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Resumen

Es el cancer una de las enfermedades de mayor prevalencia y mortandad. En el
tejido linfoide destaca el linfoma, cuyos casos estdan aumentando cada vez mas. El
diagndstico temprano es crucial para el tratamiento oportuno y significativo en el
pronéstico. Se ha propuesto el empleo de anticuerpos para diagndstico vy
tratamiento no sélo de linfoma, sino de los diferentes tipos de cancer en general.
Se ha destacado el empleo de anticuerpos de tiburéon de tipo IgNAR,
principalmente los dominios variables, conocidos como VNAR, por presentar
estabilidad térmica, un tamafo pequefio y una buena capacidad de unién a
diversos antigenos. Por lo anterior, en este trabajo se emplearon fragmentos de
tipo VNAR del tiburdon Heterodontus francisci, de una biblioteca elaborada con
anterioridad, para establecer una técnica de deteccion de linfoma mediante
inmunofluorescencia. Se llevé a cabo la adecuada extraccidon del plasmido y su
secuenciacion. Se demostro la presencia del vNAR mediante ensayos de Western
Blot y tincion de Coomassie y se cuantificd la concentracion de proteina que fue
de 83.11 pg/ml. Los ensayos de inmunofluorescencia se llevaron a cabo en la

linea celular JY, resultando éstos negativos.
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l. Introduccion

1.1. El Cancer

Cancer es un término que engloba a un grupo de enfermedades cuya
caracteristica principal es la presencia de células que pierden la capacidad de
controlar su crecimiento y divisién, pudiendo resultar en la formacion de un tumor.
Estas células pueden extenderse hacia diferentes zonas del cuerpo y otros
Oérganos en un proceso que se conoce como metastasis. De los casos de cancer,
el 92% tiene su origen en tejido epitelial y el 8% restante se refiere al resto de los
tejidos. Hay distintos tipos de cancer: carcinomas, sarcomas y leucemias. Los
carcinomas se originan en los epitelios, los sarcomas en las estructuras de sostén,
tales como los vasos sanguineos y el tejido fibroso. Las leucemias y los linfomas
tienen su origen en las células hematopoyéticas de la médula 6sea (Santos y
Rodriguez Villanueva, 1986). Esta enfermedad es uno de los mayores problemas
de salud publica en el mundo y una de las principales causas de mortalidad tanto

en la infancia como en la adultez (Abbas et al., 2002).

De acuerdo a la Sociedad Americana de Cancer, en 2008 se reportaron, a nivel
mundial, cerca de 1.4 millones de casos de dicha enfermedad y 550,000 muertes
causadas por la misma. En sdlo cinco afos, a partir de 2002, se reportaron 10.9
millones de casos y 6.7 millones de muertes, por lo que se prevé que estos
nameros sigan aumentando, hasta llegar a mas de 15 millones de casos y 12

millones de muertes para 2020 (Stefanek et al., 2009).

En nuestro pais, el cancer constituye la segunda causa de mortalidad después de
las enfermedades cardiovasculares, con una tasa cercana a 51.6 por 100,000
habitantes (Lazcano-Ponce y Hernandez-Avila, 1997). De acuerdo a estadisticas
de INEGI, en 2009 se reportaron 72,627 defunciones por esta enfermedad, 35,536
de las cuales correspondieron a hombres y el resto a mujeres (INEGI, 2011). En la
figura 1 se pueden observar los principales tipos de cancer que han provocado la

muerte de ciudadanos mexicanos.



Porcentaje de defunciones por tumores malignos para cada sexo
2008

Tumores malignos

1.6 Encéfalo 1.4

1.2 Laringe 0.2
7.0 Traquea, bronquios y pulmon 3.6

0.0 Mama 7.6
3.7 Higado 4.3
2.7 Pancreas 3.0
4.7 Estomago 4.0
1.0 Vias urinarias 0.6
8.1 Prostata Ovarios 6.4

Cuello del utero 2.7
3.3 Colon 3.1
3.2 Leucemia 27
1.9 Linfoma no Hodgkin 1.5

Fuente: INEGI. Estadisticas Vitales. Defunciones 2008. Base de datos.

Figura 1: Principales tipos de cancer que han causado la defuncion de los afectados en

México. Distribucion segun sexo (INEGI, 2008).
l.2. Linfoma

El término linfoma se refiere a un conjunto de neoplasias malignas que se originan
en el sistema inmunitario, en el tejido linfoide (Sobrevilla Calvo, 2002). De acuerdo
a la Fundacion para la Investigacion de Linfoma, es el tipo de cancer de la sangre
mas comun que existe y se desarrolla cuando los linfocitos comienzan a
reproducirse de manera anormal. La enfermedad puede presentarse en dos tipos
de linfocitos, los linfocitos T y B, que al transportarse por el torrente sanguineo,
pueden llegar a afectar al bazo y la médula espinal, entre otros 6rganos,
acumulandose para la formacion de tumores. Se conocen cerca de 35 tipos
diferentes de linfoma, que se clasifican en 2 grupos principales, Linfoma de

Hodgkin y el Linfoma de No-Hodgkin.

El primero, fue descrito en 1832 por Thomas Hodgkin; se le considera una
neoplasia maligna curable, a pesar de que cerca del 30% de los pacientes que se
han reportado con dicha enfermedad no han presentado cura. Es comun en gente

joven de entre 8 y 20 afios y alrededor de los 50 afios. Se caracteriza por la
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presencia de un tipo de células conocidas como de Reed-Sternberg, por los dos
meédicos que las describieron por vez primera. Se consideran un tipo anormal, de
mayor tamano, de linfocitos B. Una de las posibles causas de esta enfermedad es
un agente infeccioso, como el virus de Epstein-Barr (VEB) (Gutiérrez Romero,
2002). Este virus es un miembro del grupo de los virus del herpes, y es el
causante de la mononucleosis infecciosa. Se le ha asociado también diversas
enfermedades como el linfoma de Burkitt, Cancer nasofaringeo y linfomas
malignos en células T y B. Tiene una gran incidencia en Africa, en donde se ha
comprobado que pacientes con SIDA, cuyo sistema inmune se encuentra
suprimido, tienen una alta probabilidad de desarrollar linfomas; in vitro el VEB
puede transformar células B normales a lineas celulares linfoblastoides (Cai et al.,
2011).

En el caso de los denominados linfoma de No-Hodgkin, corresponde a un grupo
de mas de 30 neoplasias en las que la célula origen es un linfocito; se localizan
fuera de la médula ésea. En este grupo de enfermedades, entre un 40 y 50% de
los pacientes afectados, fallecen, por falta de tratamiento o por progresion de la
enfermedad. Son los tumores no epiteliales mas comunes en cabeza y cuello
(Sanchez Guerrero, 1998, Garcia Vidrios, 2002).

Entre 1973 y 2002 la incidencia de linfoma aument6 en un 63% a nivel mundial y
en anos posteriores el numero de casos ha aumentado de manera acelerada. En
los Estados Unidos, actualmente el linfoma de no-Hodgkin es la quinta
enfermedad mas comunmente diagnosticada como maligna (Clarke et al. 2006,
Ekstrom-Smedby et al., 2006).

1.3 Técnicas de deteccion de linfoma

En este tiempo, debido a los avances cientificos y tecnolégicos, existen diversas
técnicas que permiten hacer mas eficaz la deteccion de linfoma. Destacan la de
PCR en tiempo real, caracterizada por una alta sensibilidad y un amplio rango
dinamico. La cantidad de material biolégico requerido para un analisis de este tipo

es mucho menor de la que se requiere en otros tipos de técnicas; por esta razon
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es considerada como el método mas sensible para determinar una cantidad de
DNA en una muestra biolégica compleja. Mediante la PCR en tiempo real ha sido
posible identificar nuevos subgrupos de linfoma con distintos perfiles de expresién
génica, permitiendo establecer un mejor diagndstico y tratamiento (Stahlberg et al.,
2005).

La tomografia por emision de positrones, consiste en una toma de imagen de
cuerpo entero; permite la caracterizacion funcional de tejidos hipermetabdlicos y
ha sido empleada para detectar manifestaciones extraganglionares y ganglios
linfaticos en pacientes con linfoma maligno. Esta técnica, utiliza 2-(fluor-18)fluoro-
2-desoxi-D-glucosa (FDG), un analogo de la glucosa emisor de positrones cuya
acumulacién se ve incrementada en pruebas con tumores malignos en
comparacién con el tejido normal. Otros métodos mas convencionales como la
tomografia computarizada, las imagenes de resonancia magnética, se utilizan para
detectar anormalidades en la médula ésea y las ecografias y pueden proveer
también informacién morfolégica sobre manifestaciones de linfoma (Buchmann et
al., 2001).

En nuestro pais, el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), propone la
realizacion de biopsias en procesos de diagnéstico de (IMSS, 2010). Sin embargo,
éstas pueden ser interpretadas erroneamente, dando como resultado falla en el
diagndstico. La hibridacion in situ fluorescente (FISH, por sus siglas en inglés), es
otro método que permite detectar secuencias especificas de acidos nucleicos, por
lo que es util para la busqueda de translocaciones caracteristicas de diferentes

tipos de linfoma y para la cuantificacion de células alteradas (Tojo Castro, 2009).

Una de las técnica terapéuticas mas empleadas, no sélo en el linfoma, sino en
general en los diferentes tipos de cancer, es el uso de anticuerpos monoclonales
para diagnostico y tratamiento. Cabe destacar el uso de los fragmentos variables
de cadena sencilla, debido a que al ser de menor tamaino que el anticuerpo total,
su manipulacion es mas facil y su produccion mas econémica (Weisser y Hall,
2009).



1.4 Generalidades de Inmunoglobulinas

Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Ab, Ig) son los elementos fundamentales en
una respuesta inmunitaria humoral. Son glicoproteinas, con un tamafio de
alrededor de 150 kDa, que se localizan en la sangre y otros fluidos y se emplean
para identificar y neutralizar patégenos extrafios, tales como bacterias y virus
(Cuesta et al., 2010).

Se conocen 5 clases de inmunoglobulinas en los vertebrados: Alpha (IgA), Delta
(IgD), Epsilon (IgE), Gamma (IgG) y Mu (IgM). En la sangre humana, las mas
abundantes son las IgG’s, con cerca de 85% de prevalencia en el suero, por lo
que son también las mas empleadas en aplicaciones terapéuticas. Consisten en
un heterotetramero, formado por dos diferentes tipos de cadenas polipeptidicas,
dos pesadas (H), por ser aproximadamente dos veces mas grandes que las
cadenas ligeras (L); dichas cadenas se encuentran unidas por enlaces disulfuro y
suelen ser iguales en todas las Ig’s. Sin embargo, diferentes Ig’s suelen presentar
una variabilidad perceptible en el dominio N-terminal, mientras que el resto de las
secuencias permanecen relativamente constantes, razén por la cual dicho dominio
se conoce como region variable (V) y los otros dominios como region constante
(C). Cada cadena L presenta un dominio VL y uno CL; en el caso de las cadenas
H, existe una regién VH y tres dominios CH (CH1, CH2 y CH3, respectivamente).
Los dominios V determinan la afinidad y diversidad de unién al antigeno, mientras
que los dominios C son responsables de dar estructura a la proteina y de

funciones efectoras.

En cada dominio VH y VL se localizan tres zonas hipervariables, en las que la
variabilidad de la secuencia se concentra en “loops” o bucles, que son
responsables del reconocimiento del antigeno y son llamadas regiones
determinantes de la complementariedad (CDR, por sus siglas en inglés). El resto
de los dominios V se constituye por areas relativamente constantes, llamadas Fr

(por el vocablo en inglés Framework). Existen 4 Fr's en cada Ig, actian como



apoyo para los bucles y permiten dar estructura a la proteina (Parslow et al., 2001,

Weisser y Hall, 2009). La figura 2 corresponde a la configuracion de una Ig.

Figura 2: Estructura basica de una Ig. Las cadenas H se observan en un tono azulado

y las L en amarillo (Weisser y Hall, 2009).

Los anticuerpos se comenzaron a usar en cuestiones terapéuticas, por ser
moléculas naturales presentes en vertebrados mandibulados para proteger al
organismo de infecciones, células malignas y moléculas toxicas (Saerens et al.,
2008).

1.5 Sistema inmune de elasmobranquios

Los peces cartilaginosos, se dividen en dos grupos, los holocéfalos, mejor
conocidos como quimeras, y los elasmobranquios, que se refieren a tiburones y
rayas; comprenden cerca de 700 especies. Divergieron de un ancestro comun con
otros peces mandibulados hace aproximadamente 500 millones de anos y son los

organismos mas antiguos que poseen componentes del sistema adaptativo



inmune de vertebrados, como inmunoglobulinas (lg’s), receptores de células T

(TCR’s) y el complejo mayor de histocompatibilidad (Stanfield et al., 2004).

Las Ig’s de los tiburones se descubrieron hace aproximadamente 40 afos, y
aunque eran consideradas como sumamente primitivas, diversos estudios han
confirmado las ventajas de su empleo en medicina. Se han detectado tres tipos
de isotipos de cadenas pesadas (H) de inmunoglobulinas: IgM, que es equivalente
a la de otros organismos superiores como mamiferos, aves y anfibios, IgW e
IgNAR (figura 2); los tres tipos se han encontrado de manera secretoria y
transmembranal y sus genes se agrupan en “cluster” y no en traslocones como en
los mamiferos. Esta configuracion, permite plasticidad que no se puede lograr con

la organizacion en traslocén (Dooley y Flajnik, 2006 y Flajnik, 2002).

Isotipo Formas secretorias Formas transmembranales
l%_' & )
IgM E_FR § :
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Figura 3: Isoformas de Ig’s transmembranales y secretoria de elasmobranquios. Los

dominios constantes aparecen en blanco y los variables en gris (Dooley y Flajnik, 2006).



1.6 Anticuerpos de tipo IgNAR

El anticuerpo exclusivo de elasmobranquios conocido como IgNAR (por las siglas
de nuevo receptor de antigeno en inglés) fue descubierto en 1995 y consiste en un
homodimero de dos cadenas pesadas, que no se asocia con las cadenas ligeras
(L), a diferencia de los anticuerpos convencionales de humanos y ratones. Su
tamano es de aproximadamente 180 kDa (Dooley et al., 2003, Dooley y Flajnik,
2006).

Cada cadena pesada tiene 1 dominio variable (V) y 5 dominios constantes (C),
como se observa en la figura 3. Se ha comprobado que las regiones V son
dominios sencillos, que se unen a los dominios C a través de regiones flexibles en
forma de bisagra. A estos dominios sencillos se les conoce como VNAR y tienen la
capacidad de unirse a antigenos de manera independiente, razén por la cual son
candidatos a ser las unidades de reconocimiento inmune basadas en anticuerpos
mas pequenas (Nuttall et al., 2004, Stanfield et al., 2007).

IgNAR

Figura 4: Esquema del anticuerpo IgNAR, formado por dos cadenas pesadas con una

region variable (VH) y 5 regiones constantes (CH) cada una (Stanfield et al., 2004).



Debido a que los dominios VNAR, poseen sélo la mitad de la superficie de union a
antigenos de los anticuerpos de mamiferos, presentan un largo CDR3, de
alrededor de 17 residuos de longitud; su tamano es de entre 13 y 15 kDa. Su
tamano reducido y los CDR3 extendidos, son los que le confieren una buena
penetracion de tejido in vivo y una alta efectividad para acceder a sitios
antigénicos, imposibles para otros tipos de anticuerpos. Presentan también una
alta solubilidad y estabilidad térmica (Op. Cit, 2004, Wesolowski et al., 2009).

Dooley et al. (2003) desarrollaron una biblioteca, basada en el dominio variable de
IgNAR del tiburén nodriza (Ginglymostoma cirratum) inmunizado con lisozima de
clara de huevo de gallina (HEL), demostrando que dichos dominios son capaces
de expresarse funcionalmente en E.coli, son sumamente estables al conservar
mas del 20% de su funcionalidad después de incubarse 3 horas a 100° C y

presentan una afinidad de rango nanomolar.

Adelman et al. (2003), aislaron y caracterizaron, por cromatografia de afinidad, un
amplio repertorio de anticuerpos naturales para dos especies de tiburones, el
tiburdn gris (Carcharhinus plumbeus) y tiburdn tigre (Galeocerdo curvier), asi como
de preparaciones de IgG e IgM monoclonales en humanos, con el fin de
compararlos entre si. Reportaron que todas las muestras presentaron
inmunoglobulinas, anticuerpos naturales para Receptores de Linfocitos T (TCRs)
humanos, antigenos retrovirales y el antigeno de senescencia celular humano, lo
que indica una capacidad conjunta para reconocer una gran variedad de
antigenos, a pesar de tratarse de organismos con una evolucidén de respuesta

inmune distinta.

Il. Justificacion

Debido a la alta incidencia y el rapido aumento, en los ultimos anos, de casos de
personas afectadas con algun tipo de linfoma, es importante el desarrollo de un
método de deteccidn rapida de dicha enfermedad, que permita facilitar el

diagndstico y procedimiento del tratamiento de la misma. Por esta razén, en el



presente trabajo se propone el empleo de fragmentos de anticuerpos de tipo
VNAR, del tiburén Heterodontus francisci, acoplados con un anticuerpo Anti-HA
asociado con Isotiocianato de fluoresceina (FITC), capaz de emitir fluorescencia,
para de esta manera detectar la presencia de células de linfoma por medio de

inmunofluorescencia.

lll. Objetivos
lll.1 Objetivo General

Establecer una técnica de deteccion de linfoma por inmunofluorescencia a partir
del empleo de fragmentos tipo VNAR de anticuerpos IgNAR del tiburdn

Heterodontus francisci
lll.2 Objetivos Particulares

1. Expresar y caracterizar el fragmento vVNAR que reconoce las células de linfoma
humano JY.

2. Implementar el cultivo de las células JY para su identificacion por
fluorescencia.

3. Realizar ensayos de Ila técnica de microscopia en estudios de

inmunofluorescencia empleando fragmentos VNAR recombinantes.
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IV. Metodologia

Fragmento E. Coli (Cepa
| Células JY | VvNAR “II-7" BL21(D3))
Células
electrocompetentes
Extraccion y Eficiencia de (-70°C)
secuenciacion Transformacién
de II-7
Resiembra
* Induccién de
Ensayo de expresion de Almacén de
Inmunofluorescencia vNAR pastillas (-20° C)
(vNAR-AntiHA-FITC) 1
Extraccion
periplasmica
Concentracién — l
de muestras 3 dialisis (4.5 L de —' Purificacién I— Repetir proceso 5
vNAR buffer de ||SIS) T veces
I Obtencién de 4
Cuantificacion eluciones
de a proteina
VNAR

tincion de 4— Desalinizacién
Coomassi de eluciones

Figura 5: Diagrama metodoldgico.

Se trabajé con un plasmido que habia sido empleado previamente en el
laboratorio de Inmunologia molecular y biotoxinas de CICESE (Quezada lfiiguez,
2008), del que se llevdo a cabo la extraccion y secuenciacién, con el fin de
comprobar que la secuencia resultante coincidiera con la previamente reportada

en el laboratorio. A este plasmido se le llamo “II-7”.

Se trabajo la cepa BL21(D3), de E. coli, de la que se prepararon células
electrocompetentes que se almacenaron a -70°C. Para dicha cepa se llevo a cabo
la transformacion con el plasmido para calcular, después de 24 horas, la eficiencia

de transformacioén y poder proceder con la induccion de la expresion de vNAR.
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IV.1 Extraccion del plasmido

Se coloco la cepa que contenia el plasmido en 4 tubos con 3 ml de medio LB cada

uno y se dejoé en incubacion toda la noche a 37° C a 250 revoluciones por minuto

(rpm).

Posteriormente se centrifugé el paquete celular a 13,000 rpm por 3 minutos,
colocando los cultivos en tubos de 2 ml. El sobrenadante se descart6 y los tubos
se centrifugaron una vez mas, para asegurar que las pastillas quedaran lo mas
secas posibles. El sobrenadante restante se retir6 empleando una micropipeta de

200 pl y se colocaron los tubos en hielo.

Una vez colocadas en hielo, las pastillas se resuspendieron en 100 ul de
Amortiguador GTE (Glucosa/Tris/EDTA) y se afadieron 1.2 pl de RNAsa con el fin

de que quedara a una concentracion de 0.2 mg/ml.

Las células se resuspendieron empleando un Vortex y una vez resuspendidos se
les agregaron 200 ul de 0.4 N NaOH/ 2% SDS. Una vez realizado esto se dejaron
reposar 5 minutos a temperatura ambiente y posteriormente 5 minutos en hielo. Al
término de los 10 minutos se agregaron a cada tubo 150 pl de Acetato de Potasio
3 M, pH 5.8; se mezclaron los tubos por inversion y se colocaron en hielo por 10
minutos. Los tubos se centrifugaron por 15 minutos a 13,000 rpm y se recuperé el
sobrenadante en tubos nuevos. Se recuperaron alrededor de 450 ul en cada tubo

nuevo, a los que se les adicionaron 900 ul de Etanol al 100%.

Los tubos se almacenaron en el congelador por 90 minutos, y posteriormente se
centrifugaron por 15 minutos a 13,000 rpm. El sobrenadante se descarté y se
adicion6 1 ml de Etanol al 70% a cada tubo; éstos se centrifugaron nuevamente

por 15 minutos a 13,000 rpm.

Los sobrenadantes se descartaron y las pastillas se pusieron a secar para
resuspenderlas en 50 pl de agua destilada e introducirlos en la incubadora a 37°
C.
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Uno de los tubos fue enviado a la compafia SeqgXcel®, en San Diego, EUA, con el
fin de que fuera analizado y secuenciado, para comparar ésta ultima con la
reportada por Quezada Iiiguez (2008) y comprobar que se estaba trabajando con

el mismo plasmido.
IV.2 Elaboracion de células electrocompetentes

Se inocularon 3 ml de medio SB (Anexos) con la cepa BL21(D3), de Escherichia
coli, misma que ya se encontraba en el laboratorio y se dejaron incubando toda la
noche a 37° C a 250 rpm.

Al dia siguiente se inocularon 500 ml de medio SB estéril con los 3 ml previamente
cutivados y se colocaron nuevamente a 37° C a 250 rpm. La Densidad Optica
(D.O) se monitore6 cada hora hasta que llegé a 0.8. Para esto se emple6é 1 ml del
cultivo para cada lectura. Una vez que se alcanzo la D.O. deseada se colocaron
250 ml de los 500 ml en 5 tubos cdénicos de 50 ml previamente enfriados en hielo
por 15 minutos. Los 250 ml restantes se almacenaron en el cuarto frio. Los tubos
se centrifugaron a 3000 g, por 15 minutos a 4° C. Al término de la centrifugacion
se desecho el sobrenadante y se colocaron los 250 ml restantes en los tubos.

Estos se centrifugaron de nuevo con los mismos lineamientos.

Al término de los 15 minutos se elimind nuevamente el sobrenadante y se
colocaron en los tubos 10 ml de glicerol al 10%; la pastilla se resuspendio
empleando un Vortex y los tubos se llenaron a su capacidad total con el glicerol,
para centrifugarlos a 3000 g por 10 minutos a 4° C. El sobrenadante se elimind y
una vez mas se colocaron 10 ml de glicerol a cada tubo para resuspender las
pastillas. De esta manera, lo que se tenia en los 5 tubos, se colocd por partes
iguales en sélo 3 tubos. Dichos tubos se centrifugaron de nuevo a 3000 g por 10
minutos a 4° C. Los 2 tubos que ya no se emplearon, se almacenaron en hielo,
para lavarlos con glicerol y poder recuperar todas las células que pudieran haber
permanecido en ellos. Al término de la centrifugacion se resuspendieron las
pastillas y se colocé todo en un solo tubo, el cual se centrifugd una vez mas con

los mismos valores empleados con el resto de los tubos. Una vez concluida la
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centrifugacion, se retiré por ultima vez el sobrenadante, pero se dejé una cantidad
equivalente a 500 ml en el tubo, con lo que se resuspendio la pastilla en el Vértex.
Con esto se realizaron alicuotas de 50 pl en tubos de 0.6 ml y se almacenaron a -
70° C.

IV.3 Transformacion

Para determinar la eficiencia de Transformacion, se llevd a cabo primero una
Electroporacién. Se colocaron una celda de electroporacién, el plasmido //-7, y uno
de los tubos con de la cepa BL21(D3) electrocompetente, en hielo. Cuando se
hubieron derretido, se colocaron en la celda de electroporacion los 50 pl de la
alicuota de la cepa y 1 pl del plasmido. La celda se mantuvo en hielo por 3

minutos y al término se le dio un pulso eléctrico en el electroporador.

El contenido de la celda se recuperd con una micropipeta de 1000 ul, empleando
3 ml de medio SOC, y se colocé en un tubo coénico de 15 ml, el cual se puso en

incubaciéon a 37° C a 250 rpm por 90 minutos.

Pasada la 1 72 h se prepararon los cultivos en 3 cajas Petri de la siguiente manera:
en una caja se colocaron 99 ul de medio SOC y 1 ul de BL21(D3) con /-7,
previamente electroporado. Las otras dos cajas se prepararon con 90 ul de medio
SOC y 10 yl de BL21(D3) y /I-7. Los 3 cultivos se incubaron toda la noche a 37° C.

Al dia siguiente se llevd a cabo la determinacién de la “Eficiencia de

transformacién” empleando la férmula siguiente:

(Numero de colonias / Volumen plaqueado) * (Volumen de cultivo / 10 pg) * (1*10°

pg /1 umg)

Una vez obtenidos los datos de “Eficiencia de Transformacion” se hizo una
resiembra, tomando con un palillo 15 colonias aisladas de cualquiera de las cajas;
esto se resembrd en una caja nueva que habia sido previamente cuadriculada y
se dejo 12 horas en incubacion a 37 °C y posteriormente 12 horas a temperatura
ambiente. Las cajas con las que se realiz6 la resiembra se almacenaron a 4° C.
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IV.4 Induccion de expresion de vNAR

De la caja de la resiembra de las bacterias transformadas se tomé una asada para
realizar un cultivo en 5 ml de medio SOC y 5 pl de Carbenicilina, con una

concentracion de 100 mg/ml; esto se incubd toda la noche a 37°C a 250 rpm.

Al dia siguiente se prepardé un matraz con 500 ml de medio SB y 500 pl de
Carbenicilina, con concentracion de 100 mg/ml, al que se le agregaron los 5 ml del
cultivo realizado, previamente resuspendido en el Vortex; esto se incub6é a 37° C a
250 rpm, monitoreando cada hora la D.O. hasta que llegd a un valor de DOggo de
0.6, tras lo cual se indujo el cultivo con 1 mL de IPTG 0.5 M y se incubd
nuevamente a 37°C a 250 rpm por 5 horas. Se distribuyeron 250 ml del medio en
5 tubos cdnicos y se centrifugaron a 4000 g por 15 minutos. Al término se descart6
el sobrenadante y se colocaron los 250 ml restantes en los mismos tubos para
centrifugarlos una vez mas; el sobrenadante se descarté y los tubos fueron
almacenados con las pastillas a -20° C, para proceder con el proceso de

extraccién periplasmica.
IV.5 Extraccion periplasmica y purificacién
Se utilizé el método del manual The Qiaexpressionist de Qiagen (2003).

Las pastillas, obtenidas del ensayo de induccidon, se descongelaron
completamente y se resuspendieron en 80 ml de una solucion con Tris-HCI 300
mM, sacarosa al 20% y pH 8 que se colocaron en un vaso de precipitado en hielo
al que se le agregaron 160ul de EDTA 500 mM gota a gota, para alcanzar una
concentracion de 1mM, a la vez que se incubaban las células en hielo durante 10

minutos con agitacion suave.

Esta solucion se dividié en 2 tubos cénicos de 50 ml que se centifugaron a 8000 x
g por 20 minutos a 4° C; el sobrenadante se recuperd en 2 tubos conicos de 50 ml
que se etiquetaron como “Extracto 1, BL21(D3)” y las pastillas se resuspendieron

en 80 ml de Sulfato de Magnesio 5 mM, se agitaron durante 10 minutos en hielo y
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se centrifugaron, en las mismas condiciones de la centrifugacion anterior. Al
término se elimind el pellet y se conservé el sobrenadante, por encontrarse ahi las

proteinas periplasmicas y se etiqueté como “Extracto 2, BL21(D3), Dialisis”.

Para la purificacion se llevaron a cabo 3 dialisis de los 80 ml de sobrenadante, con
una membrana de 2 kDa, en 4.5 | de Buffer de lisis o cargado (Anexos) durante 2
horas a temperatura ambiente las dos primeras, y durante toda la noche a 4° C la
tercera, en agitacion suave. Antes de llevar a cabo las dialisis se recuperé 1 ml de
la muestra, con el fin de comparar la muestra antes y después de la didlisis, y se
centrifugd en la microcentrifuga a 13,000 rpm por 10 minutos; posteriormente se

almacend a -20° C.

La purificacion se llevé a cabo por gravedad, empleando una columna con 1 mL
de resina Ni-NT. La columna se lavé primero con PBS 1X y posteriormente con
Buffer o Amortiguador de lavado (anexos) y una vez que ambas soluciones habian
pasado por la columna, se agregé la muestra dializada la noche anterior, se pasé
por la columna 5 veces, en el cuarto frio. Cuando por quinta vez la muestra estaba
por terminar de pasar por la columna, ésta se sacé del cuarto frio y la purificacién
se concluyd a temperatura ambiente. Se recuperdé una alicuota de 500 pl para
compararla posteriormente con el resto de las muestras y lo demas se almacend
en dos tubos coénicos de 50 ml. A la columna se le adicionaron 8 ml de
amortiguador de lavado, que también se almacenaron en un tubo cénico de 15 ml

y la proteina se eluy6 4 veces con 500 ul de amortiguador de elucién (anexos).

A las eluciones obtenidas de la purificacion se les retiré el imidazol, empleado en
las dialisis, mediante otra purificacion en la que se utilizaron columnas PD-10
desalting columns (GE Healthcare, cédigo de producto 17-0851-01). Por ésta se
pasaron, la muestra de las eluciones, 3.5 ml de PBS 1X, y 2 ml mas de PBS 1X,
en este orden, que se almacenaron en tubos coénicos de 15 ml; la segunda
muestra, es la que contenia la proteina VNAR, ya desalinizada. De esta manera

se pudo proceder con la cuantificacion de la proteina.
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IV.6 Identificacion de la proteina expresada mediante Western Blot y Tincién

de Coomassie

Se llevd a cabo una electroforesis en un gel de tricina al 14%, en el que la
disposicion de las muestras en los carriles fue la siguiente: 8 pl de la escalera
(Novex Sharp pre-stained protein Standards (P/N 57318), (Invitrogen, numero de
catalogo LC5800), en el caso del Western Blot y Broad Range protein molecular
markers (Promega, numero de catalogo V8491) para la tincion de Coomassie) , 40
pl del “Extracto 17, 40 pl del “Extracto 2” sin dialisis, 40 ul del “Extracto 2” con
didlisis, 30 pl de la muestra de amortiguador de lavado, previamente precipitada
con TCA, 40 ul de cada una de las 4 eluciones obtenidas y 30 ul de lo que se
recuperé después de pasar por la columna de purificacion, previamente

precipitado con TCA.

La precipitacion con TCA, se llevd a cabo colocando 1000 ul de la muestra con
150 ul de TCA, en el caso del Amortiguador de Lavado, y 600 pl de muestra con
400 pl de Agua destilada y 150 pl de TCA, en el caso de lo recuperado de la
columna de purificacién. Las soluciones se dejaron en incubacion a 4° C, toda la
noche y posteriormente se centrifugaron a 13,000 rpm por 20 minutos a 4° C. El
sobrenadante se elimind y se agregd a los tubos 1 ml de acetona para
centrifugarlos nuevamente bajo las mismas condiciones. Se descarté el
sobrenadante y a los tubos se les adicionaron 30 pl de Amortiguador de Carga 2X.
El resto de los tubos que no se precipitaron con TCA se prepararon con 20 pl de
Amortiguador de Carga 2X y 20 ul de muestra. Las condiciones de corrida fueron

50 mA a 150 volts, por 180 minutos con un amperaje constante.

Las proteinas aisladas en el gel se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
en una camara de transferencia por una hora a 20 volts y 200 mA constantes. Se
lavé la membrana con agua destilada y se bloqued con leche al 5% y PBS-tween
0.05% por dos horas a temperatura ambiente en agitacion. Pasadas las dos horas
se agregd 15 pl del anticuerpo Anti-HA peroxidasa (Roche Molecular) diluido

1:1500 en leche al 1% y se mantuvo por dos horas. Al término se lavo la
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membrana dos veces por 10 minutos y una por 5 minutos en PBS-tween 0.05%.
Se prepararon 2 ml de la solucién de revelado 1:1 (Pierce, numero de Catalogo
32209), que permite la identificacion de la peroxidasa. La membrana se coloco
sobre un acetato, y sobre ésta se vertid la solucidén de revelado que se incubd a
temperatura ambiente por 1 minuto. Se colocd otro acetato por encima de la
membrana que se presiond para eliminar el exceso de solucion de revelado. La
membrana se puso dentro de un cassette y se expuso a una pelicula reveladora

durante 10 minutos.

Para la tincién de Coomassie, se prepard un gel y se llevd a cabo la electroforesis
con las mismas caracteristicas y bajo las mismas condiciones que para el Western
Blot, tras la cual se coloco el gel en solucién de tincién y se dejé toda la noche a
temperatura ambiente con agitacién suave. Posteriormente se realizaron 3 lavados

con solucién de destincion para retirar el exceso de Azul de Coomassie del gel.

El gel se colocd en un desecador (Biorad, Modelo 583) por 2 horas a 28” Hg, con

el fin de secarlo y almacenarlo.
IV.7 Cuantificacion de la proteina vNAR

Se empledé el método del acido bicinconinico (BCA), utilizando el Micro BCA
Protein Assay Kit (Pierce, 23235), en un rango de trabajo de 2.5 a 40 pl/ml, para lo
cual se prepard una serie de estandares con una fuente de Albumina de Suero
Bovino (BSA), tomada directamente del kit. En una microplaca se colocaron 150 pl

de cada estandar y 150 ul de la Solucién de Trabajo, por triplicado.

De las eluciones se adicionaron 230 ul de muestra y 230 pl de Solucién de trabajo,

divididas en 3 pozos.

La placa se agité por 30 segundos, se cubrid y se incubd por 2 horas a 37° C; se
enfridé a temperatura ambiente y se midié la absorbancia de cada uno de los pozos

en el Nanodrop, con lo cual se generd una curva estandar.
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IV.8 Concentracion de muestras de vNAR

Para concentrar la proteina VNAR, se emplearon los tubos concentradores Amicon
Ultra (Millipore, numero de catalogo UFC901008). En ellos se colocé la primera
muestra que se recupero de la columna de desalinizacion y se centrifugd a 4000 x
g en un rotor de columpio, por 20 minutos a 15° C. Al término se colocaron en los
mismo tubos los 3.5 ml de PBS 1X, obtenidos también de la columna de
desalinizacién y se centrifugaron de nuevo, empleando los mismos parametros. Se
realizd una tercera centrifugacion, en condiciones iguales, para los 2 ml de PBS
1X.

El soluto que permanecié en la unidad de filtro, y que era el que contenia la
muestra de vVNAR concentrada, se recuperd con una micropipeta y el volumen se

almacend en tubos de microcentrifuga a 4° C.
IV.9 Mantenimiento de células JY

Las pruebas de inmunofluorescencia se llevaron a cabo en las células JY,

correspondientes a una linea de células B precursoras de la leucemia linfoblastica.

De dichas células se realizaron alicuotas de 1 ml, con una solucién de suero fetal
bovino (SFB) y DMSO al 5%, y se almacenaron a -70° C. Para su cultivo se
mantuvieron en cajas Petri con 9 ml de medio RPMI suplementado con 10% de

suero bovino, a 37° C con COs al 5% mas el ml de la alicuota con las células.

IV.10 Ensayo de Inmunofluorescencia

Para el ensayo final se colocaron los 10 ml de una de las cajas Petri de células JY
en un tubo coénico de 15 ml que se mezcld por inversion y se centrifugd a 750 x g
por 5 minutos. El sobrenadante se elimind y se agregaron 5 ml de PBS 1X al tubo
que se centrifugd de nuevo, se retird una vez mas el sobrenadante y la pastilla se
resuspendio por pipeteo en 3 ml de PBS 1X. Se tomaron 95 ul de dicha muestra y
se le adicionaron 5 ul de Azul de tripano, para realizar la cuantificacion en la
camara de Neubauer. El resto se almacend para su uso posterior en el ensayo.

19



En un tubo de microcentrifuga se colocé VNAR a una concentracion de 80 pg/ml
con 2 pl del anticuerpo Anti-HA-FITC; éste se incubo por 1 hora a 37° C; se realizé

lo mismo pero empleando PBS 1X, sustituyendo al vNAR.

En una placa de 24 pozos se adicionaron las células JY, en una concentracion de
500,000 células por pozo, empleando 3 tratamientos: sélo células JY (control),
células JY con el complejo vNAR-antiHA-FITC y células JY con PBS 1X-antiHA-
FITC. Todo se hizo por triplicado. La placa se puso a 37° C por 30 minutos y al

término se revisaron las muestras en el microscopio invertido con fluorescencia.

V. Resultados

V.1 Secuenciacion de vNAR

Debido a que se empled una clona que habia sido previamente desarrollada en el
laboratorio (Quezada IAiguez, 2008), lo primero que se realizé fue la extraccion del
plasmido y su secuenciacién, con el fin de probar que se estaba trabajando con la

misma clona.

En la figura 5 se puede observar la secuencia reportada anteriormente por
Quezada Iniguez alineada a la secuencia reportada en este trabajo. Ambas
coincidieron, por lo que se determind que el plasmido era el mismo y se podia

trabajar con él.
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M-z | /-7 MA[QR[VEQTPRMATRETGES LT INCV|L V[D|A|S
-7 MAQRVEQTPRMATRETGESLTINCYVLVDAS
MI-7 | /-7 |[CGL|S[IGTSWFRNNPGSTDWERITIGGRYVES|
-7 CGLSGTSWFRNNPGSTDWERITIGGRYVES
M-z | 7 [VNKGAKSFSLOQIKDLTVYEDSVTYYCKAQ| T
-7 VNKGAKSFSLQIKDLTVEDSVTYYCKAQTT
M-z | /-7 PDIR|[Y PCKG - - - -AAMGI¥YY¥YDGAGTVYLTVYNGQ|
-7 PDRYPCKG AAMGYYDGAGTVLTVNGOQ Q
MII-7 /-7 AGQHHHHHHGAYPYDVPDYAS
-7 AGQHHEHHHHEHGAYPYDVPDYA AS

Figura 6: Alineamiento de la secuencia de la clona II-7 reportada por Quezada IAiguez
(2008), con el nombre de MII-7, y de la secuencia reportada en el presente trabajo,
nombrada solo /I-7.

V.2 Eficiencia de Transformacion

Una vez que se tuvo la certeza de que se trabajaba con la misma clona, se
procedié a calcular la Eficiencia de Transformacion, con la cepa BL21(D3) de

Escherichia coli, después de una electroporacion con //-7.

Calculo de las Unidades Formadores de Colonias (UFC) en la cepa BL21(D3)

asociada a Il-7

Volumen empleado Numero de colonias  Colonias/ ug
1 ul BL21(D3)-117/ 99 pl SOC 4 1.2*10° colonias/ug
10 pl BL21(D3)-117/90 pl SOC 75 2.25%10° colonias/ug
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V.3 Western Blot y Tincion de Coomassie

A partir de la elaboracién de 2 pruebas de Western Blot (figuras 7 y 8) y 2 de
Tincién de Coomassie (figuras 9 y 10) , se comprobé la existencia de la proteina

VNAR en la muestra, con la presencia de las bandas de alrededor de 17 kDa.

Las eluciones, obtenidas de la purificacion de la muestra, que presentaron las
bandas mas notorias en todas las pruebas, fueron la Elucién 2 (E2) y la Elucién 3

(E3), por lo cual fueron las dos eluciones con las que se trabajé posteriormente.

Extracto Extracto  — 2°° W E1 E2 E3 E4 Purificacién

1 2 (dialisis)

~17 kD ———»

Figura 6: Western Blot de las muestras obtenidas a partir de la Extraccion (Extracto 1y
Extracto 2 y Extracto 2 con Dialisis) y la Purificacion (Buffer de Lavado (WB), Elucién 1, 2,
3y 4 respectivamente (E1, E2, E3, E4) y lo pasado por la columna de purificacion
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Extracto

2 Extracto 1

Extracto Extracto E1 E2 E3 E4 anterior

1 2 (dialisis)

~17 kD ———»

Figura 7: Western Blot, de las muestras obtenidas durante la segunda extraccion que se
llevé a cabo (Extracto 1, 2 y Extracto 2 con dialisis) y su respectiva Purificacion (Eluciones
1,2,3y4 (E1, E2, E3, E4). Se agreg6 ademas el Extracto 1 de la extraccién anterior,
para comprobar que la banda apareciera al mismo nivel.

Extracto
Sl o 2 Extracto Extracto
Purificacién E4 E3 E2 E1 WB (dialisis) 2 1
‘—‘ V ~ ';. —— 2
e t y i -

Figura 8: Tincién de Coomassie de las muestras obtenidas a partir de la Extraccion
(Extracto 1 y Extracto 2 y Extracto 2 con Dialisis) y la Purificacion (Buffer de Lavado (WB),
Elucién 1, 2, 3 y 4 respectivamente (E1, E2, E3, E4) y lo pasado por la columna de
purificacion
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Extracto Extracto
Extractoc  Exfracto 2 1
1 2 (dialisis) E1 E2 1 anterior

m
w
m

~17kD ——

Figura 9: Tincién de Coomassie de las muestras obtenidas durante la segunda extraccion
que se llevo a cabo (Extracto 1, 2 y Extracto 2 con dialisis) y su respectiva Purificaciéon
(Eluciones 1, 2,3y 4 (E1, E2, E3, E4). Se agregd ademas el Extracto 1 de la extraccién
anterior, para comprobar que la banda apareciera al mismo nivel.

V.4 Cuantificacioén de la proteina vNAR

Como se puede observar en la figura 11, la cuantificacion de proteinas corroboré
que la concentracion de vNAR era baja en la elucién 2 y 3, principalmente en la
E3, que tuvo un valor de absorbancia de 0.003, midiéndolo en el Nanodrop con
una longitud de onda de 562 nm. La E2, por otro lado, tuvo una absorbancia de
0.0143.

“n (1R t)

A partir de la ecuacion de “y” del grafico, se despej6 “x” para calcular la

concentracion para ambas eluciones.

Para la E3, la concentracién fue tan baja, que el valor fue negativo, razén por la
cual no fue incluida en la grafica. En el caso de E2, el valor de concentracion de la
muestra fue de 15.17 ug/ml, y dado que se tenian 3 ml de muestra, se tenia una

cantidad final de 45.53 ug de proteina purificada.
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Figura 10: Curva estandar para determinacion de la concentracion de la proteina vVNAR en
E2, representada por el asterisco y E3, que corresponde al circulo.

V.5 Concentracion de vNAR

Al haber concentrado las muestras se llevé a cabo una nueva cuantificacion de
VNAR, para la cual se desarrolld6 una nueva curva con las concentraciones

estandares (figura 12).

E2 tuvo un valor de absorbancia de .087 al ser cuantificado en el Nanodrop a 562
nm. Se despejoé una vez mas el valor de “x” de la ecuacion del gréafico y se obtuvo
un valor de concentracion de 83.11 pg/ml, teniendo un total de 500 ul de muestra.
Con esta muestra fue con la que se llevaron a cabo los ensayos de

Inmunofluorescencia.
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Figura 11: Curva estandar para la cuantificacion de vNAR, después de haber concentrado
la muestra. El punto negro corresponde al valor de concentracién de la muestra E2. La
linea de tendencia se extrapold hasta el valor de E2.

V.6 Mantenimiento de Células JY
A partir del cultivo inicial de células JY se realizé una serie de resiembras con el fin

de obtener varias alicuotas para almacenarlas para su uso posterior.

Las alicuotas constantemente se reactivaban y observaban al microscopio (figuras
13, 14 y 15), con el fin de comprobar que las células se mantuvieran en buen

estado para el ensayo de inmunofluorescencia.
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Figuras 12,13 y 14: Fotografias en Microscopio optico a 40X de las células JY, en el caso
de las figuras 13 y 14. La 15 fue tomada a 10X.

V.7 Ensayo de Inmunofluorescencia

Al analizar mediante microscopia de fluorescencia, las muestras de los complejos
VNAR-antiHA-FITC, PBS1X-antiHA-FITC y el control se esperaba que soélo el

primer tratamiento presentara fluorescencia, por efecto del anticuerpo.

Sin embargo, ninguno de los tres tratamientos lo hizo.
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VI. Discusion de resultados

Debido a que en el presente trabajo se emple6 una clona de vNAR que habia sido
desarrollada con anterioridad por Quezada Ihiguez (2008), la secuenciacion de la
misma era importante para poder comprobar que éstas coincidian, y poder
suponer que el experimento seria exitoso. Al calcular la eficiencia de
transformacion, se observé que ésta era de 1.2*10° colonias/ug, en el caso de la
caja con 1 ul de la cepa BL21(D3) con la clona de vNAR que se trabajaba, llamada
[I-7; por otro lado, en la caja con 10 pl de BL21(D3)-117 se obtuvo una eficiencia de
transformacién de 2.25*10° colonias/ug. Barbas et al. (2001), indican que la

eficiencia debe encontrarse sobre 1*10° colonias/ug de plasmido.

Para comprobar la existencia de la proteina VNAR se llevaron a cabo dos ensayos
de Western blot, en los que se pudo apreciar que aparecia una banda en el rango
aproximado de 17 kDa; a estos fragmentos de IgNAR se les ha atribuido un
tamano entre 12 y 15 kDa (Dooley et al., 2003, Nuttall et al., 2004), y en el caso de
Quezada lhiguez (2008), el tamafio esperado se localizaba entre los 15 y 20 kDa,
razon por la cual las bandas obtenidas se atribuyeron a la presencia de la
proteina. Las tinciones de Coomassie se elaboraron para reforzar lo que se habia

obtenido en el Western Blot exclusivamente.

A pesar de que las bandas observadas en los geles parecian demostrar que se
tenia altamente concentrada la proteina, al momento de llevar a cabo la
cuantificacion de la misma se observé que ésta era de sélo 15.17 ug/ml, valor
sumamente bajo si se compara con el trabajo en el que se elaboré la clona, en el
que la concentracion de proteina calculada fue de 520 pg/ml. Por tal razén la
proteina se concentrd, para hacer los ensayos de inmunofluorescencia. Los
ensayos se llevaron a cabo en la linea celular JY, correspondiente a una linea
celular B-VEB linfoblastoide, que crece en grupos (Szdllosi et al., 1996, Altomonte
et al., 1993).

Al llevar a cabo los ensayos de inmunofluorescencia, se esperaba que los

tratamientos a los que se les agregaria a las células JY, el complejo de VNAR,
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acoplado al antiHA con el fluoréforo FITC, se esperaba que hubiera fluorescencia
en las células por efecto del anticuerpo y que esta fluorescencia fuera perceptible
al microscopio de fluorescencia. Sin embargo, esto no ocurrid, y ninguna de las

tres repeticiones que se realizaron fueron positivas.

Lo anterior se puede atribuir a omisiones metodoldgicas relacionadas con la
técnica para deteccion de inmunofluorescencia empleada, dentro de las cuales se
podria mencionar el hecho de no haber trabajado a temperaturas de alrededor de
los 4° C, ya que en la bibliografia se llega a mencionar que llevar a cabo los
ensayos en frio puede otorgarle mas posibilidades de ser exitoso, o bien con las
concentraciones de anticuerpos que se utilizaron, es decir, que las condiciones de
inmunofluorescencia debieron haber sido diferentes. Petty (2007), indica que una
de las ventajas de las herramientas de fluorescencia es la alta sensibilidad que
presentan, refiriéndose a la microscopia de fluorescencia y la citometria de flujo
(FACS, por separador celular con activacién de fluoresceina, en ingés), por lo que
no se puede decir que los ensayos fueron negativos debido a la poca sensibilidad

de la técnica empleada.

Godfrey et al. (2005), por otro lado, indica que a pesar de que la citometria de flujo
y la microscopia de fluorescencia proporcionan diferentes datos relacionados a
poblaciones celulares, estos datos suelen ser complementarios. En base a esto,
habria sido relevante llevar a cabo un ensayo de FACS, para poder comparar lo
obtenido en microscopio, ya que la microscopia de fluorescencia puede presentar
subestimaciones y sobrestimaciones respecto a FACS, y al tener resultados de
ambas técnicas habria existido un mejor rango de comparacion y analisis de los
datos (Picchio et al., 1995).

Se considera que una de las causas que llevaron a que el experimento no
resultara como se esperaba es el anticuerpo comercial que se empled, el antiHA-
FITC. Para su uso éptimo y continuo, lo recomendado es almacenarlo entre 2 y 8°
C por no mas de un mes, mientras que si no se emplea peridodicamente lo ideal es

mantenerlo a -20° C por no mas de un afo. Alguna falla en su almacenamiento,
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pudo haber tenido como consecuencia la degradacion del fluoréforo. Seria

importante por consiguiente, desarrollar una nueva metodologia, en la que se

incluya el empleo de las técnicas de microscopia de fluorescencia y de otra

técnica que pudiera ser complementaria, como FACS, y el empleo de un

anticuerpo antiHA-FITC de reciente adquisicion, para de esta manera poder

descartar esos puntos.

VIIl. Conclusiones

VIIL.

Se comrpobéd que la clona de vNAR con la que se trabajé era la adecuada
para los ensayos que se llevaron a cabo.

Se obtuvieron resultados modestos al llevar a cabo los ensayos de
inmunofluorescencia.

Los resultados modestos se atribuyen a omisiones en la metodologia, la
degradacion del fluoréforo empleado o la falta de wuna técnica

complementaria a la microscopia de fluorescencia.

Perspectivas

Se propone el empleo del anticuerpo comercial asociado al fluérofo (antiHA-
FITC) de reciente adquisicidn, y se considera de relevancia el elaborar una
metodologia nueva, con el fin de poder comparar la técnica de microscopia
de fluorescencia con alguna otra técnica que funcione como complemento,
tal como la citometria de flujo (FACS).

Se sugiere el utilizar, ademas de bacterias, algun otro sistema de expresion
de proteinas como células de insectos, levaduras, como Pichia pastoris, e
inclusive hongos filamentosos, ya que estos organismos han demostrado
ser buenos métodos de obtencion de altas concentraciones de proteinas

recombinantes.
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X. Anexos

X.1 Buffer de Lisis (1 L)

e 50 mM NaH2PO4 :6.90 g
e 300 mM NaCl:17.54 g
e 10 mM imidazole: 0.68 g

Ajustar pH a 8 con NaOH.

X.2 Buffer de lavado (1 L)

* 50 mM NaH2PO4: 6.90 g
* 300 mM NaCl: 17.54 g
e 20 mM imidazole: 1.36 g

Ajustar pH a 8 con NaOH.

X.3 Buffer de elucion (1 L)

* 50 mM NaH2PO4: 6.90 g
* 300 mM NaCl: 17.54 g
* 250 mM imidazole: 17 g

Ajustar pH a 8 con NaOH.

X.4 Medio SB (1L)

e Triptona: 32 g
* Extracto de levadura: 20 g
* NaCl:5¢g

Ajustar pH a 7 con NaOH 1N; aforara 1 L.
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