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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas son un riesgo importante para la salud y la
supervivencia tanto de los humanos como de los animales. Es por esto que el
desarrollo de métodos de diagndstico que identifiguen al agente infeccioso de forma
rapida y especifica es importante para implementar un oportuno tratamiento. Una
de las técnicas mas comunes usadas para la deteccion de los componentes
antigénicos de los microorganismos es el ensayo de inmunoadsorcion ligado a
enzimas (ELISA), en el cual se pueden utilizar anticuerpos monoclonales
especificos contra los determinantes antigénicos de los patégenos.
Tradicionalmente, estos anticuerpos se han producido en animales de
experimentacion. Sin embargo, en la actualidad existen tecnologias como las
bibliotecas de anticuerpos desplegadas en fagos, que permiten la seleccion de las
regiones variables de los anticuerpos y su produccion en bacterias evitando el uso
de animales. Estos anticuerpos de cadena sencilla son llamados scFv (del inglés
single chain Fragment variable) en los cuales la porcion variable de la cadena ligera
y pesada que contienen las regiones de union al antigeno, estan ligadas mediante
un péptido flexible.

En el presente trabajo, se evalué el uso de anticuerpos scFvs previamente
generados en contra de la hemaglutinina del virus de influenza A/H1IN1/2009, como
una alternativa para su uso en un ensayo de ELISA. Se seleccionaron 6 scFvs, cada
uno de los cuales fueron modificados por la adicion de un sitio aceptor de biotina
y/lo de un péptido con afinidad a una superficie de poliestireno. Con estas
modificaciones, se evaluo la expresion de los 12 anticuerpos en Escherichia coli,
donde unicamente 3 de las clonas mostraron un nivel de expresion de los scFv
aceptable, la clona sp1H3-PS que contenia el péptido con afinidad a poliestireno, y
las clonas sp1H3-B y el sp2H3-B que expresaron los scFvs con el péptido aceptor
de biotina. Los anticuerpos fueron purificados por cromatografia de afinidad a niquel,
pero ninguno de ellos pudo ser obtenido en forma soluble. Sin embargo, se logré la
re-naturalizacién del scFv splH3-PS, la cual se llevé a cabo directamente en la
placa de poliestireno. De esta forma, se disefié un ELISA sandwich indirecto, donde
el scFv unido especificamente a la placa de poliestireno se utilizé6 como anticuerpo
de captura del antigeno (la hemaglutinina HA1 22009), la cual fue a su vez
reconocida por el suero hiperinmune generada contra esta en conejo, el cual se
utiliz6 como anticuerpo de deteccion. Bajo estas condiciones del ensayo, se
demostré que el scFv sp1lH3-PS mantuvo la afinidad por el antigeno para el cual
fué seleccionado, al pasar de su forma unida al fago a la forma soluble. Los
resultados del presente trabajo demuestran el uso potencial de los scFvs
modificados con el péptido de afinidad a poliestreno en ensayos
inmunoenzimaticos.
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Introduccion
1.-Los microorganismos como agentes etiolégicos de enfermedades

Al comienzo del siglo XX una de las causas de muerte mas frecuentes eran las
enfermedades infecciosas. En la actualidad, el control de las mismas se ha logrado
gracias al conocimiento integrado de los procesos infecciosos, a la mejora en las
practicas sanitarias y al descubrimiento y uso de los agentes antimicrobianos
(Madigan et al., 2009). Cabe también destacar, la importancia del diagndstico
temprano en el control de estas enfermedades, ya que permite la rapida instauracion
del tratamiento y con esto una significativa reduccién de la mortalidad y morbilidad,
aportando ventajas econdmicas en la resolucién del problema infeccioso (Ausina y
Moreno, 2006).

Sin embargo, aunque vivimos en un mundo donde muchos microorganismos
patdgenos estan controlados, estos pueden ser todavia un riesgo importante para
la supervivencia tanto de los humanos como de los animales (Madigan et al., 2009;
Figueroa et al., 1987).

El diagnostico y el tratamiento inicial son por lo general mas urgentes en las
enfermedades infecciosas que en cualquier otro tipo de proceso patolégico, ya que
tanto la mortalidad como la morbilidad se pueden reducir en forma significativa si se
inicia en etapa temprana el tratamiento adecuado. Por lo cual es importante
desarrollar métodos de diagndstico que identifiquen al agente infeccioso de manera
rapida y especifica (Ramos, 2012).

2.-Diagnostico de enfermedades infecciosas

El diagnostico de las enfermedades infecciosas puede ser realizado directamente
por deteccion del agente causal, con métodos como: microscopia-tinciones o por
deteccion de antigenos (Ags) del microorganismo o de anticuerpos (Acs) del
paciente, generados contra el patdgeno. Tambien se pueden identificar por
deteccion de toxinas o mediante el cultivo del agente y su caracterizacion por
pruebas moleculares o bioquimicas (Ramos, 2012).

En el caso de la deteccion los Ags y/o Acs se puede usar una técnica llamada
ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA por sus siglas en inglés).
Existen varios sistemas de ELISA para detectar Ags y/o Acs, que tienen en comuan
el recubrimiento de una fase sélida la (placa de ELISA) con el Ag o Ac, los cuales
son incubados con reactantes secundarios o terciarios acoplados covalentemente
con una enzima que permitird la deteccion del reconocimiento entre las moléculas.
Las no reconocidas por el Ag o Ac seran removidas por lavados y la deteccion de la
unién se visualiza mediante la adiccién de un sustrato cromogénico cuyo color se



detecta visualmente o con ayuda de un lector de placas para ELISA (Arce, 2007,
Stefura et al., 2019).

3.-Los anticuerpos

Los Acs son los componentes principales de un inmunoensayo cuando se usan para
la deteccion de un Ag blanco. Estas moléculas, muestran una elevada selectividad
en la unién Ag-Ac a nivel molecular, por lo cual se aprovechan para generar pruebas
sensibles en la deteccion de analitos usados en aplicaciones diagndsticas. El
entendimiento de las caracteristicas de los Acs y los métodos usados en su
produccion, purificacion y modificacion son importantes para su uso como
herramienta de reconocimiento molecular (Hnasko, 2015).

Los Acs son glicoproteinas producidas por células plasmaticas que funcionan como
receptores solubles de Ags. Su estructura consiste de 4 cadenas polipeptidicas; dos
cadenas ligeras (L) de un peso molecular aproximado de 25 000 Da y dos cadenas
pesadas (H) de un peso cercano a 50 000 Da. Una cadena L esta unida a una
cadena H mediante puentes disulfuro formando un heterodimero de 75 000 Da (L-
H) y dos heterodimeros L-H se unen entre si para formar la estructura basica del Ac
constituida de cuatro cadenas; L-H-H-L. Los primeros 110 aminoacidos de las
cadenas L y H son en extremo variables entre las distintas moléculas de anticuerpos
y, por lo tanto, a esta region se le conoce como region variable (V) de la cadena
pesada (VH) o de la cadena ligera (VL). Por su parte, la porcidén posterior de cada
cadena pesada y ligera estan formados por varios fragmentos de igual tamafio que
la region variable y es muy conservada, razon por la cual se le denomina region
constante(C) de la cadena pesada (CH) y region constante de la cadena ligera (CL)
(Gutiérrez, 2010; Murray, 2007; Day y Schultz, 2014).

sitio de unién
sitio de unién al antigeno
al antigeno

NH - -+
v
H3N+— NHs

VL VL

V=Dominio Variable
C=Dominio Constante
H=Cadena pesada
L=Cadena Ligera

Fc

Figura 1.-La unidad basica de una inmunoglobulina consiste de dos cadenas pesadas idénticas
(azul) y 2 cadenas ligeras (rojo). Las cadenas pesadas estan unidas por puentes disulfuro. Los sitios
de reconocimiento antigénico de las cadenas pesadas y ligeras se encuentran en la region Fab.
(llustracién hecha por el autor de la tesis).



Cuando se requieren Acs para los inmunoensayos se piensa como primera opcion
en los anticuerpos monoclonales (mAb), tecnologia que fue desarrollada por Kohler
y Milstein (1975). Latecnologia, consiste en la produccion de Acs homogéneos por
una célula hibrida, producto de la fusion de un clon de linfocitos B descendiente de
una sola y unica célula madre con una célula plasméatica tumoral. Este
procedimiento requiere de la inmunizacién de animales (generalmente ratones), lo
cual toma varios meses y aunado a esto, la produccion de los Acs es un
procedimiento laborioso que requiere de equipo especializado. Por otra parte, los
pequefios mamiferos murinos no siempre proporcionan anticuerpos con alta
afinidad hacia los antigenos especificos, necesarios para el desarrollo de ensayos
mas sensibles (Ahmad et al., 2012; Kaku et al., 2012).

4.-Fragmentos variables de cadena sencilla (scFv)

Las limitaciones en las técnicas tradicionales han conducido a varias
investigaciones encaminadas a buscar alternativas; una de ellas ha sido la
construccion de bibliotecas de Acs presentadas en fagos (Phage display), que
permiten la seleccion y produccion de los mismos. Las bibliotecas mas utilizadas
son la de los fragmentos de regiones variables (scFvs), que se construyen mediante
combinacion previa de los genes que codifican las regiones variables de los Acs en
los linfocitos B y su posterior insercion en el fago (Ahmad et al., 2012; Kaku et al.,
2012).

Un scFv consiste en una pequeia region funcional de un Ac, que corresponde al
lugar donde se une al Ag; en la cual la porcidén variable de la cadena ligera y la
region variable de la cadena pesada son ligadas con un péptido flexible de entre 15
a 20 aminoacidos. Los scFvs conservan la especificidad de union al Ag del Ac
natural de origen (ver Fig. 2) (Monnier et al., 2013; Farajnia et al., 2014).

cadena pesada

Cadena ligera g315z

scFv

/ "\ péptido

\ { \ deunién

Z |

cadena ;s;_—,' .

=T /.
- £ cadena

E\» }I ligera

Figura 2.-Descripcion gréfica de la estructura de un scFv (Ahmad et al., 2012).
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Algunas ventajas de los scFvs con respecto a las inmunoglobulinas (Ig) completas
o a los fragmentos de union al Ag (Fab, del inglés Fragment antigen binding) se
deben a que debido a su menor tamafio por la pérdida de la porciéon Fc, mejoran la
penetracion en los tejidos, disminuyen el tiempo de vida en sangre y eliminan las
indeseables respuestas inmunolégicas mediadas por la region Fc. Estas
propiedades son especialmente importantes para mejorar la farmacocinética y
alcance de los medicamentos; Trenevsca et al. (2017), describen las ventajas del
uso de los scFvs dirigidos contra Ags intracelulares, ya que utilizando los mismos
mecanismos de internalizacién que los Acs completos, estos son resistentes a las
condiciones reductivas del citosol, mismas que favorecen la ruptura de los enlaces
disulfuro de una Ig completa, permitiendo el reconocimiento del Ag al interior de la
célula (ver Figura 3). Ademas, estos Acs pueden ser producidos en variados
sistemas: como plantas, levaduras y sistemas microbiol6égicos de expresion, en
particular Escherichia coli (Monnier et al., 2013; Farajnia et al., 2014; Trenevska et
al., 2017).

5.-Escherichia coli como sistema de expresion.

Los scFvs pueden ser expresados en sistemas procariotas 0 eucariotas, Sin
embargo E. coli, es uno de los organismos mas utilizados en los sistemas
procariotas para la expresion de proteinas recombinantes. La eleccion de E. coli,
para estos fines, es debido principalmente al amplio conocimiento de su ingenieria
genética y a la probada facilidad para optimizar la expresion de proteinas
recombinantes. Una limitante de la expresion de los scFvs en esta bacteria, es la
agregacion de los mismos, condicién que se conoce como cuerpos de inclusion (Cl)
y que limita su re-naturalizacion (Sina et al., 2015).

Para la expresion de los scFvs, también se han utilizado otros sistema de expresion,
un ejemplo son los scFvs dirigidos contra la proteina de sefializacion ErbB-2 que
pertenece a la familia del receptor del Factor de Crecimiento Epidermal y que tiene
relevancia en el tratamiento del cancer de mama. Este anticuerpo ha sido expresado
en E. coli, en plantas transgénicas de tabaco, en levaduras y en un sistema libre de
células. Especificamente, el sistema de expresion para el scFv contra ErbB-2
idéneo fue el de la planta de tabaco debido a su alto rendimiento y bajo costo de
produccion. Es importante mencionar que el sistema de expresion en E. coli juega
un papel muy importante en las primeras etapas de obtencidn y caracterizacion de
estos anticuerpos que pueden posteriormente pueden ser modificados
genéticamente (se les pueden fusionar otras moléculas que le confieren
caracteristicas especificas). En este caso, los sistemas de expresion eucariotes son
muy utiles (Galeffi et al., 2006).
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5.1.-Cuerpos de inclusién

La formacion de Cl depende en gran medida de la propia proteina; la distribucién
de la carga, las cisteinas y las regiones hidréfobas suelen tener un importante
impacto en la agregacion de proteinas. Aunado a esto, los sistemas promotores
fuertes, las tasas de temperatura de incubacién y el ambiente oxidativo faltante del
citoplasma bacteriano también favorecen la formacion de CI. Sin embargo, la
formacion del CI ofrece una de produccion eficiente de proteina recombinante, a
costos de produccién con varias ventajas: I) mas del 30% de la proteina celular
global se puede expresar como Cl, Il) la proteina esté protegida de la degradacion
proteolitica, 1ll) los Cl pueden separarse facilmente de los desechos celulares
debido a su diferencia en densidad, y IV) los Cl contienen hasta el 95% de la
proteina recombinante y solo pequefias cantidades de contaminantes (Eggenreich
et al., 2016).

5.2.-Purificacion de las proteinas por cromatografia de afinidad por el método
His-tag

En la purificacion de proteinas recombinantes, pueden emplearse diversos
procedimientos; algunos se basan en las propiedades fisicoquimicas de la proteina,
por ejemplo: la carga, el tamafio y la hidrofobicidad. Estos procedimientos a menudo
requieren mucho tiempo y son muy laboriosos.

Ante estas dificultades, se han desarrollado alternativas simples y rapidas para la
purificacion, las cuales hacen uso de una propiedad particular de una secuencia de
aminoacidos; la cual se fusiona a la proteina recombinante como etiqueta de
afinidad. Una de las secuencias usadas es la etiqueta de histidinas, las cuales
interaccionan con niquel y el uso de quelatos metalicos permite la elusion y
purificacion de la proteina.

En contraste, con la mayoria de los procedimientos, la ventaja del uso de las
etiquetas de histidina es que se pueden emplear también en condiciones de
desnaturalizacion (Franken et al., 2000).

6.-Uso diagndstico y terapéutico de los scFvs

En el campo de la investigacion los scFvs han tenido resultados positivos, por
ejemplo, en modelos terapéuticos contra Cancer, Alzheimer, Huntington y VIH.
También, se han usado en técnicas diagnésticas como ELISA e imagenologia en
donde a los scFvs se le adicionan moléculas radiactivas (Monnier et al., 2013;
Farajnia et al., 2014).

El uso de anticuerpos en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas es
limitado, debido a la dificultad de estos para atravesar la barrera hematoencefalica
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y alcanzar antigenos en el cerebro, por lo cual se deben usar dosis muy elevadas
para alcanzar un efecto terapéutico minimo. Monnier et al. (2013), describen una
alternativa y es el uso de los scFvs ligados a una proteina de transporte, que utilice
el transito mediado por receptores enddgenos de la barrera hematoencefalica y con
esto aumentar la cantidad la concentracion en el cerebro (ver Fig. 3) (Monnier et al.,
2013).

vaso sanguineo

Figura 3: Mecanismo por el cual los scFvs pueden atravesar la barrera hematoencefalica. Los scFvs
ligados a anticuerpos especificos generados contra receptores de la barrera hematoencefalica,
como los receptores de transferritina (TIR) pueden alcanzar el cerebro y coavyudar a tratamientos
contra enfermedades tales como Alzheimer y Huntington (Monnier et al., 2013).

Los Acs scFvs se han usado para identificar Ags, asi mismo mediante la adhesion
de diversos componentes pueden ser dirigirlos hacia multiples sitios blanco donde
pueden ejercer su funcién diagnostica o terapéuticas. Della et al. (2015), produjeron
scFvs con especificidad contra CD22, un antigeno tumoral marcador de leucemias,
ligandolos a la exotoxina A para dirigirlos especificamente a receptores de
membrana de células cancerigenas. Midieron la inhibicion en la produccion de una
proteina marcadora del metabolismo de las células tumorales, comparando el efecto
del scFv ligado a la exotoxina, la exotoxina sola y el scFv. Los resultados mostraron
gue se detuvo el crecimiento y multiplicacion de las células tumorales de forma
especifica por la interaccion del Ac ligado a la inmunotoxina (Della et al., 2015).
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Gilgunn et al. (2016), usaron un inmunosensor electroquimico, el cual se basaba en
el uso de nanoparticulas de platino electrostaticas conjugadas con los scFvs, con
especificidad hacia el Ag prostatico, complementandose con mAbs con la misma
especificidad fijados a discos de oro. Los resultados mostraron una mayor
sensibilidad en la detecciobn del Ag con los scFvs comparado con un ELISA
convencional, en este formato se detecto la variacion de miliamperes producto de
la union Ag-Ac, demostrando que con estos Acs se puede optimizar el diagndstico
de cancer prostatico (Gilgunn et al., 2016).

La implementacion del uso de los scFvs en un formato de ELISA conlleva la
dificultad de la adsorcion correcta de los anticuerpos a las placas, Kumada et al.
(2009), propusieron la adicion de un péptido con afinidad a poliestireno (PS), en la
region C-termimal del Ac, a fin de dirigir adsorcion de los scFvs a la placa de PS
preservando su afinidad. De esta forma se busc6 mantener expuesta la region de
reconocimiento del Ag en los scFvs. Se evaluaron dos formar de pegado de los Acs
modificados a la placa; En la primera el plegado del Ac se llevo a cabo por didlisis y
posteriormente se pego directamente a la placa, en la segunda el plegado del Ac
se hiz6 directamente en la placa (Fig. 4) (Kumada et al., 2010).

a) plegado en liquido y posterior inmovilizacion en placa

Desnaturalizacion Plegado por dialisis y purificacién Inmobilizacién
(Addition of additives such as Arginine and GSSG)

b) inmovilizacién en placa

Desnaturalizacion Inmobilizacion Plegado en fase solida

B e .

N

Figura 4.-Esquema de las dos opciones de plegado de los scFvs con péptido de afinidad a
poliestireno, a) plegado en liquido y posterior inmovilizacién en placa, b) inmovilizacién en placa con
el péptido de afinidad a poliestireno y posterior plegado mediante lavados (Kumada et al., 2010).

Kumada et al. (2009) compararon la eficiencia de reconocimiento de los scFvs
dirigidos contra la proteina CRP, con la de los mAbs dirigidos contra esta misma
proteina. En su ensayo pegaron a las placas de PS los scFvs con el péptido de
afinidad a PS y/o los mAbs en concentraciones de 1, 0.5, 0.25y 0.12 ug por pozo.
Los resultados mostraron que a concentraciones de 1000 ng/mL del Ag y 0.12 ug
de scFvs se alcanzaron 2 U. A., en contraste con la misma concentracion de Ag y
0.25 ug de mAbs, en donde solo se obtuvo 1 U. A. En este trabajo se concluyé que
la mayor eficiencia de los scFvs-PS puede ser atribuida al posicionamiento del Ac
proporcionado por el péptido agregado, con lo cual la gran mayoria de sitios de
unién al Ag quedan expuestos.
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En un formato de ELISA sandwich indirecto, ademas del scFv de captura, es
necesaria la contraparte para la visualizacion del reconocimiento del Ag, para esto
se han formulado técnicas que permiten biotinilar diferente moléculas que incluyen
los Acs in vivo, mediante la incorporacion de una secuencia peptidica aceptora de
biotina que es reconocida por la enzima birA de la bacteria E coli, la cual une la
biotina a la lisina presente en la secuencia y asi una vez marcados marcados es
posible usar los scFv como Acs secundarios (Yang et al., 2004; Graslind et al.,
2017).

En el presente trabajo, se utilizaron 6 scFvs con afinidad por el Ag recombinante
HAL del virus de influenza A/H1N1/2009 que fueron previamente seleccionados en
nuestro laboratorio (Vallecillo et al., datos no publicados),) a partir de una biblioteca
de fagos. Los scFvs fueron modificados independientemente por la adiciéon de uno
u otro, el péptido de union a PS o el péptido aceptor de biotina.

7.- INFLUENZA

La altamente contagiosa enfermedad respiratoria aguda, hoy conocida como
influenza, parece que ha afectado a los humanos desde tiempos muy antiguos. La
subita aparicion de enfermedades respiratorias que persisten por pocas semanas e
igualmente desaparecen, son caracteristicas suficientes para poder identificar un
numero de epidemias mayores en el pasado. Una de estas epidemias fue reportada
por Hipdcrates, el padre de la medicina, en el afio 412 a.C. Asi mismo, numerosos
episodios similares también fueron descritos en la Edad Media (Ayora, 1999).

La influenza es una enfermedad respiratoria infecciosa, contagiosa y aguda que se
distribuye mundialmente durante todo el afio, con preferencia en los meses de
invierno, de acuerdo a la estacionalidad de cada continente presenta un cuadro
clinico con fiebre, cefalea, mialgia, escurrimiento nasal, postracion, dolor de
garganta y tos (Secretaria de Salud, 2014). Esta enfermedad puede llevar a un
cuadro de neumonia y falla respiratoria aguda, frecuentemente complicandose con
una co-infeccion bacteriana (Peteranderl et al., 2016). Dentro de los grupos de
riesgo se encuentran principalmente nifios menores de 5 afios de edad, ancianos,
diabéticos, personas con enfermedades cardiovasculares, personas con VIH e
inmunodeprimidos en general. La OMS reporta que se presentan mil millones de
casos de gripe estacional a nivel mundial cada afio (Secretaria de salud, 2014). Esta
enfermedad es causada por un virus ARN (ocho segmentos) perteneciente a la
familia orthomyxoviridae y existen tres tipos de virus de influenza A, By C. Los
subtipos estan definidos por proteinas de superficie: hemaglutinina y neuraminidasa
(Secretaria de Salud, 2014; Nelson y Holmes, 2007).

La severidad de la enfermedad puede variar dependiendo de diversos factores
(edad, condicién inmunoldgica, enfermedades previas) y aunque en la mayoria de
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las personas produce una enfermedad leve, en otras puede convertirse en una
afeccion seria que incluso puede causar la muerte. Los registros hospitalarios
muestran cémo la influenza puede ocasionar un aumento en la incidencia de
neumonias y enfermedades respiratorias bajas, resultando en un mayor numero de
hospitalizaciones y muertes (Secretaria de Salud, 2014).

7.1.- Influenza A/H1IN1

El virus A (H1N1) causa una enfermedad respiratoria aguda y altamente contagiosa,
gue ocurre en los cerdos y que es causada por uno de los varios virus de Influenza
tipo A que circulan en estos animales. El virus se transmite entre los cerdos a través
de aerosoles por contacto directo o indirecto y existen cerdos que son portadores
del virus y son asintomaticos. Los virus de influenza porcina son cominmente del
subtipo H1N1, aunque también circulan otros (H1IN2, H3N1, H3N2) (Goodell et al.,
2013; Madec, 2009).

En abril de 2009 fue identificado en Texas, California y en una pequefia localidad
de La Gloria, Veracruz, una nueva variante del virus influenza A, dicho virus que
tenia la capacidad de transmitirse de cerdo a humano y de humano a humano, se
denominé SOIV (en inglés swine origen influenza virus). El virus inici6 su
transmision en la poblacion humana desde México a Estados Unidos; en corto
tiempo se disemind por todo el hemisferio a multiples paises. Para el 6 de julio de
2009, la OMS dejo de reportar el numero de casos confirmados de mas de 120
paises que para ese momento ya alcanzaba 94.512 casos, con 429 muertes
(Vargas, 2010). Los estudios genéticos del nuevo agente infeccioso determinaron
gue fue originado por mecanismos de recombinacién genética, los virus que se
recombinaron fueron: virus de influenza de origen porcino norteamericano, porcino
euroasiatico, virus aviar y virus humanos. Para el 2010, la OMS reporto la muerte
de 8768 personas debido a esta enfermedad (Vargas, 2010; Dawood et al., 2009).

El cuadro clinico que presenta esta variedad de influenza se manifiesta con:
aumento de secrecidon nasal, tos y dolor de garganta, fiebre alta (mayor a 38°C),
malestar general, pérdida del apetito, dolor en los musculos y en las articulaciones,
vomitos y diarrea. En casos de mala evolucion se presenta desorientacion y pérdida
de la conciencia (Vargas, 2010). En cuanto al diagndstico confirmatorio de esta
enfermedad, hay varios tipos de pruebas de diagndstico de influenza disponibles en
entornos clinicos con sensibilidades y especificidades variables, incluidos ensayos
de deteccidén de antigenos y ensayos moleculares (deteccion de acido nucleico)
utilizando muestras de vias respiratorias. Entre ellas tenemos como las mas
efectivas y confiables el cultivo viral y el RT-PCR (Ahn et al., 2019; Chow et al.,2019;
Vargas, 2010). La signologia inespecifica y la falta de métodos de diagnésticos mas
rapidos y de menor complejidad propicia la busqueda de nuevas opciones. En el
presente trabajo se analizaron 6 anticuerpos scFvs previamente generados en
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contra de la HA1 del virus de influenza A/H1N1/2009, como una alternativa para su
uso en el inmunoensayo, los cuales habian sido previamente obtenidos en nuestro
laboratorio (ver anexo 1). Cada uno de los 6 anticuerpos fue modificado con la
adicion de un péptido que sirve como aceptor de biotina in vivo
GLNDIFEAQKIEWHE (scFv-B) y los mismos 6 scFvs independientemente fueron
también modificados con un péptido que tiene una alta afinidad por superficies de
PS RIIIRRIRR (scFv-PS). En la Fig 5, se presenta el disefio original de ELISA
sandwich indirecto para la deteccién de la HA-1 recombinante, en el cual se
planteaba usar el scFv-PS como Ac de captura y el scFv-B como Ac de deteccion.

- scFv biotinilado(scFv B)

HA1 22009(Hemaglutinina recombinante)

! ! -l scFv poliestireno(scFv PS)

Placa de ELISA de poliestireno

Figura 5: Propuesta de ELISA sandwich indirecto usando scFv-PS y scFV-B para la deteccién del
antigeno HA1-22009 recombinante del virus de influenza A.
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JUSTIFICACION

Ante la necesidad de generar métodos de deteccién de antigenos con mayor
sensibilidad y especificidad, se plantea que el uso de scFvs modificados, con lo que
se espera lograr el desarrollo de un ensayo de inmunodeteccion mas eficiente.

HIPOTESIS

El uso de anticuerpos scFvs anti Hemaglutinina HA1-22009 modificados con péptido
de unién a poliestireno y con péptido aceptor de biotina permitira el reconocimiento
de la proteina del virus de influenza A/H1N1/2009.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Estandarizar un ELISA tipo sandwich para reconocer la Hemaglutinina HA1-22009
mediante el uso de scFv-PS unidas a la placa y scFv-B como reactante secundario.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Evaluar la expresion y solubilidad de los scFvs para ser usados en un ELISA de
captura y su potencial en el reconocimiento de la proteina Hemaglutinina HA1-
220009.

-Estandarizar el protocolo de adsorcion de scFvs-PS a placas de poliestireno.

-Estandarizar la deteccion de la proteina recombinante hemaglutinina HA1-22009
con los scFvs PS adsorbidos a las placas de poliestireno y los scFv-B usados como
reactantes secundarios para el revelado.

-Comparar el uso de los scFvs-B y suero hiperinmune anti-Hemaglutinina HA1-
22009 como reactivo secundario para el revelado.
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1.- Anticuerpos scFv

Se utilizaron 6 clonas recombinantes de E. coli transformadas con scFvs. Las clonas
se obtuvieron al partir del tamizaje de 2 bibliotecas de anticuerpos desplegadas en
fagos que fueron construidas a partir de la informacién genética de células de bazo
(sp) y de medula 6sea (BM), obtenidas de conejos immunizados con la proteina
recombinante HALl. De los animales inmunizados también se obtuvo el suero
policlonal anti-HAL.

Cada uno de los anticuerpos obtenidos fueron modificados con un péptido aceptor
de biotina (B) (sp1H3-B, sp2F9-B, BM1C7-B, BM1C4-B, sp2H3-B, BM1H3-B) y con
una secuencia que permite la unién de los Acs a PS (sp1H3-PS, sp2F9-PS, BM1C7-
PS, BM1C4-PS, sp2H3-PS, BM1H3-PS). (Vallecillo et al. ver anexo 1).

De esta forma, los anticuerpos con el péptido PS serian usados para cubrir las
placas de PS esto con el proposito de lograr una orientacion y exposicion de los
sitios de reconocimiento de los Ags. Por otra parte, los Acs marcados con la biotina
se usarian como anticuerpos secundarios. Se incluyo también el suero policlonal
anti-HA1 22009.

2.-Cinética de crecimiento de la cepa E. coli rosetta DE3

A partir de las alicuotas en glicerol de la E. coli Rosetta (DE3) transformada con
cada uno de los 12 plasmidos pET22b que codifican para los scFVs, se sembraron
las bacterias en Luria-Bertani (LB) agar suplementado con carbenicilina (100 pg/mL)
(Sigma) (LB-Carb). Colonias individuales de cada caja fueron sembradas en 10 mL
de LB-Carb. Los cultivos se crecieron a 37°C, en agitacion a 200 rpm en incubadora
(Infors HT, Suiza) toda la noche (aprox 16 h). Posteriormente, el cultivo se diluyo
1:100 en 50 mL LB-Carb. A fin de obtener las curvas de crecimiento de las bacterias
se midié la densidad oOptica (DOsoonm) de los cultivos cada hora con un
espectrofotometro (Jenway 6305, UK), (Ausubel et al., 2005).

3.- Analisis de la expresion de los scFvs por SDS PAGE y Western Blot

El pre-cultivo y el cultivo de todas las clonas recombinantes se llevd a cabo como
se describe arriba. A las 3 h se agrego el inductor (IPTG 250 uM). Los cultivos de
dejaron a 37°C en agitacion por 4 h mas y las bacterias fueron entonces colectadas
por centrifugacién a 4500 rpm por 15 min (Helttich Rotina 420r, Alemania).

Los pellets se re-suspendieron en 10 ml de PBS, y 10 ul de cada uno, fueron
resueltos en SDS PAGE al 12%. Las proteinas se transfirieron a membranas de
PVDF y se visualizaron usando la tincion azul de Coomassie. Después de ser
bloqueadas con albumina sérica bovina (BSA) al 3% en PBS (PBS-BSA), se
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incubaron con un anticuerpo anti-histidina marcado con peroxidasa (anti-hisHP),
diluido 1:1000 (Roche), en PBS-BSA Tween 20 0.05% (PBS-T) en agitacion por 1h
a temperatura ambiente (TA). Después de 5 lavados con PBS-T las membranas
fueron reveladas por la adicion de 3 mg/mL de 3-3 diaminobenzidina (Sigma) en
PBS-T y 3% H2021:1000 (Coligan et al., 2001).

4.-Expresion y purificacion de los scFvs seleccionados

Del primer tamizaje de los anticuerpos, Unicamente las clonas sp1H3PS, sp1H3By
Sp2H3B, mostraron un nivel de expresion adecuado. Estas fueron entonces
crecidas en 600 mL de LB-Carb en matraces, a 37°C, en agitacién a 200 rpm en
incubadora (Infors HT, Suiza). Después de inducir la expresion con IPTG 250 uM,
la biomasa fue recolectada como se describié anteriormente. El pellet fue
resuspendido en 2 mL de buffer lisis por cada gramo de biomasa (Tris-HCI 50mM,
EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, PMSF 100 mM, lisozima 10 mg/mL, MgCl> 5 mM, Triton-
x 100 1%); la muestra se mezclo en vortex suavemente y se incubé a 37°C por 30
minutos a 300 rpm en agitador (Thermomixer confort Eppendorf, Alemania).
Posteriormente, se agregé a la muestra 1 mg/mL DNasa 1 (invitrogen) y se incubo6
a 37°C por 20 minutos en agitacion. Las muestras fueron entonces sonicadas en
hielo por 1.5 min (30 s de pulso por 30 s de descanso) a 50% de amplitud (Sonics
Vibra cell, USA). El producto sonicado, se colocé en tubos de 1.5 mL y se centrifugo
a 13 500 rpm durante 20 min a 4°C (centrifuga 5415C Eppendorf, Alemania). El
sobrenadante, el extracto soluble (ES) se separ6 en un tubo de 50 mL. La pastilla
conteniendo los ClI se re-suspendio en 1200 uL de buffer de lavado Triton X-100 pH
8 (TrisHCI 50 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, Triton-x 100 0.5%, DTT 1 mM) y se
mezclo en el vortex. La muestra se centrifugé a 13 500 rpm durante 20 min a 4°C el
procedimiento se repitio 3 veces mas. El ultimo lavado se llevo a cabo con el buffer
(TrisHCI 50 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, DTT 1 mM) y finalmente, los CI se
solubilizaron en 10 mL con el buffer TrisHClI 50mM, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM,
DTT 0.1 mM, urea 8 M). La muestra se dejé en agitacion por 3 dias (rockerMix 1030
Brinkmann, USA), al cabo de los cuales, se centrifug6 a 13 500 rpm durante 15 min
a 4°C. El sobrenadante se almaceno a -70°C hasta su uso. Para evidenciar la
presencia de la proteina se corrio un SDS-PAGE al 12% y un Western Blot para
detectar los scFvs con el anti-hisHP (Coligan et al., 2001).

5.-Purificacion de las proteinas por afinidad a niquel

Los Acs fueron purificados del sobrenandante de los Cl solubilizados en el sistema

AKTA prime (GE Healthcare, USA) usando una columna HistrapM™ (GE Healthcare,

USA). La purificacion se llevé a cabo en condiciones desnaturalizantes usando urea

8M en todos los buffers. Despues de equilibrar la columna con el buffer de unién

(urea 8 M, Tris HCI 50 mM, NaCl 100 mM, Imidazol 20 mM, pH8) la muestra fue
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cargaday la columna lavada con este mismo buffer. Posteriormente, los Acs fueron
eluidos con el buffer de elucién (urea 8 M, Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, Imidazol
500 mM) a un mi/min usando un gradiente de (0-100%) de buffer de elucion. Para
evidenciar la presencia de la proteina se corrio6 un SDS-PAGE al 12% de las
fracciones donde se visualizaron los picos de elucion, y se confirmd la presencia del
scFv por Western Blot utilizando un anti-hisHP (Vallecillo et al., 2017).

6.-Plegado de los scFvs por dialisis

Los picos eluidos, se dializaron en un buffer Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM pH 8,
con concentraciones decrecientes de urea: 8 M, 4 M, 2 M, 1 M, 0.5 M y finalmente
0 M.

7.-Plegado de los scFvs biotinilados con protocolo de goteo

Para los anticuerpos biotilinados, se utilizdo el método de dilucién por goteo para
lograr el plegamiento de las proteinas. Las muestras se diluyeron 100 veces en
buffer de fosfatos 50 mM pH 6.5 adicionado con arginina 200 MM y CaCl> 1 mM. La
dilucion por goteo se realizo a 4 °C con agitacion suave. La muestra se concentré a
un volumen final de 1 mL utilizando tubos de filtracién Millipore (Merck™, USA) de
un punto de corte de 10,000 DA. La presencia de la proteina se verificO mediante
SDS-PAGE al 12%.

8.- Plegado de los scFvs PS in situ

En vista de que el péptido de unién a PS permite el plegamiento de los anticuerpos
solubilizados en urea 8 M directamente en las placas de PS, se utilizo el protocolo
reportado por Kumada et al. (2010). Brevemente, los pozos se cubrieron con 0.25,
0.5,12y 4 pugde los scFvs con péptido de afinidad a PS diluidos en 100 pL PBS-
T (vol final 200 pl) las muestras se incubaron durante 3 h a 25°C sin agitacion
(Thermomixer confort Eppendorf, Alemania). Terminado el tiempo de incubacion,
las placas se lavaron con PBS-T para ser usadas en el ELISA.

9.-Propuesta de sistema de deteccién de la hemaglutinina HA1 22009 en un
ELISA sandwich indirecto usando el suero hiperinmune anti Hemaglutinina
HA1 22009 generado en conejo

Debido a que no fue posible plegar los scFv-B que se usarian como anticuerpos de
deteccion, se modificd el ELISA sandwich indirecto (Fig. 6) utilizando como Ac de
captura el scFv scFv-PS, y el suero hiperinmune anti-HA1 en reemplazo del scFv-B
como Ac de deteccion. Este suero fue generado en los conejos inmunizados con la
proteina recombinante HA1 de donde se obtuvo el material genético de las células
de bazo y medula 6sea utilizado para generar la biblioteca de scFvs.
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Figura 6: Disefio del ELISA sanwich indirecto alternativo con el suero hiperinmune anti-HA1 en
reemplazo del scFv-B como anticuerpo de deteccion.

10.-Titulacion de suero anti-HA1 (conejo) usando HA1 recombinante.

El suero anti-HA1 generado en conejo, se tituld utilizando diferentes diluciones del
suero y concentraciones del Ag pegado a la placa. El Ag, la HA1, se diluy6 en buffer
de carbonatos en un volumen final de 100 pL por pozo. La placa se incubo a 37°C
durante 16 h (Thermomixer confort Eppendorf, Alemania). Al dia siguiente, la placa
se lavo 5 veces con 200 pL de solucion de lavado (PBS 1X, tween-20 al 0.05%) por
3 min cada uno y en agitacion (rockerMix 1030 Brinkmann, USA). Enseguida se
afiadio 200 L de solucién de bloqueo (PBS 1X, Tween-20 (PBS-T) al 0.05%, BSA
2%) y se incubd por 2 h a temperatura ambiente y en agitacion, después de 3
lavados, se adicion6 el suero anti-HA1 por duplicado diluido 1/50, 1/100, 1/200 y
1/300 en solucién de incubacion PBS-T-BSA y se incub6 a TA y en agitacion por 1
h. Posteriormente después de 3 lavados la placa afiadio proteina A-HRP diluida
1/1000 en solucién de incubacion, y se incubo 1 h a TA en agitacion. La reaccion se
revel6 con 50 pL de solucién reveladora (citrato de sodio 0.1 M, &cido citrico 0.1 M
y 1 mg/mL de ortofenildiamina, perdxido de hidrogeno al 3%) al cabo de 10 min en
la oscuridad, la reaccion se detuvo con 200 pL de &cido sulfarico y se leyé la placa
a una DOusg2nm (Multiskan Thermo scientific, USA).
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11.- ELISA sandwich indirecto para la deteccion de HA1 usando scFv con
péptido de afinidad a poliestireno, suero anti-HA1 y proteina A

Se utilizé un ELISA sandwich indirecto en el cual las placas con el scFv-PS unido,
fueron bloqueadas con PBS-BSA y se incubaron con diferentes concentraciones del
Ag HA1 22009 por 1 h, posteriormente con la proteina A-HRP diluida 1/500. Este
ensayo se repitio, con algunas modificaciones como el incremento en la cantidad
del Ag hasta 4 pg y el tiempo de revelado a 20 min (Kumada et al., 2010).
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1.-Cinética de crecimiento de las cepas E coli roseta DE3

RESULTADOS

Los resultados de la cinética de crecimiento de las 12 clonas (6 scFv PS 'y 6 scFv
B) fueron muy similares, las DOgoonm S€ midieron cada hora. La fase de crecimiento
exponencial se registré entre las 3 y 4 horas y la fase estacionaria se alcanzé entre
las 8 y 9 horas. (Figuras 7 y 8)
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Figura 7: Cinética de crecimiento de las seis clonas de E. coli Rosetta (DE3) que expresaron los
scFvs-PS; A) BM1C4-PS, B) BM1H3-PS, C) BM1C7-PS, D) SP2H3-PS, E) SP2F9-PS, F) SP1H3-

PS.
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Figura 8: Cinética de crecimiento de las seis clonas de E. coli Rosetta (DE3) que expresaron los
scFvs-B; A) BM1C4-B, B) BM1H3-B, C) BM1C7-B, D) SP2H3-B, E) SP2F9-B, F) SP1H3-B.

Tomando en cuenta estos resultados se decidié afadir el inductor (IPTG 250 uM) a
las tres horas de iniciado el cultivo, dentro de la fase log de la curva de crecimiento.
La biomasa se recolectd 4 h después.
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2.-Expresion de los scFv-PS 'y scFv-B

El analisis de expresion de los Acs scFv por las diferentes clonas mostré, que
solamente 3 clonas; sp1H3-PS, splH3-B y sp2H3-B expresaron los Acs. En la
Figuras 9 A, B y C se muestra el reconocimento de los scFvs splH3-PS 'y sp1H3-
B por el Ac anti-hisHP, que reconocié una proteina de aproximadamente de 31
KDa que corresponde con el peso molecular esperado para el scFv.
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Figura 9. Expresién de los scFvs en E. coli : A. Tinciéon con azul de Coomassie del extracto
proteico total de la clona sp1H3-B sin inducir (1), e inducida (2). Carriles 2 y 3 Western Blot revelado
con el Ac anti-hisHP. B. Tincién con azul de Coomassie del extracto total de la clona sp2H3-B sin
inducir (1), e inducida (2). Carriles 2 y 3 Western Blot revelado con el Ac anti-hisHP. C). Tincién con
azul de Coomassie del extracto proteico total de la clona splH3-PS sin inducir (1), e inducida (2).
Carriles 2 y 3 Western Blot revelado con el Ac anti-hisHP. El marcador de peso molecular se muestra
a laizquierda y la flecha sefiala la proteina de 31 kDa reconocida por el anti-hisHP.
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3.- Identificacién de la expresiéon de los scFvs seleccionados en los extractos
proteicos celulares

A patrtir de cultivos de 600 mL de las clonas sp1H3-PS y sp1H3-B se obtuvieron los
extractos solubles (ES) y los cuerpos de inclusién (Cl) estos ultimos solubilizados
en urea 8 M. En la Figura 10 Ay B se observa que el anticuerpo anti-hisHP reconocié
Unicamente a los scFv en los CI.
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Figura 10: Identificaciéon de los ScFv en las fracciones celulares A. Tincién con azul de
Coomassie del extracto soluble, sobrenadante de los Cl y ClI  de la clona spl1H3-B (Carriles 1,2y
3 respectivamente). Carriles 4, 5y 6 Western Blot de los extractos revelado con el Ac anti-hisHP.
B. Tincién con azul de Coomassie del extracto soluble, sobrenadante de los Cl y CI  de la clona
splH3-PS (Carriles 1, 2 y 3 respectivamente). Carriles 4, 5y 6, Western Blot de los extractos
revelado con el anti-hisHP. El marcador de peso molecular se indica a la derecha y la flecha sefiala
la proteina de 31 kDa reconocida por el anti-hisHP.

4 -Purificaciéon de los scFvs

A partir de los ClI solubilizados, se purificaron los scFvs en una columna de afinidad
a niquel. En laFiguras 11 A, B, Cy D se muestra el cromatograma de la purificacion
de los ScFvs, splH3-B y splH3-PS y las fracciones obtenidas durante su
purificacion en donde los Acs eluidos fueron detectados por Western Blot revelado
con el anti-hisHP. En la Fig 11B, claramente se observa que la produccion del Ac
splH3-B fué mucho mayor que el sp1H3-PS. En el sp1H3-B se observan algunas
proteinas de peso molecular bajo que podrian ser productos de degradacion.
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Figura 11: Purificacidon por cromatografia de afinidad a niquel de los scFv sp1H3-B y sp1H3-
PS.
Ay B. Cromatogramas de la purificaciéon del scFv splH3-B (A) y sp1H3-PS (B) a partir de los ClI

solubilizados. Las proteinas se eluyeron con un gradiente de imidazol (0 a 100% del amortigador de
elucion). Se indican las fracciones (F) colectadas y enumeradas de acuerdo al grafico de la densidad
Optica de las proteinas (linea azul). Cy D. Andlisis por SDS-PAGE/ Western Blot de los fracciones
eluidas y colectadas durante el proceso de purificacion de los scFvs splH3-PS y splH3-PS
respectivamente. (C) 1. Cl. 2y 3. F4, F6 no pegado, 4. F14, 5. F15, 6. F16, 7. F17, 8. F18, 9. F19,
10. F24,11. F25, 12. F26, 13. F27 14. F29, 15. F37. 16. F38, 17. F48. El marcador de peso molecular
se muestra a la izquierda vy la flecha sefiala la proteina de 31 kDa reconocida por el anti-hisHP.

5.-Plegado de los scFvs

Con la dialisis de cambios graduales en la concentracion de urea, no se logré
solubilizar a la proteina, al llegar a la concentracion de 0.5 M mas del 90% de la
proteina se precipitd. Por tal motivo la cantidad de proteina obtenida no fue
suficiente para realizar los ensayos. Aunado a esto, se observo en el PAGE-SDS
gue la proteina presentaba dimerizacion y eventualmente se degradaba.

6.-Titulacion de suero hiperinmune anti-HA1 (conejo) usando HA1
recombinante.

La Figura 12 se muestra la curva de titulacion del suero hiperinmune. Se observa
gue la mayor absorbancia se obtuvo a la dilucién 1:50 y con 0.5 pg de antigeno.
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Figura 12: Titulacion del suero anti-HA. Reconocimiento de concentraciones ascendentes de la
proteina HA1 con diferentes diluciones del suero hiperinmune.
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7.-ELISA sandwich indirecto para la deteccién de HA1 usando un scFv con
péptido de afinidad a poliestireno, suero anti-HA1 y proteina A.

En las Figuras 13 A y B se muestran el reconocimiento especifico de la HA1 del
virus de la influenza en un ELISA sandwich indirecto utilizando como Ac de captura
el scFv sp1H3PS y como Ac de deteccion un suero hiperinmume generado contra
la HAL1. EIl reconocimiento se hizo evidente con la proteina A conjugada HP, que
reconoce las IgG del suero hiperinmune. En las Figuras se observa, que el
incremento en la concentracion tanto del Ag como del scFv y el incremento en el
tiempo de revelado (Fig. 13 B), se traduce en un mejor reconocimiento del Ag en el
sistema. Es importante mencionar que no obstante estos incrementos, el control
negativo no se vio afectado, sus Unidades de Absorbancia permanecieron
constantes en los dos ensayos.
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Figura 13. Reconocimiento de la HA1 en un ensayo de ELISA sandwich indirecto, utilizando el scFvPS
Como Ac de captura de la HAL. Este Ac fue unido especificamente a la placa a través del péptido de unién
a poliestireno y re-naturalizado in situ. El reconocimiento de la HA1 capturada fue detectado con un suero
hiperinmune generado contra la HAL. En la gréfica A, observa el incremento en U.A. a medida que se incre-
mentan las concentraciones Ag y Ac. En la grafica B, se observa un comportamiento similar, pero con un
incremento mayor, atribuible posiblemente a un incremento en el tiempo de revelado de la placa.

Los ensayos fueron llevados a cabo por triplicado.
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DISCUSION

En este trabajo se analizaron los Acs scFvs (splH3, sp2F9, BM1C7, BM1C4,
Sp2H3, BM1H3), con especificidad hacia la Hemaglutinina HA1-22009 del virus de
influenza A/H1N1/2009 con el objetivo de estandarizar un inmunoensayo (ELISA),
para la deteccion del antigeno HA1-22009; usando la proteina recombinante como
sistema modelo para la deteccién del antigeno en muestras y aislados clinicos. Las
ventajas de los anticuerpos scFvs han sido descritas por Monnier et al. (2013),
quienes mencionan las diferentes areas de la medicina en las que los scFvs han
demostrado tener utilidad a nivel experimental, entre otras, estan siendo utilizados
en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y la
enfermedad de Huntington. Entre sus ventajas esta su tamafio que les permite
acceder a diferentes tejidos y por lo tanto pueden ser usados como transportadores
de péptidos y moléculas con fines terapéuticos. Asi mismo para su uso en ELISA
es posible sumarle propiedades que faciliten su capacidad de absorcion a las
placas, asi como marcadores para su deteccion (Monnier et al., 2013).

En este estudio se utilizaron los scFvs modificados con un péptido aceptor de biotina
y un péptido con afinidad por las superficies de poliestireno (Yang et al., 2004;
Graslind et al., 2017). Los scFvs biotinilados para este ensayo se les agrego
previamente el péptido GLNDIFEAQKIEWHE; el cual contiene la secuencia
necesaria para ser reconocido por enzima BirA que transfiere una biotina a la Lisina
incluida en esta secuencia de aminoacidos. También independientemente se les
agrego el péptido RIIRRIRR que tiene afinidad por poliestireno como fue sido
descrito por Kumada et al., (2009). La presencia del péptido con afinidad a
polistireno permite el direccionamiento del anticuerpo de captura, el cual expone
adecuadamente el sitio de interaccion con el antigeno. (Kumada et al., 2010;
Kumada et al., 2009).

Los 6 scFvs previamente obtenidos en el laboratorio en el afio 2009 (sp1H3, sp2F9,
BM1C7, BM1C4, sp2H3, BM1H3) fueron seleccionados empleando una biblioteca
de scFvs desplegada en fagos, que fue generada a partir de conejos inmunizados
con la Hemaglutinina recombinante HA1-22009 del virus de influenza A/H1N1/2009.
El presente trabajo se inicié con la expresion de todos los scFvs mencionados. Sin
embargo, después de intentar diferentes estrategias de expresion de los mismo en
forma soluble (disminucion de la temperatura del cultivo y/o solubilizacién de los
mismos mediante didlisis escalonada, y dialisis por goteo), solo se consigui6
expresar las clonas sp1lH3 PS y sp2H3B de manera estable. Por otra parte, la
expresion en general de los scFv en forma soluble fue muy baja. A pesar de que,
en el formato de fago, durante la seleccion en el phage display la expresion de los
anticuerpos fue suficiente para ser detectados en el ELISA (Anexo 1 Fig. 1) hubo un
cambio marcado en la expresion. Este fendbmeno ha sido documentado por
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diferentes autores. Kaku, et al. (2012), report6 que de 58 clonas de scFvs
seleccionados por phage display, solo consiguié expresar en forma soluble 7 de
ellas, lo cual nos muestra una tasa de expresién similar a la que se obtuvo en el
presente trabajo (Kaku et al., 2012).

Los scFvs que se expresaron en la bacteria E. coli Rosetta (DE3) usando los
plasmidos pET22b. Los anticuerpos fueron purificados a partir de los cuerpos de
inclusion generados por la bacteria, en un sistema similar a métodos usados por He
et al. (2011) y Aziminia et al. (2016); quienes usando la misma bacteria y plasmidos
pET, optimizaron la expresion usando varias temperaturas de incubacién y
concentraciones de IPTG (He Q et al., 2011; He T et al.,2018; Aziminia et al., 2016).
En este trabajo, los cuerpos de inclusién, donde se acumularon las proteinas
recombinantes expresadas, tuvieron que ser disgregados con una solucion de urea
a 8M antes de poder ser purificadas, con lo cual se obtuvieron proteinas
desnaturalizadas. En el caso de los scFvs biotinilados debian ser plegados para
poder ser usados en el sistema de ELISA disefiado originalmente, para lo cual se
usé un protocolo de plegado con dialisis para bajar la concentracion de urea
gradualmente de 8M a OM. Desafortunadamente, este método no funciono ya que
la proteina se precipitaba, por lo cual se optd por probar el plegado por el método
de goteo. Esto permitio plegar, aunque en baja proporcion a la proteina, pero la
mayor parte de ella se precipitd. También, se intentd el cultivo bacteriano a baja
temperatura para intentar expresar la proteina en forma soluble evitando la
formacion de cuerpos de inclusion tal como lo reportaron Sina et al. (2015),
desafortunadamente esta estrategia tampoco funciond. Sin embargo, puesto que se
contaba con un suero policlonal proveniente de los conejos inmunizados con la HA1-
recombinante obtenido durante la generacion de la generar la biblioteca de scFvs
se decidio utilizar este como anticuerpo secundario en el ELISA.

La explicacion de la baja expresion y solubilidad de los anticuerpos usados en el
presente trabajo pudiera deberse a algunos factores descritos en la literatura.
Monnier et al. (2013) menciona que, no obstante, que la adicion de péptidos parece
agregar propiedades a los scFvs en sus diferentes aplicaciones. Estos podrian
también afectar cualidades de la proteina en su proceso de produccion y plegado,
este fue el caso de scFvs expresados con el péptido de unién a PS cuya expresion
fue mas baja en comparacién con los que no tenian el péptido aceptor de
biotinilacion.

Ayyar et al. (2015), mencionan que los scFvs seleccionados de una biblioteca
generada en conejos y expresados en un sistema de células procariotas
presentaron problemas, tales como bajo nivel de expresion, dimerizacién de la
proteina o corte de la misma; por lo cual ellos recomiendan no usar bibliotecas
generadas en conejos.
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Finalmente, es importante mencionar que el pegado del scFv splH3PS a
poliestireno en las placas de ELISA se llevo a cabo con la proteina desnaturalizada
a través del péptido de afinidad a poliestireno. Posteriormente, se hizo el
plegamiento retirando la urea mediante una secuencia de lavados, dejando
expuesta la zona de reconocimiento del antigeno en la mayoria de los scFvs
pegados en la placa. Posteriormente, para poder corroborar un correcto plegado de
la proteina y verificar su afinidad por el péptido con el que fue seleccionado ya que
como lo menciona Kaku et al. (2012), estas proteinas pueden perder la afinidad por
el antigeno al cambiar su conformacion al no estar unidas al fago. Se realiz6 el
ELISA sandwich indirecto, los resultados muestran que la afinidad por el Ag con el
gue fue seleccionado este scFvs (Hemaglutinina recombinante HA1-22009 del virus
de influenza A/H1IN1/2009) se conservO en su forma soluble consiguiéndose un
correcto plegado de la proteinay con esto se puede afirmar que el sistema funciona.

CONCLUSION

El scFVvPS seleccionado y expresado en forma recombinante para su uso en ELISA,
mantiene el reconocimiento por el antigeno con que fué seleccionado. El uso de
péptidos agregados al disefio de los scFvs otorga propiedades a estas proteinas
como la orientacion correcta para la captura del antigeno, lo cual nos permiten
afirmar que los scFv asi modificados tienen un gran potencial ya que podria ser
usados de forma rutinaria en la generacion de moléculas de captura de antigenos
en inmunoensayos.
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Anexo 1

Para el desarrollo de los scFv anti Influenza A/H1N1/2009 fueron necesarios los
siguientes pasos:

1. Se cultivo el virus de Influenza A/HIN1/2009 en embriones de pollo para la
obtencion de RNA total.

2. Obtencion de la secuencia codificante de la proteina Hemaglutinina (HA) del virus
de Influenza A/H1IN1 2009.

3. se selecciond la porcién globular de la HA y se disefié de la proteina HA1-22009-
His tag para expresar en E. coli y purificar por afinidad a metales.

4. Se realiz6 la inoculacion de conejos con la proteina HA1-22009-His tag.

5. A los 127 dias se realizé el sangrado a blanco del cual se obtuvo el suero
hiperinmune anti HA, sacrificio de los animales y obtencion del Bazo y uno de los
Fémur de cada uno de los animales.

6. Se realizd la extraccion de RNA total de bazo (Bz) y medula 6sea (MO) de
conejos, la obtencion del cDNA 'y la amplificacion de los fragmentos variables de las
cadenas pesada y ligera de los anticuerpos del cDNA.

7. Se hizo PCR-overlapping para la union de los productos de PCR de las regiones
variables de las cadenas ligeras y pesadas de los anticuerpos de Bz y MO de conejo.

8. Se genero la biblioteca de scFv's de conejos inmunizados con la proteina
recombinante en E. coli HA1-22009 del virus de Influenza A/H1IN1 2009.

9. Se Generaron particulas virales (fagos) para el desplegado de los scFVv’s.

10. Con las particulas virales obtenidas se procedio a la realizacion de las rondas
de seleccion usando la proteina recombinante HA1-22009-His tag.

11. Para la realizacion del Fago-ELISA se seleccionaron 192 clonas independientes
de cada una de las bibliotecas para lo cual se tomaron 192 colonias independientes
de cultivos de la cepa de E. coli XL1-Blue MRF" previamente transducida con los
fagos recuperados de la cuarta ronda de seleccion.

12. Obtencion de los fagémidos de las clonas seleccionadas, treinta y cuatro (7
clonas de la biblioteca de Bz y 27 de la de MO) clonas fueron considerados como
positivas al reconocimiento de la proteina HA1-22009-His tag tomando como limite
inferior 0.2 DO.
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13. Las 34 clonas se sometieron a un mapeo de restriccion para identificar las que
incluyeran el inserto que codifica para el scFv correspondiente.

1 ._ .. .0..:--0--‘.
] ...... enngs .,n.,;:!p!segg-gnz.
8““"“'““‘“' -.:::..:;3 :
Bz I MO I

Bibliotecas

Figura 1. Fago-ELISA de las 192 clonas seleccionadas de cada una de las bibliotecas. Las clonas
gue mostraron una lectura mayor a 0.2 DO se tomaron como positivas.

14. Después de los procesos de secuenciacion se obtuvo informacién de 6 clonas,
las cuales fueron disefiadas para la adicion de un péptido de afinidad a poliestireno
(RINRRIRR) y por separado a las mismas 6 la adicién de un péptido, sustrato de la
enzima bir A, aceptor de biotina (GLNDIFEAQKIEWHE) en un proceso in vivo en E
coli. (Yang et al., 2004; Graslund et al., 2017).
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Figura 2: Secuencia peptidica de cada una de las 6 clonas seleccionadas para la subclonacién en
los vectores de expresion y la adicién en su extremo carboxilo los tags del Péptido de unién a
poliestireno y el Péptido aceptor de biotina.
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