiento. 

Las fracciones del sobrenadante pos plegado de las tres muestras (scHLA sin 

péptido, scHLA+ESAT6 y scHLA+Ag85b) se sometieron a purificación por 

cromatografía de afinidad d Níquel, a continuación se muestra la imagen de solo 

uno de las muestras, puesto que las tres mostraron igual comportamiento, los 

volúmenes usados para correr el gel fueron iguales para las tres).  

 

    

                                                                         

 

 

 

          

 

                                                      

Despues de la purificacion por cromatografia de afinidad a Níquel, se obtiene una 

cantidad de proteinas scHLA soluble libre de proteinas contaminantes detectadas 

por SDS- PAGE 12%, se somete a dialisis toda la noche para eliminar el imidazol 

y la totalidad del volumen (8ml) de las fracciones 8 y 9 se somete a concentracion, 

se corrieron geles de control y tambien se hizo un western blot con antihistidinas 

para confirmar presencia de proteinas scHLA-A2.  Se obtuvieron los siguientes 

resultados 

 

 

      

 

                         

Figura N°7: seguimiento pos plegamientos, después de purificar por cromatografía de afinidad a Níquel, 

muestra scHLA+ Ag85b 

 1    2     3     4     5     6     7      8     9     10 

 

N° carril 

Figura N°7: membrana PVDF, de SDS-PAGE pos purificación 

por cromatografía de afinidad a Níquel: carriles N° 1 a 7 

pertenecen a las fracciones no pegadas a la columna, carriles 8 

y 9 pertenecen al pico de elusión con imidazol a una 

concentración de 100 y 150 mM. Los volúmenes usados fueron 

15 µl de carriles 1 a 7 y 10µl carriles 8 y 9. 



 
 
 

 

 

 

 

 

 

                                

                                  

 
 
 
Una vez se verificó la presencia de  proteína scHLA soluble presente pos 

plegamiento por medio de peso molecular y anti-histidinas, se prosiguió a realizar 

la medición de la concentración por método de lowry, los resultados figuran en la 

tabla número 2: 

 
 

4.1.6 Verificación de formación de complejos 
Ésta se realizó mediante la observación del patrón de corrida tanto de la muestra 

control scHLA sin péptido, scHLA+ESAT6 y scHLA+Ag85b en un gel no 

desnaturalizante, el porcentaje de acrilamida fue 10%, la cantidad de las tres 

muestras que se usó en ésta prueba fue la misma para todas 15µg, a continuación 

se observa el resultado obtenido: 

 

muestra Concentración µg/ml 

ScHLA control 417 

ScHLA+ESAT6 449 

ScHLA+Ag85 546 

 

 

                      

Figura N°8: seguimiento pos plegamiento, 

Después de purificar y concentrar. 

 PM    scHLA     scHLA+     scHLA+ 

                               ESAT6     Ag85b                    

         

  PM   scHLA       scHLA+     scHLA+ 

                                 ESAT6       Ag85b 

    

Figura N°8: seguimiento y control después de 

plegamiento, pos purificación, y pos concentración, 

membrana PVDF, de SDS-PAGE: a) coomassie, b) 

western Blot anti-histidina, el volumen usado para 

todas muestras  fue 2 µl 

a) b) 



 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La observación de una banda en el carril número 2 y 3 a la altura de la flecha, es 

evidencia de la formación de inmunocomplejos, puesto que esta banda no se 

observó en el carril número uno que pertenece a la muestra control scHLA sin 

péptido.   Sin embargo, no fue posible realizar la separación entre las fracciones 

de la proteína plegada y no plegada, el intento de separación se realizó mediante  

cromatografía de exclusión, utilizando la columna TSKgel6300, donde se esperaba 

encontrar un pico perteneciente al complejo, sin embargo el patrón de corrida que 

se obtuvo no permitió separar tal fracción. En cuanto al rendimiento del complejo, 

según datos reportados es aproximadamente entre el 10 al 20% de la proteína 

extraída a partir de la totalidad de cultivo inducido, pero no lograr la separación del 

complejo, no permitió calcular el rendimiento neto. Razón por la cual se decidió 

probar otro protocolo de formación de complejos con el objetivo de aumentar el 

rendimiento, siendo uno de los más citado el trabajo realizado por Galit Denkberg 

et al 2002, la inducción del plegamientos se realizó siguiendo sus lineamientos: se 

mezcló a la proteína recombinante scHLA y el péptido de interés en una relación 

1:10, en 100ml de una solución con  0.1M Tris,  0.5 M L-arginina,  0.09 mM 

 

 

                 

Figura N°9. Verificación de formación de complejos scHLA-ESAT6 y scHLA-Ag85b. 

N° carril       1     2     3     4 

Figura N°9: membrana PVDF  de gel no desnaturalizante,  

Porcentaje de acrilamida 10%: carril N°1 scHLA  control  

Sin péptido, carril N°2 scHLA+ESAT6, carril N°3:scHLA +Ag85b, 

Carril N°4: PM: peso molecular. 



 
 
 

glutatión oxidado a pH 8.0, a 4°C durante 48 horas, seguido la concentración de la 

muestra a 3000µl, usando membranas de 10kDa, ésta metodología usa inductores 

de plegamiento  como la L arginina que disminuye la agregación proteica y el 

glutatión oxidado que está implicado la formación de puentes disulfuro presentes 

en la proteína, se realizaron controles por medio de un gel no desnaturalizante y 

se cuantifico obteniendo una concentración de 136µg/ml, menor con respecto al 

primer protocolo de plegamiento, el patrón de corrida sobre el gel nativo, no 

permitió obtener ninguna conclusión. Luego se probó otro protocolo de 

plegamiento utilizado por Bahman akbari et al 2016, donde fusiona los dos 

protocolo anteriormente probados en el presente proyecto, se realizó de la 

siguiente manera: se indujo plegamiento entre la proteína y el péptido en un 

sistema de diálisis, se utilizó la membrana con MWCO (Molecular weight cut-off)  

de 100-500 Daltons, la relación proteína: péptido fue 1:10, la reducción de la 

concentración de urea de la solución externa fue, 4,2,1,0,5, y 0 molar, cuando se 

llegó a la concentración de 1M, y se adicionaron los inductores de plegamiento L-

arginina 400mM y glutatión oxidado 375µM, una vez finalizada la diálisis, se 

purifico por cromatografía de afinidad a níquel, se obtuvo el siguiente resultado: 

 
 
 
 
 
 

 

Figura N°10: Membrana PVDF, pos purificación por afinidad a Níquel de plegado 
scHLA+ESAT6 anti-histidinas, según Bahman et al 2016: carriles 1,2, fracciones no 
pegadas a la columna, carriles 4,5,6 y 7 fracciones pegadas a la columna, carril 8:fracciones 
concentradas de carriles 5 y 6,  carril 9: fracciones concentradas de carriles 4 y 7 

N° carril             1    2     3    4    5    6       7     8    9    10 

 



 
 
 

Se obtuvo el mismo resultado con la proteína scHLA sin péptido, se realizó la 

cuantificación de las fracciones purificadas pero la concentración fue 80µg/ml, 

inferior con respecto al primer protocolo de plegamiento, al realizar el gel no 

desnaturalizante no se observó un patrón de corrida concluyente de la formaión 

del complejo. Con éstos resultados se decide iniciar las rondas de enfrentamiento 

con Phage-display a partir de  la biblioteca Tomlinson I. utilizando el complejo 

formado con el primer protocolo de plegamiento. (figura N°9). 

3.2 Estrategia experimental segundo objetivo 
El objetivo de ésta fase del proyecto es seleccionar  clonas con fago-scFvs, que 

reconozcan los inmunocomplejos  formados, a partir de librerías de anticuerpos,  

usando la plataforma de phage display 

 

 
 
Para dar cumplimiento a éste objetivo, se utilizó la biblioteca de anticuerpos 

desplegados en superficie de fago Tomlinson I, que cuenta con una diversidad de 

1,47 x10⁸ de scfvs, los procesos de amplificación del fago cooperador M13,  fusión  

con la biblioteca y las rondas de selección se realizaron según, "Selection of 

human antibody fragments by phage display", Nat. Protoc., 2(11):3001-3008. 

 



 
 
 

3.2.1 Amplificación y cuantificación del fago cooperador M13 
Se sembraron las células TG1 a partir de glicerol, en medio mínimo M9 se incubó 

por 36 horas a 37°C,  se tomó una sola colonia y se inoculo en 5 ml de medio 2x 

TY, se dejó en incubación toda la noche a 37°C a 250 rpm, al siguiente se diluyó 

100 veces en 5 ml de medio 2x TY  y se incubó a 37°C a 250rpm, hasta alcanzar 

densidades ópticas a 600nm, de 04 a 0.5) se prepararon diluciones del fago M13 

en PBS estéril (1012/ml  a 104/ml), y se adicionaron 10µl de cada dilución a 200µl 

del medio 2x TY con células TG1 (DO600  0.4-0.5), se dejaron incubando 30 

minutos  37°C y se mezcló con 3ml de TOP  agar semi-sólido y se transfirió el 

volumen total  sobre  agar  TYE (solido) se dejó incubando toda la noche a 37°C, 

al siguiente día se observó la presencia de placas en la dilución 106 , se seleccionó 

una placa y se amplifico en medio 2xTY  una vez alcanzó a DO600 0.4-0.5 de 

absorbancias, se incubó por dos horas a 37°C, a  250 rpm, luego se diluyo en 

500ml de medio 2x TY  con kanamicina 50µg/ml, se incubó a 30°C toda la noche,  

a 250 rpm, al siguiente día se purifico con polietilenglicol PEG 6000. Se realizó 

cuantificación a 260 nm se obtuvo el siguiente resultado: 

Concentración: 1.545 x1013 fagos/ml, se realizaron alícuotas y  se almacenaron a -

70 en glicerol al 20%. 

 

3.2.2 Amplificación y fusión de biblioteca scfv I con fago M13 
Éste proyecto inició a partir de la biblioteca I previamente amplificada, por lo cual 

se utilizó una alícuota de 2 ml, y se adicionó a 200 ml de medio 2xTY 

suplementado con glucosa al 2% (inhibe la expresión de anticuerpos durante el 

crecimiento bacteriano) y 100µg/ml de carbenicilina,  se incubo a 37°C a 250 

RPM, hasta alcanzar las DO600 entre 0.4-0,5, y se adicionaron 8x10¹¹ partículas 

del fago M13 coperador formado en el numeral 4.3.1, ésta mezcla de dejó 

incubando durante una hora a 37°C en agua sin agitación, luego se centrifugo por 

10 minutos a 3200g, el sedimento se re-suspendió en 200 ml de medio de cultivo 

2xTY suplementado con 0,1% glucosa, 100µg/ml carbenicilina y 50µg/ml de 

kanamicina, lo que permitió crear un ambiente selectivo para bacterias que se 

encuentren transfectadas con el fago cooperador y contengan la secuencia de 



 
 
 

interés en el fagemido. Se dejó incubando a 25°C a 250 RPM, durante 18 horas. 

Éste paso fue de vital importancia, puesto que se amplifica y fusiona la librería con 

el fago cooperador, para dar inicio al proceso de selección. Al siguiente día se se 

precipitaron los fagos utilizando la totalidad del cultivo incubado, la concentración 

de fagos obtenida fue: 2,94x10¹² fagos/ml. (el cálculo de concentraciones se 

realiza utilizando la formula empírica: fagos/ml: DO260x100x22.14x10¹⁰), esta 

concentración fue suficiente según el protocolo, para dar inicio a la ronda numero 

1 

3.2.3 Rondas de selección de fagos-scfv 
Aunque se indujo la formación de complejos entre la proteína recombinante 

scHLA-A - péptidos de ESAT-6 y Ag85b, como cumplimiento del primer objetivo, 

no fue posible separar la fracción de proteína plegada y no plegada presentes en 

la misma muestra, por lo cual se utilizó una estrategia, en las rondas de selección 

con el objetivo se disminuir reconocimiento inespecífico, ésta consistió en exponer 

a los fagos amplificados en cada ronda, a un inmunotubo sin la presencia de la 

molécula blanco, pero si bloqueado con leche al 5%, esto con el fin de eliminar los 

fagos que reconozcan de forma inespecífica a la superficie del inmunotubo, una 

vez pasado el tiempo de incubación, se pasa la totalidad del volumen a un 

inmunotubo cubierto con la proteína scHLA sin péptido, esto con el fin de eliminar 

los fagos que reconozcan ésta molécula, posteriormente la totalidad del volumen 

se transfiere finalmente al inmunotubo cubierto con el complejo de interés, en éste 

primer intento se utilizó al complejo formado entre la proteínas scHLA- Ag85b, con 

el fin de aumentar la afinidad de los fagos, se disminuyó la concentración de la 

proteína blanco a medida que avanzaban las rondas, y se aumentó el porcentaje 

de tween 20, desde 0.1%, 0,15% y 0.2% desde la primera a tercera ronda 

respectivamente, la elusión  de los fagos se realizó con tripsina (1mg/ml) durante 

10 minutos. Éstos fagos eluidos se utilizaron para transfectar a células TG1, a una 

DO600 entre 0.4 y 0.5, las cuales se incubaron durante una hora a 37°C sin 

agitación, su sedimento se utilizó para sembrar sobre medio de cultivo TYE 

suplementado con glucosa al 2% y carbenicilina 100µg/ml,  en diluciones  de 1/10, 

para cuantificar los fagos eluidos de cada ronda, al siguiente día, la totalidad de 



 
 
 

las clonas se recuperaron y una parte de ellas se utilizó para inocular 200ml de  

medio de cultivo 2Xty y una vez  alcanzó DO600 entre 0.4-0.5 se infecta con 

1x10¹² partículas de fagos coperador, se dejaron incubando durante una hora a 

37°C sin agitación, luego se centrifugaron y el sedimento se resuspendio en 200 

ml de medio 2Xty suplementado con 0,1% glucosa, 100µg/ml carbenicilina y 

50µg/ml de kanamicina,  se dejó incubando durante 18 horas a 25°C a 250 RPM. 

Al siguiente día se precipitaron los fagos con PEG6000, y se dio inicio a las 

siguientes rondas. 

Los resultados de las tres rondas se resumen en la tabla numero 3: 

N° 
Ronda 

Concentración 
de molécula 

blanco 
Origen del fago 

Fagos eluídos de inmunotubo cubierto  
con complejo scHLA-Ag85b(México) 

Fagos amplificados 

1 
15µg/ml Fago cooperador 

+biblioteca I 
93 x 10⁶ufc/ml* 5.8x10¹² fagos/ml* 

2 5µg/ml Fagos ronda 1 42x10⁸ufc/ml* 8.05x10¹²fagos/ml* 

3 2,5µg/ml Fagos ronda 2 66x10⁸ ufc/ml* 6.35 x10¹²fagos/ml* 

 *Los títulos obtenidos en cada ronda, fueron acordes con los esperados según protocolo de biblioteca. 
3.2.4 Evaluación de afinidad por ELISA-Policlonal 
Ésta prueba consiste en evaluar el aumento de afinidad de los fagos a medida que 

avanzan las rondas, para lo cual se utilizan los fagos precipitados en cada una y 

se exponen de nuevo a la molécula blanco, se evalúa su reconocimiento en un 

inmunoensayo. Se utilizaron 2,5µg/ml de complejo scHLA-Ag85b, 1x10¹⁰ 

partículas de fagos precipitados de cada ronda, anti-M13- acoplado a HRP 1/5000 

como anticuerpo secundario y el sistema revelador o-Phenylenediamine OPD, la 

lectura se hizo a 450nm sin parar la reacción. Las placas de ELISA que se usaron 

se cubrieron toda la noche a 4°C también con el complejo scHLA-Ag85b (México) 

y se bloquearon con leche al 5%. Cada ronda se evaluó por  duplicado, se obtuvo 

el siguiente resultado:  

 

 



 
 
 

 
 
En la gráfica N°1, se observa sobre el eje Y, la escala de absorbancias a 450nm, y 

en el eje X,  controles y  fagos de la biblioteca sin enfrentamiento al complejo y los 

fagos de cada una de las rondas. De izquierda a derecha: el control Ag85+M13, se 

realizó para evaluar inespecífica de anticuerpo secundario, controles PBS+ 

FR1,2,3 hace referencia a fagos ronda 1,2 y 3, para evaluar reconocimiento 

inespecífico del anticuerpo secundario sobre la placa y PBS,  el control fago-

biblioteca hace referencia al reconocimiento que ejecutan los fagos de la biblioteca 

previo a la rondas,  y  FR1, 2, 3, a los fagos pertenecientes a cada ronda, todos 

los controles emitieron absorbancias inferiores a 0.05, catalogándose como 

negativos, el aumento de afinidad se observó, con respecto a la biblioteca previo 

al enfrentamiento, como también entre cada una de las rondas, presentó un 

aumento desde  de 2,6 veces desde la primera ronda hasta la tercera ronda.  Con 

éste resultado estaría pendiente continuar con la evaluación de las clonas 

individuales en la tercera ronda. 

Dado que el  complejo scHLA-Ag85b en nuestro laboratorio, no fue posible 

separarlo de la proteína sin plegamiento, se sometió a tres rondas de selección al 

complejo scHLA-Ag85 desarrollado en el laboratorio de Tom H. M. Ottenhoff, 

ubicado en The Department of Immunohematology & Blood Transfusion and 

Department of Infectious Diseases, Leiden University Medical Center, Leiden, Th 
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Grafica N°1: ELISA POLICLONAL DE FAGOS QUE 

RECONOCEN COMPLEJO scHLA-Ag85b (MEXICO) 

             CONTROLES           RONDAS DE FAGOS 



 
 
 

Netherlands, con quien se trabajara en colaboración, las rondas se realizaron 

utilizando la misma estrategia de selección y las mismas concentraciones, y se 

obtuvieron los siguientes resultados: 

N° 
Ronda 

Concentración 
de molécula 

blanco 
Origen del fago 

Fagos eluídos de inmunotubo cubierto  
con complejo scHLA-Ag85b(Londres) 

Fagos amplificados 

1 
15µg/ml Fago coperador 

+biblioteca I 
50 x 10⁵ufc/ml* 8,3x10¹² fagos/ml* 

2 5µg/ml Fagos ronda 1 15 x10⁶ufc/ml* 8.15x10¹²fagos/ml* 

3 2,5µg/ml Fagos ronda 2 13.6 x10⁷ufc/ml* Se evaluaron 96 clonas 

*Los títulos obtenidos en cada ronda, fueron acordes con los esperados según protocolo de biblioteca 
  

Dado que la información que se obtiene de un ELISA PHAGE policlonal, es 

general en cuanto a la tendencia de reconocimiento realizada por los fagos de 

cada ronda, en ésta ocasión se decidió realizar un ELISA PHAGE monoclonal, el 

cual evalúa el reconocimiento del fago-scfv contenido en cada clona de la tercera 

ronda. . Se evaluaron 96 clonas, (75%) utilizando 50µl del sobrenadante del fago 

de la tercera ronda y se expusieron tanto a la molécula control scHLA sin péptido, 

como al complejo scHLA-Ag85b (Londres) a concentraciones de 5µg/ml, de las 96 

clonas evaluadas, se seleccionaron 8 clonas que emitieron mayor reconocimiento 

hacia el complejo, que a la molécula scHLA sin péptido, los resultados se 

observan en la siguiente gráfica: 

 



 
 
 

 
Con éstos resultados, se ve mayor reconocimiento de las clonas seleccionadas 

hacia el complejo, con respectos a la proteína scHLA  sin péptido, el promedio de 

las absorbancias de los controles fue: 0.044 con una desviación estándar de 

0.003, las absorbancias que se obtuvieron están acorde con trabajos 

anteriores,donde el máximo valor de absorbancia emitido por una clona 

seleccionda de la biblioteca I fue: 0.06 Rabab M, et al 2016. Sin embargo se 

esperaban encontrar en éste primer intento mayor diferencia entre el 

reconocimiento hacia el complejo scHLA-Ag85, en comparación con la proteína 

scHLA  sin péptido. 

 

CAPITULO 4 
4.1 DISCUSIÓN 
La formación de complejos in vitro entre la proteína recombinante HLA-A2 y 

péptidos que se presentan en éste contexto, se encuentra bien documentada  en 

la literatura (Xiao-Ling Lu, et al, 2013, Denkberg et al,  2002, Xian-Hui He et al 

2005, Garboczi,  et al 1992). En estos trabajos se utilizan estrategias de inducción 

para el plegamiento, que se basan en un mismo principio, que consiste en la 

eliminación de la alta concentración de urea que se utiliza en la disgregación de 

los cuerpos de inclusión, ya sea por dilución rápida (solución sin urea)  y  o 

paulatina (a través de diálisis donde las concentraciones de urea se disminuyen en 

periodos más largos de tiempo), Sin embargo existen variables en cuanto a las 
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metodologías que se usan para la expresión de las proteínas que conforman el 

complejo  (proteína α, β2 microglobulina y péptido), la separación, purificación y 

evaluación de la formación del complejo; por ejemplo, en los trabajos citados 

anteriormente se formaron los complejos a partir de sistemas separados de 

expresión, excepto Denkberg et al,  2002, quien utilizó un péptido de unión entre la 

proteína α y β2microglobulina en un mismo sistema de expresión. Otra variable 

observada fue el método de purificación, donde uno de los más utilizados es la 

cromatografía de exclusión molecular donde gracias a la diferencia de peso entre 

las dos cadenas  (α (≈45) y β2microglobulina (≈12 kDa) y la conformación facilitan 

la separación. Por otra parte, para verificar la  formación del complejo se han 

utilizado herramientas como la electroforesis en geles de poliacrilamida bajo 

condiciones no desnaturalizantes, y la evaluación de la actividad biológica 

mediante la identificación o activación específica de linfocitos T CD8. En el 

presente trabajo se probaron tres protocolos diferentes de inducción de 

plegamiento, en los cuales se observaron algunos inconvenientes como el 

rendimiento final, y la separación de la proteína no plegada del inmunocomplejo; a 

pesar de estos inconvenientes, se logró evidenciar la formación del complejo 

sobre un gel nativo, el protocolo con el cual se obtuvieron mejores resultados fue 

en el cual no se usaron inductores de plegamiento, la eliminación de urea fue 

mediante diálisis directa ( de 8M a 0M), y los volúmenes de reacción fueron 

menores en comparación con el  protocolo más citado (Garboczi,  et al 1992), lo 

que disminuyó la manipulación de la muestra durante todo el experimento, la cual 

se vio reflejada en menor pérdida de la proteína, dicha perdida varía dependiendo 

del sistema seleccionado. En cuanto al cálculo de los rendimientos, Lars Ø. P., et 
al( 2001) utilizaron como base la totalidad del volumen del medio de cultivo para 

realizar la inducción de la expresión de la proteína, con lo cual obtuvieron un 

rendimiento de formación de complejo entre el 40 -50% de la totalidad de proteína 

expresada a partir de un litro de cultivo; Garboczi,  et al (1992), utilizaron como 

base la totalidad de la proteína expresada (cuerpos de inclusión), lo cual podría 

llegar a ser una limitante, dependiendo del sistema de expresión que se utilice y la 

disponibilidad de péptido. En otro trabajo donde formaron complejos con la 



 
 
 

proteína HLA–A2 y péptidos de citomegalovirus (CMV),  con fines diagnósticos, el 

grupo de Guang-Ping Ruan et al 2006, reporta el rendimiento, según el volumen 

de la solución donde se indujo el plegado obteniendo 200µg, por cada 200ml, 

como se observa en éstos trabajos, los rendimientos son variables, y dependen 

del método de cálculo y la metodología usada. Además, se ha sugerido que la 

implementación del uso de inductores como L-arginina (agente disgregante) y 

glutatión oxidado/reducido (formación de puentes disulfuro),  aumenta los 

rendimientos de formación del complejo y facilita el proceso de purificación y 

evaluación del mismo; sin embargo, en nuestro trabajo, no se observó éste 

comportamiento,  Como se ha descrito, existen muchas variables que pueden 

llegar a afectar la formación de un complejo in vitro, para nuestro caso entre la 

proteína recombinante HLA –A2 y un péptido de interés, aunque se dio 

cumplimiento al primer objetivo del proyecto, usando tres protocolos citados, los 

resultados en las condiciones de nuestro laboratorio no fueron los esperados; 

según nuestra experiencia, el manejo de volúmenes superiores a los citados en el 

proceso de plegamiento no son convenientes debido a una mayor manipulación de 

la muestra, sin embargo para posteriores estudios, se tendrán en cuenta todas 

estas variables  con el fin de obtener mejores rendimientos de inmunocomplejo. 

Dado que el objetivo principal de éste proyecto es encontrar una clona con un 

scFv desplegado en un fago, que ejecute un reconocimiento específico, se decidió 

someter el complejo formado a rondas de reconocimientos, los resultados 

obtenidos en cuanto a la obtención de fagos en cada ronda tanto eluidos como 

amplificados, fueron acordes con lo esperado según protocolo y según trabajos 

reportados en la literatura, Qian Wu et al 2016, Ali Akbar et al 2015,  éste 

comportamiento se repitió en los dos experimentos independientes donde se 

sometió a rondas de selección a los dos complejos Ag85- scHLA, también,  se 

evaluó el aumento de afinidad entre las rondas en el experimentos donde se 

enfrentó el complejo desarrollado en México, mediante un inmunoensayo 

policlonal de fagos precipitados en cada ronda, y se seleccionaron 8 clonas, de las 

96 evaluadas (75% de las clonas en tercera ronda), en las rondas donde se utilizó 

al complejo desarrollado en otro laboratorio,  las cuales emitieron mayor 



 
 
 

reconocimiento sobre el complejo en comparación con la proteína sin péptido,  

aunque los niveles de absorbancias están acordes con trabajos previos donde 

utilizaron las misma biblioteca, las diferencias de reconocimiento entre el complejo 

y la proteína sin péptido, solo fueron 2 veces, la del control. Esto nos llevó a 

concluir que después de cada ronda de enfrentamiento si hay aumento de 

afinidad, y que la estrategia utilizada si, dio lugar a la formación de clonas de 

reconocimiento especifico, sin embargo para aumentar la especificidad, se podrían 

aumentar el número de rondas, o probar la biblioteca J, que también expone scFv 

en la superficie del fago. También, se debe tener en cuenta que la mayoría de 

trabajos donde seleccionan scfvs a partir de bibliotecas, lo hacen contra antígenos 

especifico compuestos por una  sola secuencia proteica, lo que facilita una 

selección específica, en nuestro caso, se probó una estrategia de selección, para 

eliminar los fagos que reconocieran de forma a la proteínas scHLA presente sin 

plegar, y se complementó con otra estrategia utilizada Si Wu et al 2007, donde 

enfrentaron a la biblioteca a un complejo formado entre una parte proteica y otra 

de RNA,  la cual consistió en aumentar el porcentaje de Tween 20 a medida que 

aumentaban las rondas y una previa absorción de los fagos con un inmunotubo sin 

antígeno pero bloqueado. Un dato a tener en cuenta, es que en la mayoría de 

trabajos, donde usaron ésta biblioteca, en la fase de evaluación al realizar el 

inmunoensayo tanto poli como monoclonal,  utilizaron concentraciones de 100 

µg/ml de molécula blanco, siendo carnitina en el trabajo realizado por Rabab M, et 

al 2016,  TNF- alfa para ali Akbar et al 2015,  50 µg/ml de proteínas Hsp90, en el 

trabajo realizado por Edyta Petter et al 2015, y  30µg/ml de alérgenos en el trabajo 

realizado por Silvia de Cruz, y colaboradores, 2015, en nuestro caso, la 

concentración utilizada fue, 2,5 µg/ml  y 5µg/ml lo cual es una concentración muy 

baja en comparación a las reportadas en la literatura, y aun bajo éstas condiciones 

se logró evaluar y evidencia el aumento de afinidad.   

 



 
 
 

- A pesar de la existencia de las variables que pueden afectar la formación de 

complejos in vitro entre la proteína recombinante scHLA-A2 y péptidos específicos, 

se logró evidenciar su formación mediante un gel desnaturalizante. 

-El uso de éste complejo como molécula de reconocimiento, para seleccionar 

scFvs desplegados en fagos de la biblioteca Tomlinson I, mediante phage display, 

permitió evidenciar el aumento de afinidad entre las rondas de selección en un 

inmunoensayo de fagos policlonal, 

 
4.3 Perspectivas 
Dado que la exposición de una molécula blanco, usando phage display, permite 

seleccionar scFv, a  partir de bibliotecas comerciales, y que la evaluación inicial de 

reconocimiento, se hace mediante un inmunoensayo, tener resultados 

satisfactorios o no, en ésta etapa de la metodología,  es determinante para saber 

si es posible continuar con su caracterización  direccionada hacia la solubilización 

del scfv presente en la clona seleccionadas o,  dar inicio a nuevas estrategias para 

mejorar el proceso en las rondas de selección. Con los resultados obtenidos en el 

inmunoensayo de fagos policlonales  en el primer intento de selección  utilizando 

al complejo scHLA-A/Ag85b desarrollado en éste mismo proyecto, se obtuvo buen 

comportamiento de afinidad, sin embargo es necesario la evaluación de clonas 

individuales obtenidas en la tercera ronda, lo que permitirá, la selección de clonas, 

de las cuales se espera contar con suficiente afinidad y especificidad, para 

continuar con la caracterización.  En cuanto a los resultados obtenidos con el 

complejo scHLA-Ag85b, desarrollado en otra entidad con la cual se trabajara en 

colaboración, se realizara, rondas adicionales, esperando mejorar la especificidad 

de reconocimiento obtenida hasta el momento. Por tanto las situaciones aquí 

planteadas estarán direccionadas hacía la selección de las clona de interés, para 

dar inicio a la caracterización de un scFv soluble. 
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