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RESUMEN 

 
GENERACIÓN DE INSUMOS INMUNOLÓGICOS DE UTILIDAD EN LA 

ELABORACIÓN DE PRUEBAS RÁPIDAS COMO ALTERNATIVA COSTO 

EFECTIVA PARA EL DIAGNÓSTICO DEL CÁNCER DE CUELLO UTERINO 

EN ZONAS RURALES DE COLOMBIA. 

 

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es un virus de ADN doble cadena, cubierto por 

una cápside proteica icosaédrica, sin envoltura. Su infección se adquiere principalmente 

por contacto sexual, siendo uno de los virus de transmisión sexual más comunes en el 

mundo. Actualmente, se han descrito más de 150 genotipos, algunos de importancia 

clínica (VPH de alto riesgo) por su capacidad de generar una infección persistente en el 

tracto anogenital femenino, induciendo la proliferación celular del epitelio cervical, por 

lo que se conocen como la causa principal de Cáncer de Cuello Uterino (CaCU). 

En Colombia, en 2022, el CaCU fue el segundo en ocasionar más muertes en mujeres, 

con 80 defunciones y 403 casos nuevos reportados. La ruta diagnóstica comprende PCR 

para detección de ADN del VPH, citología cervicovaginal, colposcopia y biopsia; sin 

embargo, en regiones rurales dispersas del país, debido a las limitaciones sociales, 

económicas y de desplazamiento a los sitios de salud, el diagnóstico se hace 

principalmente con técnicas de inspección visual, las cuales son menos sensibles, pero de 

resultado inmediato. 

Por consiguiente, el objetivo de este estudio fue generar bioinsumos inmunológicos 

(proteínas recombinantes y anticuerpos) que constituyan la primera fase para el desarrollo 

de un sistema de rápida detección de oncoproteínas de VPH alto riesgo, como alternativa 

para el apoyo diagnóstico de CaCU en zonas rurales de Colombia. Combinando 

herramientas computacionales, de biología molecular y bioquímicas se logró la 

generación de un anticuerpo aviar anti MBP-E6VPH16 mediante la construcción de un 

vector recombinante que permitió obtener el péptido antigénico elegido a través de 

herramientas computacionales. El anticuerpo se caracterizó mediante ensayos de western 

blot y ELISA. 

 

Palabras clave: Virus del Papiloma Humano, Cáncer de Cuello Uterino, bioinsumo 



ABSTRACT 

 

GENERATION OF IMMUNOLOGICAL TOOLS USEFUL IN THE 

DEVELOPMENT OF RAPID TESTS AS A COST-EFFECTIVE ALTERNATIVE 

FOR THE DIAGNOSIS OF CERVICAL CANCER IN RURAL AREAS OF 

COLOMBIA 

Human Papillomavirus (HPV) is a double-stranded DNA virus, covered by an icosahedral 

protein capsid, without envelope. Its infection is acquired mainly by sexual contact, being 

one of the most common sexually transmitted viruses in the world. Currently, more than 

150 genotypes have been described, some of clinical importance (high-risk HPV) for their 

ability to generate a persistent infection in the female anogenital tract, inducing cell 

proliferation of the cervical epithelium, so they are known as the main cause of Cervical 

Cancer (CaCU). 

In Colombia, in 2022, CaCU was the second leading cause of death in women, with 80 

deaths and 403 new cases reported. The diagnostic pathway includes PCR for HPV DNA 

detection, cervicovaginal cytology, colposcopy and biopsy; however, in dispersed rural 

regions of the country, due to social, economic and travel limitations to health sites, 

diagnosis is mainly done with visual inspection techniques, which are less sensitive, but 

with immediate results. 

Therefore, the objective of this study was to generate immunological bioinputs 

(recombinant proteins and antibodies) that constitute the first phase for the development 

of a rapid detection system for high-risk HPV oncoproteins, as an alternative for the 

diagnostic support of CaCU in rural areas of Colombia. Combining computational, 

molecular biology and biochemical tools, the generation of an avian anti MBP-E6VPH16 

antibody was achieved through the construction of a recombinant vector that allowed 

obtaining the chosen antigenic peptide through computational tools. The antibody was 

characterized by western blot and ELISA assays. 

 

Key words: Human Papillomavirus, Cervical Cancer, bioinput. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 
Los anticuerpos son glucoproteínas organizadas en una o varias unidades estructurales 

básicas, compuestas por cuatro cadenas polipeptídicas (dos livianas y dos pesadas), 

unidas entre sí por puentes disulfuro y otras uniones de tipo no covalente. Estas 

glicoproteínas hacen parte del sistema inmune adaptativo y su función consiste en la unión 

específica a un antígeno ocasionando reacciones inmunitarias que provocan la 

destrucción del antígeno, por lo que se conocen como inmunoglobulinas (1). 

Gracias a su capacidad de reconocimiento específico de un antígeno, los anticuerpos son 

una herramienta importante en investigación, en el sector clínico, biotecnológico, 

industrial, entre otros. Algunas de sus aplicaciones incluyen la detección de 

biomarcadores o microorganismos patógenos, la terapia inmunológica como agentes de 

señalización o bloqueo de mecanismos celulares y la identificación, cuantificación, 

caracterización y purificación de moléculas (2), siendo el bioinsumo fundamental en 

técnicas de detección como western blot, ELISA, inmunohistoquímica, 

inmunoprecipitación e inmunoensayos de flujo lateral, también conocidos como pruebas 

rápidas; estas últimas son de las más relevantes, por su sencillez operativa, calidad y 

tiempo del resultado y facilidad de interpretación (3), lo que las hace útiles en el 

diagnóstico clínico, siendo posible emplearlas en zonas rurales de difícil acceso. 

En Colombia este tipo de pruebas se importan generalmente a precios elevados, según su 

complejidad y blanco de detección. Sin embargo, su producción a nivel local es posible 

y representa un paso importante para alcanzar una soberanía biotecnológica. La 

producción del principal bioinsumo (anticuerpos policlonales o monoclonales), parte de 

la disponibilidad del antígeno de interés; para el caso de las proteínas usadas como 

antígeno, estas se pueden obtener mediante tecnología de ADN recombinante (4) para la 

posterior inmunización responsable del modelo animal apropiado, que genere anticuerpos 

contra este agente externo (5). 

Considerando lo anterior, este proyecto pretende la generación de bioinsumos (proteína 

recombinante y anticuerpos policlonales), que permitan la generación a futuro de una 

herramienta inmunológica como apoyo en el diagnóstico del Cáncer de Cuello Uterino. 
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Este cáncer es la muestra de cómo una infección viral (por Virus del Papiloma Humano) 

puede desencadenar una enfermedad maligna, cuando además se presentan factores 

epigenéticos que propician la persistencia y progresión de la infección, tales como 

tabaquismo, alimentación poco saludable, precocidad y promiscuidad sexual, entre otros 

(6). 

El Virus del Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo puede generar afectaciones en el 

mecanismo de división celular, adueñándose del proceso de síntesis de ADN de la célula 

huésped y ocasionando un gran número de variaciones que resultan en la proliferación 

celular e inhibición de apoptosis (7). La oncoproteína E6 de los VPH de alto riesgo 

cumple variedad de funciones encaminadas al mantenimiento y progresión de la 

infección, pues asegura la proliferación del virus a través de la eliminación de la 

capacidad de las células huésped para identificar y reparar daños en el material genético, 

logrando aumentar en gran medida la frecuencia de replicación celular, por lo cual su 

expresión ocurre en etapas avanzadas de la infección (8), lo que la convierte en blanco 

para la detección de la fase precancerosa. 

En las zonas rurales dispersas del país la ruta diagnóstica del Cáncer de Cuello Uterino 

generalmente se modifica, debido a las limitaciones económicas, sociales y de 

desplazamiento, que dificultan la posibilidad de acceso en repetidas ocasiones a los 

centros de salud para la toma de diferentes muestras; más aún la infraestructura, 

tecnología y el personal capacitado para tomar y procesar las muestras se concentra en 

las zonas centrales del país, lo cual implica tiempos prolongados en la obtención de 

resultados, arriesgándose a perder el contacto con la paciente y la posibilidad de iniciar 

un plan de prevención o tratamiento. Por ello, el diagnóstico en estas zonas se realiza con 

técnicas de inspección visual que permiten observar directamente las células del cuello 

uterino y en caso de detectar lesiones precancerosas, definir la opción de tratamiento. Sin 

embargo, la efectividad de estas técnicas es mucho menor que la lograda en conjunto con 

las técnicas moleculares e histopatológicas (9), siendo una alternativa, el empleo de 

técnicas de inmunodetección rápida. 
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1. MARCO TEÓRICO 

 

 
1.1  SISTEMA INMUNOLÓGICO 

 

 

El sistema inmunológico es fundamental para la preservación de los organismos, pues su 

función es la defensa ante agentes extraños y/o peligrosos (antígenos), a través de una red 

organizada de órganos, tejidos, células, proteínas y moléculas, que llevan a cabo 

diferentes mecanismos efectores y de señalización, para lograr la destrucción del antígeno 

(10). Estos mecanismos de defensa se efectúan en dos tipos de inmunidad, la inmunidad 

innata y la inmunidad adaptativa (11). 

La inmunidad innata es responsable de la primera línea de defensa ante el agente extraño, 

una vez lo reconoce, activa de inmediato una red de respuesta general cuyo objetivo es el 

ataque y destrucción del agente extraño, impidiendo su establecimiento dentro del 

organismo. En caso contrario, activa una red de señalización capaz de orientar el tipo de 

respuesta que efectuará la inmunidad adaptativa, para continuar con el ataque (12). 

La inmunidad adaptativa ejerce su respuesta defensora de forma más especializada, luego 

de la exposición a cada agente extraño. Una vez recibe las señales o detecta la presencia 

de un agente extraño, activa su red efectora y de señalización para eliminarlo. Así mismo, 

es capaz de guardar información del agente y generar memoria con el fin de efectuar una 

respuesta más rápida y efectiva ante un próximo ataque del mismo (13). Los principales 

mediadores de este tipo de inmunidad, son los linfocitos T y B. Los linfocitos T reconocen 

los antígenos, inician su diferenciación en varios subtipos de células y envían señales para 

la acción de los linfocitos B (14). Los linfocitos B también se diferencian para potenciar 

este tipo de inmunidad, por lo que pueden ser linfocitos B de memoria, capaces de 

reconocer y efectuar una rápida respuesta en caso de nuevo contacto con el antígeno o 

linfocitos B efectores (plasmocitos) encargados de la producción de inmunoglobulinas 

(anticuerpos), que se excretan al sistema circulatorio y pueden reconocer de manera 

específica el antígeno uniéndose a este, para inducir su destrucción (15). 
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1.1.1 ANTICUERPOS 

 

Los anticuerpos son glucoproteínas organizadas en una o varias unidades estructurales 

básicas, compuestas por cuatro cadenas polipeptídicas (dos livianas y dos pesadas), 

unidas entre sí por fuerzas iónicas y puentes disulfuro. Cada cadena liviana pesa 

aproximadamente 25 kDa y cada cadena pesada pesa aproximadamente 55 kDa. Cada 

tipo de cadena contiene una región constante y una región variable, cuya secuencia de 

aminoácidos cambia para cada anticuerpo, permitiendo el reconocimiento específico de 

cada antígeno (16). 

Su estructura se puede dividir en el fragmento cristalizable (Fc) compuesto por la mitad 

de las dos cadenas pesadas, que permite a los anticuerpos unirse al receptor Fc presente 

en algunas células inmunitarias. Y dos fragmentos de unión al antígeno (Fab) compuestos 

por una de las cadenas livianas y la otra mitad de la cadena pesada, que contienen los 

sitios de reconocimiento y unión al antígeno. Adicionalmente, algunos tipos de 

anticuerpos presentan una región denominada bisagra, cerca de los puentes disulfuro, que 

les otorga flexibilidad (figura 1) (17). 

Figura 1. Estructura general de los anticuerpos 
Tomado y modificado de: (17) 

 

 

 

1.1.2 TIPOS DE ANTICUERPOS 

La variabilidad de la región constante de las cadenas pesadas, el coeficiente de 

sedimentación y el contenido de carbohidratos, son algunas de las características que 

permiten que se presenten diferentes isotipos de anticuerpos; en mamíferos se presentan 

5 tipos: G, A, M, D y E. Así mismo, la variabilidad de la región constante de las cadenas 
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pesadas les otorga propiedades biológicas distintas como la capacidad de fijación de 

complemento, de unirse a receptores celulares, y de unirse entre sí (17). En la tabla 1 se 

presentan algunas características y funciones de estos tipos de inmunoglobulinas. 

Tabla 1. Características de inmunoglobulinas de los mamíferos. 
Inspirada en y figuras tomadas de: (18) 

 

INMUNOGLOBULINA (Ig) CARACTERÍSTICAS 

Ig G 

 

• Representa más del 70% de las 

inmunoglobulinas en suero. 

• Tiene capacidad de neutralizar, 

precipitar, fijar complemento y unirse 

a células inmunitarias. 

• Confiere inmunidad neonatal, por su 

capacidad de atravesar la placenta. 

Ig M 

 

• Se presenta en forma pentamérica en 

la membrana de los linfocitos B y de 

forma monomérica en suero. 

• Activa complemento, neutraliza y 

participa en la lisis de 

microorganismos. 

Ig A 

 

• Se encuentra en las mucosas en forma 

dimérica y en leche materna en forma 

monomérica. 

• Impide el ingreso de agentes 

infecciosos a través de las mucosas 

epiteliales, gracias a su capacidad 

neutralizante y precipitante. 

IgD 

 

 

• Se encuentra en la superficie de los 

linfocitos B, para activar su 

crecimiento y facilitar el inicio de su 

respuesta. 

IgE 
• El estímulo de su síntesis proviene del 

contacto con agentes alergénicos. 

• Se encuentra en sangre y en la 

superficie de mastocitos y basófilos. 
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1.2  PROTEÍNAS RECOMBINANTES Y ANTICUERPOS – RELEVANCIA 

BIOTECNOLÓGICA 

 

 

La investigación de los procesos vitales de los seres vivos y el entendimiento del 

mecanismo de acción de las macromoléculas involucradas, ha permitido la creación de 

técnicas para su obtención y uso como base de herramientas biotecnológicas necesarias 

en el avance de diversos sectores de la economía (19). Un ejemplo de ello es la variedad 

de aplicaciones que tienen los anticuerpos por su capacidad de reconocer y unirse a un 

antígeno, el cual se puede obtener directamente del organismo al cual se quiere dirigir el 

anticuerpo, mediante síntesis química o de manera recombinante (20). Siendo esta última 

ampliamente utilizada y constituyendo en sí misma la generación de un bioinsumo, como 

se describe a continuación. 

 

1.2.1 PRODUCCIÓN DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

 

 

Una proteína recombinante es aquella cuya expresión se lleva a cabo en células de una 

especie o línea celular diferente a la que originalmente la produce; además, su secuencia 

de aminoácidos puede ser igual a la natural o con modificaciones, con el propósito de 

alterar características como solubilidad, ubicación subcelular, función, entre otras (21). 

De manera global, una proteína recombinante se produce a partir de la amplificación de 

su secuencia genética, para ser clonada en un vector de expresión, que debe ser transferido 

a un sistema que cuente con los mecanismos necesarios para ejecutar su producción, 

generalmente en un momento especifico luego de un estímulo especifico. Una vez 

confirmada su producción, se extrae, se confirma su identidad y se purifica (figura 2) (22). 

La producción de proteínas recombinantes puede realizarse en diferentes sistemas de 

expresión, conocidos como sistemas heterólogos, entre los que se encuentra E. coli, 

levaduras, células de mamífero, de insecto, entre otros. 
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Figura 2. Producción de proteínas recombinantes. 

Tomado y modificado de: (22) 
 

 

1.2.2 MODELOS ANIMALES PARA GENERACIÓN DE ANTICUERPOS 

La obtención de anticuerpos por inmunización controlada de animales es un método 

tradicional que ha sido ampliamente explorado, por lo que existen protocolos definidos 

para el uso de varios modelos, cada uno con sus ventajas y desventajas. La selección del 

modelo a emplear depende de aspectos como el tipo de antígeno, la cantidad disponible 

y la especie de la que proviene, la cantidad de suero que se necesite y el tipo de 

anticuerpos que se pretenda producir (monoclonales o policlonales) (23). 

Los modelos más usados para la generación de anticuerpos son los conejos, ratones, 

hamsters, ovejas y gallinas. Los conejos son de manejo sencillo y económico, la obtención 

de la sangría no es tan complicada y se pueden obtener volúmenes de suero de hasta 

500mL. Los ratones y hamsters son también de fácil manejo, pero los volúmenes posibles 

de suero son más bajos, por lo que son más usados en la obtención de anticuerpos 

monoclonales. Los modelos más grandes como las cabras se usan preferentemente cuando 

se requieren altos volúmenes de suero con concentraciones elevadas de anticuerpos (24). 

Así mismo, el empleo de gallinas permite la obtención de hasta 50 mL de suero en un 

protocolo de inmunización. El anticuerpo más abundante en suero es un isotipo de la 

inmunoglobulina  G  (IgG)  de  mamíferos;  la  inmunoglobulina  Y  (IgY),  de 
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aproximadamente 180 kDa, compuesta también por dos cadenas polipeptídicas pesadas y 

dos livianas. Presenta ciertas diferencias estructurales con la IgG, como la ausencia de 

región bisagra, lo que la hace menos flexible y a la vez menos sensible a degradación 

proteolítica. Adicionalmente, las IgY se encuentran abundantemente en la fracción fluida 

de la yema de los huevos, lo cual representa una ventaja adicional, ya que se pueden 

obtener los anticuerpos a partir de los huevos, evitando procesos invasivos para su 

recolección (25). 

 

 

1.3  VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO 

 

El Virus del Papiloma Humano (VPH) está clasificado dentro de la familia 

Papillomaviridae, dado que su estructura esférica de aproximadamente 52-55 nm está 

formada por una cápside proteica icosaédrica, sin envoltura. Se han descrito más de 200 

tipos diferentes distribuidos en 5 géneros: α-papilomavirus, β-papilomavirus, γ- 

papilomavirus, μ-papilomavirus y ν-papilomavirus (26). Esta agrupación de los 5 géneros 

los relaciona no solo a nivel de composición genética, sino también con sus capacidades 

patogénicas y el tropismo o afinidad por tejidos epiteliales específicos, encontrando que 

los α-papilomavirus pueden infectar epitelio tanto cutáneo como mucoso, mientras que 

los β, γ, μ, y ν-papilomavirus infectan solo epitelio cutáneo. En el género α-papilomavirus 

se encuentran los VPH de interés para este estudio, pues poseen la capacidad de lograr 

una infección persistente que desencadena en la aparición de Cáncer de Cuello Uterino 

(CaCU) (27). 

El VPH presenta distribución global y es uno de los virus de transmisión sexual más 

comunes (28), aunque recientemente se han evidenciado otras vías de transmisión, entre 

las que se encuentran el contacto a través de heridas o abrasiones con objetos en los que 

se encuentre el virus, o el contacto (en zonas no genitales) de una persona infectada con 

otra no infectada que presente algún tipo de lesión; incluso se ha evidenciado transmisión 

vertical, de madre a hijo (29). 

Este virus afecta tanto a mujeres como a hombres, siendo estos últimos generalmente 

asintomáticos (30). Las consecuencias de su infección pueden ser benignas o malignas, 

conduciendo en algunos casos al desarrollo carcinogénico del sitio infectado. De ahí que, 
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A B 

es la causa principal del CaCU y un factor determinante para el desarrollo de otro tipo de 

cánceres, como cáncer de pene, de ano, de vulva, de vagina, de cabeza y cuello 

(orofaríngeo), de cavidad oral y laríngeo (31). 

 

 
1.3.1 ESTRUCTURA DEL VPH 

 

El Virus del Papiloma Humano está formado por una estructura esférica de 

aproximadamente 52-55 nm constituida por una cápside proteica icosaédrica, sin 

envoltura, que protege su genoma circular (32). Esta cápside se compone de 72 

capsómeros, cada uno formado por dos proteínas estructurales: L1 y L2, de manera que 

la proteína L1 se organiza en forma de pentámeros y L2 se organiza en el interior de estos 

pentámeros, como se ilustra en la figura 3 (parte A) (33). 

Figura 3. Estructura del Virus del Papiloma Humano. 
A) Construcción bioinformática de superficie externa de un virión de VPH. B) Esquema de 

conformación interna de VPH. 
Tomado de: (32) 

 

 

 

 

1.3.2 ESTRUCTURA GENÓMICA 

Su genoma está compuesto por ADN de doble cadena, con una longitud aproximada de 

8.000 pb distribuidas en: una región reguladora corriente arriba (URR) compuesta por 

aproximadamente 1.000 pb y dos regiones codificantes separadas entre ellas por señales 

de poliadenilación. Estas dos regiones abarcan 8 marcos abiertos de lectura (ORFs) y 

están clasificadas según el orden de transcripción de los genes que las componen, así: una 

región tardía, compuesta por los genes L1 y L2 (Late genes) y una región temprana 
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compuesta por los genes E1, E2, E4, E5, E6 y E7 (Early genes) (34,35). No obstante, 

dicho orden de transcripción ocurre parcialmente en los genes codificantes, pues sus 

ORFs se encuentran superpuestos, empalmados de manera diferencial y comparten el 

extremo 3’ (figura 4). Los genes de la región tardía codifican para proteínas estructurales, 

los de la región temprana codifican para proteínas funcionales y la región de control 

contiene el origen de replicación y elementos de respuesta para factores de transcripción 

propios o de la célula huésped (35,36). 

Figura 4. Estructura genómica del Virus del Papiloma Humano (VPH) 
En verde: región reguladora. En rojo: región temprana. En azul: región tardía. 
Tomado de: (37) 

 

 

 

1.3.3 ESTRUCTURA PROTEICA 

 

 

Las proteínas del VPH tienen el mismo nombre del gen que las codifica (figura 5); se 

expresan de manera diferencial según el tipo de VPH y son factores clave en los diferentes 

procesos necesarios para el establecimiento y mantenimiento de la infección (31). Las 

proteínas tempranas son E1, E2, E4, E5, E6 y E7. E1 (73kDa) es una de las involucradas 

en el inicio de la replicación del ADN viral, al unirse al sitio de origen de replicación del 

ADN celular, formando un complejo con actividad helicasa, y junto a diferentes factores 

virales y celulares permite el desenrollamiento de la doble hebra (38). 

E2 (41kDa) es la principal proteína reguladora del virus, se involucra especialmente en el 

control de la transcripción de las demás proteínas virales, aunque también interviene en 

la replicación del ADN viral, al apoyar la acción de E1 formando un complejo hexamérico 

con esta. Adicionalmente, E2 logra la integración del ADN viral con el de la célula 
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huésped en la fase de mitosis, mediante su unión a la cromatina mitótica, lo que garantiza 

no solo la coordinación con el ciclo replicativo de esta, sino el paso del genoma viral a la 

célula hija. Cabe resaltar que esta última función solo ocurre en algunos tipos de VPH y 

es clave para la persistencia del virus en el tejido infectado, ya que en otros tipos su 

actividad se centra en mayor medida en funciones de control transcripcional (38). 

E4 (10kDa) es una proteína cuya función es aún desconocida; se sabe que su expresión 

tiene lugar en la etapa final del ciclo viral, cuando se completa la formación de nuevos 

viriones, favoreciendo su maduración y liberación (33). 

La proteína E5 (9kDa) apoya la función de otras proteínas virales facilitando la 

disponibilidad de factores celulares a través del reclutamiento de estos, al tener una 

ubicación transmembranal en el retículo endoplasmático; conjuntamente, contribuye en 

la evasión de la respuesta inmune al reducir los niveles de Complejo Mayor de 

Histocompatibilidad (MHC) clase I en la superficie celular, mediante la retención del 

mismo y regula positivamente la señalización del receptor del factor de crecimiento 

epidérmico (EGFR) (33). 

E6 y E7 se denominan oncoproteínas, pues en algunos tipos de VPH desarrollan un 

elevado potencial de interacción con importantes factores y proteínas reguladoras del 

ciclo replicativo de la célula huésped, de manera que logran tomar el control del mismo 

y modificar su regularidad; así mismo tienen incidencia en la regulación de la apoptosis 

celular y la respuesta inmunológica del organismo (39). 

Las proteínas tardías L1 y L2 se expresan cuando el virus alcanza las capas superiores del 

epitelio infectado y son proteínas estructurales, puesto que conforman la cápside viral. L1 

es una proteína de 531 aminoácidos con un peso molecular de 55 kDa y representa el 90% 

de la cápside viral; cinco monómeros de esta se unen para formar una estructura 

pentamérica que resulta ser bastante inmunogénica, además, es la que interactúa con 

algunos de los receptores de superficie de la célula huésped, tales como heparán-sulfato, 

sindecano 3 e integrina alfa-6, para permitir el ingreso del virión (40). L2 (50kDa) se 

ubica en la parte interna de la estructura pentamérica antes mencionada, contribuyendo 

tanto en la unión a receptores celulares en la entrada del virión, como en el 

direccionamiento del ADN viral hacia los centros replicativos del núcleo, una vez se logra 

el ingreso (41). 



12 
 

Figura 5. Principales funciones de proteínas de expresión temprana y tardía del VPH. 
Tomado y modificado de: (40) 

 

 

 

 

1.3.4 ONCOPROTEÍNAS DEL VPH 

 
E6 

La proteína E6 tiene en promedio, un peso molecular de 18 kDa, compuesta por 

aproximadamente 158 aminoácidos, con un dominio de dedos de zinc en cada extremo, 

siendo el del extremo N-terminal, útil para su dimerización en el ambiente celular (42). 

En los VPH de alto riesgo, E6 presenta un dominio de unión a PDZ en su extremo C- 

terminal, que resulta ser una característica estructural determinante en la degradación de 

proteínas involucradas en la organización celular, las cuales contienen en su estructura un 

dominio PDZ (43). 

Esta proteína cumple variedad de funciones encaminadas al mantenimiento y progresión 

de la infección, al asegurar la proliferación del virus a través de la eliminación de la 

capacidad celular para identificar y reparar daños en el material genético, logrando 

aumentar en gran medida la frecuencia de replicación celular (42,44). 
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Su rol más importante es la inducción de la degradación de p53 (proteína supresora de 

tumores y comúnmente conocida como el guardián del genoma celular), la cual lleva a 

cabo al formar dímeros, por la unión de sus dominios N-terminal, que reclutan una 

ubiquitina ligasa celular de tipo E3 llamada proteína de unión a E6 (E6 – AP); al formar 

este complejo se induce la poliubiquitinación y por ende la degradación de p53 (figura 6) 

(45). Otro mecanismo que E6 emplea para interrumpir la función de p53 es evitar la unión 

a su secuencia diana en el genoma e impedir que efectúe su señalización al retenerla en 

el citoplasma. Todo esto implica drásticas consecuencias como la alteración del ciclo 

celular y la inhibición de la apoptosis (46). 

Así mismo, tiene la capacidad de regular positivamente la expresión de la telomerasa 

hTERT e interactuar con factores de la respuesta inmune innata contra infecciones virales 

(47). 

Figura 6. Mecanismo de degradación de p53 mediado por la proteína E6 de VPH. 
Tomado de: (33) 

 

 

 

E7 

 

E7 es una proteína de alrededor de 100 aminoácidos y 11 kDa que cumple funciones clave 

en la inducción de la proliferación celular. Su papel primordial es impedir la acción de la 

proteína de retinoblastoma (pRB, supresora de tumores); para ello, se une a esta, de 

manera que obstaculiza su interacción con los factores de transcripción E2F, la cual 

ocurre naturalmente como mecanismo de control para detener la entrada del ciclo celular 

a fase de síntesis (S). Entonces, como E2F se disocia, induce la expresión de sus genes 

diana, generando un aumento de ciclinas A y E que incitan al ingreso prematuro a fase de 
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síntesis y progresión del ciclo celular. Así mismo, apoya la inmortalización celular 

anulando la acción de p21 y p27, importantes inhibidores de las quinasas dependientes de 

ciclinas (CKI), sobre la quinasa dependiente de ciclina tipo 2 (CDK2), lo que también 

permite estimular el paso de la fase G1 a S (figura 7) (48). 

Figura 7. Mecanismo de acción de proteína E7 de VPH para progresión de fase G1 a S. 
Tomado y modificado de: (49) 

 

 

 

 

1.3.5 TIPOS DE VPH 

 

Desde que la especie humana se convirtió en su hospedero, el VPH ha evolucionado al 

punto que hoy en día se conocen al menos 400 tipos diferentes que, tal como se mencionó 

anteriormente, se han clasificado según las diferencias en su secuencia genética y el tipo 

de infección que causan, variables que se encuentran estrechamente relacionadas (6). 

Teniendo en cuenta esto, se clasifican en VPH de alto y bajo riesgo de inducir desarrollo 

canceroso en el epitelio infectado. 

VPH DE BAJO RIESGO 

Los VPH de bajo riesgo comprenden la mayoría de los tipos descritos. Estos VPHs al 

infectar el tejido no causan sintomatología y cuando la ocasionan, generan lesiones 

benignas, indoloras, que se presentan como papilomas (con aspecto de coliflor, que 

sobresalen haciendo relieve en el tejido), normalmente conocidas como verrugas (50). 

Los VPH de bajo riesgo tienden a eliminarse por acción del sistema inmune del organismo 

infectado y cursan su ciclo de vida con una cantidad relativamente pequeña de productos 

génicos virales los cuales se encuentran de forma episomal. 

VPH DE ALTO RIESGO 
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Los VPH de alto riesgo presentan un elevado potencial oncogénico que depende de 

factores como el genotipo del virus, capacidad de integración de su genoma en el de la 

célula huésped y estado inmunológico del organismo infectado, así como otros factores 

epigenéticos. Si la infección sobrepasa todos esos factores y logra integrar su genoma, 

genera afectaciones en el mecanismo de división celular, adueñándose del proceso de 

síntesis de ADN de la célula huésped y ocasionando un gran número de variaciones que 

resultan en la proliferación celular e inhibición de apoptosis (7). 

Una de las principales diferencias que distingue el tipo de VPH, es que los de bajo riesgo 

no suelen utilizar sus proteínas E6 y E7 para impulsar la proliferación celular, sino para 

replicarse y seguir produciendo viriones. Esto es consecuencia de una regulación 

transcripcional diferencial y también de disimilitudes en la función de las proteínas virales 

(51). 

Respecto a los VPH asociados al cuello uterino, actualmente, se clasifican en tres grupos. 

Los de alto riesgo: relacionados con carcinogénesis, los de posible alto riesgo que en 

algunos casos se han encontrado como carcinogénicos y los de bajo riesgo: que no se han 

encontrado asociados a CaCU. En la tabla 2 se relacionan los genotipos de VPH 

clasificados en cada grupo (52). 

 
Tabla 2. Genotipos de VPH asociados a CaCU 

 

Genotipos de VPH según su potencial para inducir Cáncer de Cuello Uterino 

ALTO RIESGO 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 

POSIBLE ALTO RIESGO 26, 53, 69, 73, 82 

BAJO RIESGO 6, 11, 40, 42, 43, 44, 53, 54, y 70 

 

 

 

1.4  CÁNCER DE CUELLO UTERINO (CaCU) 

 

 

La aparición y acumulación de tumores desarrollados debido a cambios anormales en las 

células del cuello del útero (región comprendida entre la parte inferior del útero y la 

vagina), se conoce como Cáncer de Cuello Uterino (53). Este cáncer es la muestra de 

cómo una infección viral puede desencadenar una enfermedad maligna, cuando además 

se presentan factores epigenéticos que propician la persistencia y progresión de la 

infección,  tales  como  tabaquismo,  alimentación  poco  saludable,  precocidad  y 
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promiscuidad sexual, entre otros (54). La infección por tipos de VPH de alto riesgo 

interrumpe la función normal de las principales proteínas celulares e interfiere en la 

expresión de productos genéticos (55). 

 
El Cáncer de Cuello Uterino es el cuarto más común en mujeres de todo el mundo, con 

una incidencia de 14,1 y una mortalidad de 7,1 por cada 100.000 habitantes, con 662.301 

casos nuevos reportados y 348.874 muertes en 2022, según cifras reportadas por 

GLOBOCAN para ese año (56,57). En Colombia, la incidencia fue 13.1 y la mortalidad 

6,9 por cada 100.000 habitantes, como se muestra en la figura 8. Según de datos de la 

Cuenta de Alto Costo del Ministerio de Salud y Protección Social, en 2022 se presentaron 

3.168 casos nuevos reportados (58). 

 

 

Figura 8. Tasa de incidencia y mortalidad de CaCU en Colombia, 2022. 
Tomado y modificado de: (56) 

 

 

 

 

 

 

1.4.1 PROGRESIÓN DE LA INFECCIÓN POR VPH A CaCU 

 

 

Las células basales del epitelio de transformación del cuello uterino (zona de transición 
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de endo-cervical a exo-cervical) son la fuente de origen de la infección por VPH, el cual 

logra ingresar a través de heridas o microabrasiones (59). La infección de estas células 

basales permite al virus su larga estancia en el tejido, pues estas cumplen un proceso de 

diferenciación dentro del epitelio y van avanzando hasta formar parte de las capas 

superficiales del mismo. Una vez dentro de la célula, la replicación viral ocurre 

lentamente y se mantiene estable durante la división de las células basales estableciéndose 

en forma de episomas en regiones específicas del núcleo. Posteriormente, E2 une el 

genoma viral a la cromatina del huésped, garantizando así que las polimerasas celulares 

lo repliquen también en toda la progenie (60). 

En las células infectadas de las capas superiores del epitelio, el ensamblaje del virión 

comienza en el núcleo, donde se produce la cápside y el empaquetado del genoma. Dado 

que el VPH es un virus no lítico, los viriones sólo se liberan cuando las células infectadas 

alcanzan las capas superficiales granulares del epitelio (61,62). 

Al alcanzar la zona media del epitelio, las células disminuyen su potencial de 

proliferación y aumentan su diferenciación, como el VPH depende en gran medida de la 

maquinaria de la célula huésped para la replicación y traducción de su genoma, retrasa el 

proceso normal de diferenciación terminal del tejido, para que las células continúen 

efectuando sus mecanismos de proliferación (63). 

A medida que avanza la infección y el genoma viral se incorpora a la célula huésped, 

dejan de liberarse viriones, la expresión de las oncoproteínas produce la alteración del 

ciclo celular, acumulación de daño genético, inhibición de apoptosis y evasión de 

respuesta inmune; asegurando la persistencia del virus en el tejido (8). Las células 

responden al daño del ADN, intentando reparar sus estructuras dañadas, sin embargo, la 

división celular continúa ocurriendo aún con alteraciones genéticas, dando lugar al 

desarrollo de lesiones en el tejido epitelial, tal como se observa en la figura 9 (53). 

En el 90% de los casos, el VPH solo infecta el tejido, manteniendo su genoma episomal 

dentro de la célula (con baja expresión de oncoproteínas), sin causar enfermedad; las 

infecciones, por tanto, son transitorias y tienden a resolverse gracias a la respuesta eficaz 

del sistema inmune, que generalmente se activa luego de algún tipo de estímulo, 

volviéndose indetectables entre 12 y 24 meses (no logran progresar a cáncer) (63). 
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Figura 9. Etapas de la infección por VPH y transición a la enfermedad. 
Tomado de: (53) 

 

 

 

Por otro lado, cuando la infección persiste (propiciada por ciertos factores epigenéticos y 

debilidad del sistema inmune), se generan lesiones intraepiteliales que pueden ser leves o 

graves y se presentan como cambios morfológicos en el epitelio (64). Sin embargo, aún 

con desarrollo de lesiones, es posible la regresión y recuperación del epitelio, por lo que, 

solo un pequeño porcentaje de las lesiones logra progresar hasta ocasionar cáncer 

invasivo (65). 

Los cambios morfológicos del epitelio inician con la aparición de una lesión leve: 

Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) grado I, clasificada como LSIL (Lesión 

Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado), el 70% de estas son controladas espontáneamente 

sin necesidad de tratamiento (figura 10). El otro 30% puede progresar a lesiones 

precancerosas: Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) grado II y III, conocida como 

HSIL (Lesión Intraepitelial Escamosa de Alto Grado) (66). Se ha evidenciado que el 25 

al 55% de las NIC II logran regresión y restablecimiento del epitelio. Las que logran 
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avanzar a NIC III se logran revertir con tratamiento, solo el 3% progresa a invasión 

cancerosa (8). 

Figura 10. Evolución de las lesiones cervicales ocasionadas por VPH alto riesgo. 
Tomado y modificado de: (66) 

 

 

 

1.  5 TÉCNICAS DE DETECCIÓN DEL VPH 

 

 

Entendiendo la posibilidad de prevenir el CaCu gracias a la detección temprana de 

infección por VPH de alto riesgo, para posterior identificación de presencia de lesiones 

precancerosas; actualmente existen variedad de pruebas disponibles para detección de 

VPHar, que emplean técnicas tanto inmunológicas como moleculares dirigidas a uno o 

varios blancos analíticos. Las técnicas moleculares presentan niveles de sensibilidad y 

especificidad entre 92 y 98%, generalmente están dirigidas a la detección de 14 genotipos 

de alto riesgo, unas detectan los genes que codifican para las proteínas L1 y L2 y otras 

para las proteínas E6 y E7, con genotipificación individual normalmente solo de VPH16 

y VPH18; algunas de las más usadas en Colombia incluyen BD HPV Onclarity Assay. 

Cobas HPV test y Xpert HPV. Otras técnicas están dirigidas a la detección de transcritos 

de E6 y E7, para los mismos 14 genotipos, como APTIMA VPH (67). 

Por su parte, las técnicas de detección inmunológica más comunes generalmente solo 

detectan VPH 16 y VPH18, siendo sus blancos de detección las proteínas E6 y E7, como 

los kits de OncoE6 Cervical Test y CERVIMAX IHC/WB/FC/IC (68). 
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2. ANTECEDENTES 

 

 
El VPH fue relacionado por primera vez con lesiones genitales, a inicios de la década de 

los 70´s, cuando Harald zur Hausen, de la Universidad de Heidelberg en Alemania, 

detectó genoma del VPH en muestras de verrugas genitales luego de encontrarlo en 

verrugas en otras partes del cuerpo; detectando también que se trataba de diferentes tipos 

del mismo virus, causando cada una de estas lesiones (59). A mediados de esta década, 

en 1976, Hausen y su equipo, estudiando muestras de tumor de cuello uterino, 

identificaron otros dos tipos diferentes de VPH que estaban presentes solo en estos 

tumores (60); fue así como se empezó a reconocer el VPH como agente etiológico del 

cáncer de cuello uterino (42). 

A partir de este postulado, otros investigadores en todo el mundo continuaron estudiando 

la relación del VPH con esta clase de lesiones e identificaron otros tipos del virus, por lo 

que en 1985 se organizó el Centro Internacional de Referencia de VPH en el Centro 

Alemán de Investigación del Cáncer, para referenciar los nuevos tipos que se iban 

determinando, verificar su genoma completo y asignarles un nuevo número único de 

tipificación (26). 

Posteriormente, en 1995, se concretó la que actualmente es la forma de clasificación y 

asignación de nuevos tipos del VPH, que consiste en que, para que sea considerado como 

tal y se le asigne un número (en orden cronológico según la fecha de descubrimiento), la 

secuencia del gen más conservado, el gen L1 debe ser diferente en >10% con respecto a 

los otros tipos ya determinados (27). Adicionalmente, se agruparon en 5 géneros (α- 

papilomavirus, β-papilomavirus, γ-papilomavirus, μ-papilomavirus y ν-papilomavirus), 

donde los tipos pertenecientes a un género deben tener similitud <60% en la región del 

gen L1 respecto a los de los demás géneros (26). Esta agrupación de los 5 géneros los 

relaciona no solo con semejanzas en su composición genética, sino también con sus 

capacidades patogénicas y el tropismo o afinidad por tejidos epiteliales específicos, 

encontrando que los α-papilomavirus pueden infectar epitelio tanto cutáneo como 

mucoso, mientras que los β, γ, μ, y ν-papilomavirus infectan solo epitelio cutáneo. En el 

género α-papilomavirus se encuentran los VPH de interés para este estudio, pues poseen 
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la capacidad de lograr una infección persistente que desencadena en la aparición de 

Cáncer de Cuello Uterino (6). 

Luego de obtener una amplia evidencia epidemiológica y experimental acerca de la 

capacidad carcinogénica de algunos tipos sobre otros, en el 2012, la Agencia 

Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC) estableció una nueva clasificación, 

organizándolos en tres categorías: grupo 1 (carcinógenos), grupo 2A (probablemente 

carcinógenos) y grupo 2B (posiblemente carcinógenos). Actualmente, se identifican 

como tipos de alto, posible y bajo riesgo. (51). 

Al entenderse la relación del VPH con el cáncer de cuello uterino, se generaron propuestas 

respecto al desarrollo de una vacuna para prevenir la infección con este agente. La idea 

inicial se dio en 1986, por parte de Zur Hausen, quien continuando con sus estudios 

intentó desarrollarla; sin embargo, su idea fue rechazada por las compañías farmacéuticas 

porque no parecía un proyecto rentable (69). Más tarde, en 1990, los Drs. Ian Frazer y 

Jian Zhou iniciaron su trabajo juntos en la producción de la cápside del VPH 16, 

expresando las proteínas que la conforman en células renales de mono; un año después, 

luego de varios experimentos, determinaron que una vacuna para prevenir el VPH debía 

basarse en proteínas de la cápside, conocidas actualmente como Partículas Similares a 

Virus (VLP) e iniciaron su producción, aunque con un bajo rendimiento (70). 

En 2002 se publicó el primer estudio (realizado por Merck) que estimaba la eficacia de la 

vacuna VLP VPH16 monovalente en mujeres sexualmente activas, encontrando que al 

aplicarla se inducía inmunidad esterilizante en la mayoría de los pacientes (69). No 

obstante, esto ocurría solo para infecciones con VPH16, ya que se seguía detectando 

infección, pero por otros tipos de VPH. Más adelante, en un ensayo realizado por 

GlaxoSmithKline (GSK) con una vacuna bivalente VLP VPH16/18 se consiguieron 

resultados análogos contra la infección por VPH16/18 (71). 

Gracias a los diferentes estudios realizados, se demostró que la infección por VPH puede 

prevenirse más no curarse gracias a la aplicación de la vacuna; por lo que, en 2007, se 

autorizaron en muchos países las vacunas contra el VPH basadas en VLP (70). Dichas 

vacunas se conocen comercialmente como Cervarix, de GSK (bivalente, compuesta por 

VLP de VPH-16 y VPH-18 producido en células de insecto) y Gardasil de Merck 
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(tetravalente, compuesta por VLP de VPH-16, VPH-18, VPH-6 y VPH-11, producidos 

en levaduras) (71). 

Otro de los campos ampliamente estudiados en cuanto a la identificación del desarrollo 

de Cáncer de Cuello Uterino ha sido la búsqueda del método adecuado para detección a 

partir de muestras clínicas. Desde 1941 dicha detección se realizaba únicamente, 

mediante el estudio de la morfología de las células del cuello para determinar si existía 

algún tipo de cambio inusual o degeneración celular, el método de Papanicolaou (por 

George Papanicolaou, citopatólgo que lo desarrollo); el cual es altamente específico y se 

consideraba el método de oro para esta detección (72). 

No obstante, con los hallazgos iniciales de Zur Huasen, se iniciaron investigaciones para 

generar una técnica de detección de VPH en muestras clínicas que permitiera identificar 

el riesgo de desarrollar dicho cáncer y así complementar el método de Papanicolaou que, 

a pesar de ser altamente específico, presentaba una baja sensibilidad (73). 

En 1980, la compañía BLT (Life Technology) creó un kit comercial para detección 

molecular de VPH; luego de extensos estudios e identificación de nuevos tipos de VPH, 

en 1988 lograron tener la aprobación FDA para comercializar el kit ViraPap (74). 

En 1999 Digene logró la aprobación FDA del kit de Captura Híbrida, que consistía en la 

hibridación de ADN de VPH presente en muestras clínicas, con secuencias de ARN 

marcadas disponibles en el kit; dicha hibridación (que se daba si la muestra estaba 

positiva) se detectaba mediante anticuerpos que reconocían la formación del híbrido 

ADN-ARN (74). 

Esta técnica fue el punto de partida para el diseño y desarrollo de un gran número de 

técnicas moleculares para detección de la infección, usando diferentes métodos para el 

genotipado parcial o extendido de los diferentes genotipos de alto riesgo identificados 

hasta el momento; algunas se basan en la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) en 

tiempo real, otras en el análisis del Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos de 

Restricción (RFLP), otras en ensayos de hibridación (73,75); a tal punto, que hoy en día 

existen aproximadamente 254 pruebas comerciales y se han identificado más de 425 

variantes de esas pruebas (73). 
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Cabe resaltar que algunas de las pruebas mencionadas se usan como tamizaje para la 

predicción del posible desarrollo de un Cáncer de Cuello Uterino (75), tales como la 

citología cervicovaginal, con una sensibilidad de 79% y especificidad de 81% y la prueba 

de detección de ADN del VPH por PCR, con sensibilidad de 92%, y una especificidad de 

76% (76). Dicho tamizaje en Colombia se realiza a mujeres que han iniciado vida sexual, 

según el grupo etario en que se encuentren; hasta los 29 años, se realiza estudio de 

citología, en caso de resultado negativo, se repite el estudio en 1 año; en caso de resultado 

positivo, se realiza prueba de detección de ADN del VPH por PCR, en caso que esta 

resulte positiva, se realiza colposcopia y biopsia para definir manejo y tratamiento. Para 

las mujeres de 30 años en adelante, el tamizaje inicia con detección de ADN del VPH por 

PCR y solo en caso de resultado positivo se realiza citología y demás estudios (75,77). 

Lo anterior se modifica en las zonas rurales dispersas del país, donde es limitado el acceso 

a las diferentes pruebas de tamizaje y diagnóstico, así como al personal de salud 

especializado; por lo cual, en estas zonas tan solo se usa la técnica de Inspección Visual 

con Ácido Acético y Lugol (VIA VILI, por sus siglas en inglés) que se ha reportado tan 

sensible como la citología cervicovaginal, pero menos específica y consiste en visualizar 

el cuello del útero por medio de especuloscopia; y mediante la aplicación secuencial de 

dos reactivos sobre la superficie cervical, determinar la presencia de lesiones 

precancerosas o cancerosas y determinar si requieren tratamiento inmediato, que puede 

realizarse por crioterapia (77,78). 

En cuanto a la investigación para aplicación de técnicas inmunológicas se han obtenido 

dos tipos de resultados; el diseño de pruebas para la detección serológica de anticuerpos 

y el diseño de pruebas basadas en métodos inmunológicos para la detección de antígenos 

del virus. El primero no ha sido muy efectivo debido principalmente a que, la presencia 

de anticuerpos anti-VPH en el suero no indica específicamente que exista una infección 

activa de VPH o que exista riesgo de carcinogénesis inducida por VPH, sino que puede 

deberse a múltiples razones que limitan en gran medida este método, como la presencia 

de títulos anti-VPH por vacunación, infección pasada donde el virus ya se eliminó, pero 

persisten los anticuerpos o presencia de anticuerpos inespecíficos con reactividad cruzada 

(79). 
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Por otro lado, el diseño de pruebas basadas en métodos inmunológicos para la detección 

de antígenos del virus ha demostrado ser más efectiva que las anteriores, pues se pueden 

producir anticuerpos que sean altamente sensibles y específicos de manera que logren 

identificar concentraciones bajas de antígeno viral (80), tal como se muestra en el estudio 

de Ferrera A. et al en el que se constata la efectividad en la detección de lesiones 

cervicales de alto grado, mediante el uso de anticuerpos para detectar la oncoproteína E6 

del VPH 16 y 18 en muestras cervicales (81). En Colombia predomina el uso de pruebas 

moleculares, las cuales son importadas y no existe desarrollo local de ningún sistema de 

detección. 

De forma similar se ha usado la producción recombinante de la oncoproteína E6 de VPH 

para usarla como antígeno en la realización de estudios básicos, estandarización y 

desarrollo de kits de diagnóstico e inmunoterapias. Así pues, en 2016 se logró la 

producción y purificación de las proteínas E6 de VPH16, VPH18 y VPH11 como 

moléculas solubles y estables, en cepas competentes de E. coli; dichas proteínas estaban 

etiquetadas con His6, sin ninguna modificación adicional en la secuencia de aminoácidos 

y se purificaron mediante cromatografía de afinidad usando resina de agarosa con ácido 

ni-nitrilotriacético (Ni-NTA; Qiagen) (figura 11) (43). 

 

 

Figura 11. Evolución de la relación del VPH con el CaCU 
 

 

A pesar de la variedad de técnicas disponibles para lograr la prevención del cáncer de 

cuello uterino, en Colombia se presentan diversas barreras que obstaculizan la posibilidad 

de tamizaje y diagnóstico en toda la población involucrada, especialmente en las zonas 

rurales del país, donde se hacen más evidentes estas limitaciones, tales como el 

diagnóstico inoportuno y la desinformación, que dirige a la creencia de que la infección 
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está directamente ligada con prácticas sexuales inseguras (promiscuidad), la resistencia a 

la toma de muestra, la ausencia de registros respecto a detección previa de lesiones 

preneoplásicas y la difícil accesibilidad a las pruebas disponibles en el país, debido 

principalmente a la centralización de los servicios de laboratorio especializado, razón por 

la cual se vuelve ineficiente la detección del cáncer de cuello uterino en estas zonas (82). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

 
La oncoproteína E6 de los VPH de alto riesgo cumple diversas funciones encaminadas al 

mantenimiento y progresión de la infección, pues asegura la proliferación del virus a 

través de la eliminación de la capacidad de las células huésped para identificar y reparar 

daños en el material genético, logrando aumentar en gran medida la frecuencia de 

replicación celular, por lo cual su expresión ocurre en etapas avanzadas de la infección, 

cuando inicia la formación de lesiones precancerosas (65). 

 

Teniendo en cuenta lo anterior, la identificación de una región conservada entre las 

secuencias de la oncoproteína E6 de los VPH de alto riesgo, que permitan la generación 

de anticuerpos capaces de reconocer más de un tipo de este virus, constituiría la fase 

inicial para la producción a futuro de pruebas inmunológicas de amplio análisis y rápido 

resultado, que apoyen el diagnóstico del Cáncer de Cuello Uterino en las zonas rurales 

dispersas del país, de manera que estén disponibles junto a las técnicas de inspección 

visual durante las brigadas de prevención y detección, obteniendo resultados en el 

momento de la atención, reduciendo significativamente el tiempo de respuesta e 

incrementando así, la posibilidad de un diagnóstico oportuno, permitiendo la toma de 

decisiones respecto a la necesidad de tratamiento inmediato, en pro de la salud de la 

paciente. 

 

Los anticuerpos mencionados pueden desarrollarse a partir de tecnología de ADN 

recombinante, que permite la producción de proteínas heterólogas, que puedan ser usadas 

como antígenos específicos en la generación de anticuerpos de captura en una 

inmunodetección. En el Grupo de Investigación Laboratorio de Investigaciones Básicas 

Bioquímica (LIBBIQ) es posible la ejecución y elaboración de estas herramientas, gracias 

a que ha desarrollado una robusta plataforma para la producción de proteínas y 

anticuerpos recombinantes, cuenta con protocolos establecidos para ello y posee la 

infraestructura, equipos e insumos necesarios, de modo que permite llevar a cabo 

investigaciones como las del presente proyecto. 
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4. OBJETIVOS 

 

 
OBJETIVO GENERAL 

Producir anticuerpos policlonales en modelo aviar, anti oncoproteína E6 del Virus del 

Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo, que constituyan una herramienta inmunológica 

como apoyo en el diagnóstico del Cáncer de Cuello Uterino. 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

1. Identificar mediante aplicaciones bioinformáticas, regiones conservadas y/o 

inmunogénicas entre las secuencias de la oncoproteína E6 de los genotipos de alto 

riesgo del VPH encontrados con mayor frecuencia en Colombia. 

 

 

2. Obtener proteína recombinante a partir de las regiones identificadas de la 

oncoproteína E6 en el estudio bioinformático, empleando un sistema de expresión 

bacteriano. 

 

 

3. Generar anticuerpos policlonales anti oncoproteína E6 del VPH posterior a la 

inmunización de un modelo aviar usando como antígeno la proteína recombinante 

obtenida. 

 

 

4. Evaluar el grado de sensibilidad y especificidad de los anticuerpos anti 

oncoproteína E6 del VPH generados. 
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5. METODOLOGÍA 

 
Para alcanzar el objetivo propuesto para este proyecto de investigación se diseñó una 

estrategia metodológica compuesta por cuatro fases, en concordancia con los objetivos 

específicos formulados, tal como se muestra en la figura 12. Inicialmente se analizó 

mediante herramientas bioinformáticas la oncoproteína E6 de los VPH de alto riesgo más 

comunes en Colombia, en busca de regiones conservadas y/o regiones inmunogénicas en 

su secuencia proteica. Esto permitió la identificación de péptidos que pueden ser usados 

como blanco para la detección de 16 tipos de VPH alto riesgo. 

Posteriormente, se seleccionó uno de los péptidos identificados, para la clonación de su 

secuencia codificante en el vector de expresión pMALc5X, con el fin de lograr la 

producción de una proteína recombinante en el sistema heterólogo E. coli cepa BL21 

DE3. Una vez se obtuvo la proteína parcialmente purificada, se inoculó en el modelo aviar 

para la generación de los anticuerpos. 

Finalmente, para evaluar y caracterizar los anticuerpos generados, se realizaron ensayos 

de sensibilidad y especificidad frente al reconocimiento de la proteína empleada como 

antígeno. 

Figura 12. Estrategia metodológica aplicada. 
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5.1  ESTUDIO BIOINFORMÁTICO 

 

 

Se emplearon herramientas computacionales con el propósito de analizar la oncoproteína 

E6 de cada uno de los VPH de alto riesgo en estudio. Inicialmente, se utilizaron los 

programas UNIPROT y EXPASY’S PROTPARAM (83,84) para obtener las propiedades 

fisicoquímicas tales como peso molecular, secuencia de aminoácidos, porcentaje de 

aminoácidos con carácter polar y apolar, estimación de estructura terciaria, punto 

isoeléctrico e índice de inestabilidad. 

5.1.1 ANÁLISIS FILOGENÉTICO 

Partiendo de la secuencia de cada oncoproteína E6, se ejecutó un análisis filogenético 

usando la herramienta T-COFFEE (85), con el fin de establecer la cercanía molecular 

entre los diferentes tipos de E6. 

5.1.2 ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS PROTEICAS 

Con base en el análisis filogenético se usó la herramienta CLUSTAL OMEGA (86) para 

realizar el alineamiento de las secuencias que resultaron más estrechamente relacionadas, 

a fin de identificar la presencia de secuencias conservadas entre las oncoproteínas E6 de 

cada tipo de VPH analizado. 

5.1.3 IDENTIFICACIÓN DE PÉPTIDOS INMUNOGÉNICOS 

Las secuencias de las oncoproteínas E6 que no presentaron estrecha cercanía con las 

demás E6 analizadas, se sometieron a un análisis en el servidor PREDICTED 

ANTIGENIC PEPTIDES (87), para obtener una estimación bioinformática de la 

presencia de péptidos con propiedades antigénicas. 

Considerando los hallazgos del estudio bioinformático, se seleccionó una de las 

secuencias identificadas, correspondiente a la oncoproteína E6 de uno de los VPH alto 

riesgo más frecuentes en Colombia, para continuar con la aproximación experimental. 

 

 

5.2  OBTENCIÓN DE PROTEÍNA RECOMBINANTE 

 

 

5.2.1 CLONACIÓN DE SECUENCIA CODIFICANTE DEL PÉPTIDO E6VPH16 
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Amplificación de región codificante 

Se amplificó mediante Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) la secuencia 

seleccionada del gen E6 del VPH 16, usando como plantilla ADN genómico del VPH 16 

obtenido de muestras de cepillado cervical suministradas por el Laboratorio Clínico 

Especializado ULTGEN S.A.S (previa autorización de las pacientes propietarias de las 

muestras, mediante consentimiento informado). 

La PCR se realizó en el termociclador “MyCycler” de Biorad, garantizando las 

condiciones descritas a continuación: 2mM de Buffer 1X (20mM Tris-HCl pH 8.8, 10mM 

KCl, 0.1% (v/v) Triton X-100, 0.1 mg/ml de BSA), 2.5 µM de MgCl2, 0.2 mM de dNTPs, 

0.2 µM de iniciadores directo y reverso (cuyas características se describen en la tabla 3), 

1U de Taq polimerasa y 50ng de plantilla, para un volumen final de 15uL (56). Los 

productos de PCR obtenidos se evaluaron en gel de agarosa TBE (Tris-Borato-EDTA) al 

1,5% (p/v) y se visualizaron mediante tinción con bromuro de etidio. 

Cabe resaltar que esta amplificación se realizó con el propósito de obtener el fragmento 

a insertar en el vector de expresión mediante clonación por enzimas de restricción, por lo 

cual, los iniciadores usados en la reacción se diseñaron con adición de los sitios de 

restricción de las enzimas seleccionadas: EcoRI y SalI, así como adición de secuencias 

“linker” para favorecer la digestión de las enzimas (88). 

 

 
Tabla 3. Iniciadores para PCR del fragmento E6 VPH16 

 

INICIADORES 

E6 VPH16 
SECUENCIA pb 

GC 

% 

Tm 

°C) 

Link - SalI – DIR 5' - CTGACAGTCGACACAGAGCTGCAAACAACT - 3' 30 50 66 

Link - EcoRI - REV 5' - CAGTCAGAATTCAGCATATGGATTCCCATC - 3' 30 43 60 

 

El perfil térmico establecido incluyó las siguientes etapas. Inicialmente, una denaturación 

a 95°C durante 15 minutos, la segunda etapa compuesta por 30 ciclos de denaturación a 

95°C por 30 segundos, hibridación a 55°C por 45 segundos y extensión a 72°C por 25 

segundos y la tercera etapa, para elongación final a 72°C por 3 minutos, como se ilustra 

en la figura 13. 
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Figura 13. Perfil térmico para PCR del fragmento de E6 VPH16 
 

 

 

Una vez verificada la amplificación del fragmento E6 VPH16, el producto de PCR se 

sembró en gel de agarosa TAE (Tris-Acetato-EDTA) al 1,5% (p/v), luego de verificar la 

presencia de la banda en el peso molecular correspondiente al fragmento amplificado (159 

pb), se cortó la banda y se purificó el fragmento aplicando el método Squeeze & Freeze, 

(89) tal como lo proponen Thuring et al. 

 

 

Clonación en vector de expresión 

 

El vector de expresión seleccionado para llevar a cabo la clonación del fragmento E6 

VPH16 fue pMAL-c5x (90) ideal para transformación bacteriana. Dicho vector y el 

fragmento previamente purificado se sometieron a una doble reacción de digestión con 

las enzimas de restricción EcoRI y SalI, durante 4 horas a 37ºC, siguiendo las 

instrucciones del fabricante (Thermo Fisher) (91,92). Posteriormente se evaluó la 

digestión mediante electroforesis en gel de agarosa TBE al 1% (p/v) para el vector y al 

1,5% (p/v) para el fragmento, con posterior visualización en bromuro de etidio. 

Cada producto de digestión se purificó a partir de banda, siguiendo el método mencionado 

anteriormente (Squeeze & Freeze), para llevar a cabo la subsecuente reacción de ligación 

de inserto y vector en relación 18:1 respectivamente, siguiendo el protocolo sugerido para 

reacción con T4 ligasa (93), generando el constructo pMALc5X – E6VPH16, evaluado 

mediante gel de agarosa 0,8% (p/v) con posterior visualización en bromuro de etidio. La 

construcción In silico de este plásmido recombinante mediante el servidor ApE (94) se 

ilustra en la figura 14. 
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Figura 14. Construcción In silico de plásmido recombinante pMALc5X-E6VPH16. 
Usando la herramienta: (94) 

 

Para obtener la proteína recombinante se optó por un sistema de expresión bacteriano, por 

lo cual se emplearon células de E. coli cepa BL21 DE3 (95), teniendo en cuenta 

características como su bajo nivel de expresión de proteasas, su sencillo mantenimiento 

y compatibilidad con el vector de expresión usado. Sin embargo, el proceso de 

transformación con el vector recombinante se llevó a cabo inicialmente en la cepa de 

mantenimiento E. coli TOP10, con posterior criopreservación (96). 

 

Preparación de células para transformación 

 

Con el fin de obtener células aptas para el proceso de transformación, se llevó a cabo la 

preparación de células E. coli TOP10 y E. coli BL21 DE3 químicamente competentes. 

Para ello, partiendo de un inóculo líquido de cada cepa, se realizó una dilución 1/10 en 

medio de cultivo LB (Luria-Bertani), se incubó a 37°C en agitación constante (180 rpm) 

hasta que alcanzó una densidad óptica (DO) de 0,4 a 600 nm de absorbancia y se 

centrifugó a 4.000 rpm (rotor Microliter 30x2 sealed 75003652 ThermoFisher) durante 

10 minutos en condiciones refrigerantes a 4°C. Seguidamente, se recuperó el botón de 

centrifugado, se realizó un primer lavado resuspendiéndolo suavemente en 𝐶𝑎𝐶𝑙2 a 100 

mM (estéril, frío y fresco) y se incubó durante 10 minutos a 4°C. Pasado este tiempo se 

mezcló, se centrifugó en las mismas condiciones y se resuspendió suavemente en 𝐶𝑎𝐶𝑙2 
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de nuevo, realizando 3 lavados más. Al finalizar el tercer lavado, se resuspendieron las 

células en 1.750 mL de 𝐶𝑎𝐶𝑙2 y 750 μL de glicerol 100%. Por último, se prepararon 

alícuotas de 50 μL, que se almacenaron a- 80°C, reservando una alícuota fresca para la 

transformación (97). 

 
Transformación de células E. coli TOP10 químicamente competentes 

 

La inserción del vector recombinante pMALc5X – E6VPH16 en las células competentes 

de E. coli TOP10 se logró mediante la técnica de choque térmico, así: se adicionaron 3 

μL del vector a 50 μL de células competentes, incubándolos durante 30 minutos a 4°C; 

pasado este tiempo, se sometieron a choque térmico, incubándolos a 42°C por 35 

segundos. Luego, se transfierieron a 4°C por 3 minutos y se adicionan 250 uL de medio 

de recuperación SOC, para incubarlos 1 hora a 37°C, en agitación constante. Finalmente, 

se sembraron las células en medio de selección LB-ampicilina (100 μg/mL) y se 

incubaron toda la noche a 37°C (98). 

Evaluación de células E. coli TOP10 transformadas 

 

Las colonias obtenidas en el cultivo previamente mencionado, se verificaron con el 

objetivo de seleccionar aquellas en las cuales se logró la correcta inserción del vector 

recombinante; con tal efecto, se tomó muestra de cada colonia, se resuspendió en H2O 

DEPC, se llevó a lisis por ebullición y se realizó PCR de colonia garantizando las 

condiciones descritas en el numeral 5.2.1. Los amplicones obtenidos para cada colonia 

fueron visualizados como se describió previamente mediante geles de agarosa – TBE. 

Seguidamente, se seleccionó una de las colonias positivas del análisis anterior, se preparó 

un inóculo líquido de 15 mL en medio de selección LB – ampicilina y se incubó a 37°C 

con agitación constante (180 rpm) durante toda la noche para extraer el plásmido 

recombinante, siguiendo el protocolo de lisis alcalina planteado por Birnboim, H. C. (99); 

El plásmido obtenido se sometió a evaluación de integridad mediante gel de agarosa TBE 

0,8% (p/v) y se usó como plantilla para corroborar por PCR la presencia del fragmento 

insertado. Así mismo, los amplicones obtenidos se sembraron el gel de agarosa TAE 1,5% 

(p/v), se purificaron a partir de banda siguiendo el método mencionado anteriormente 

(89) y se enviaron al Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia 
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(IGUN) para secuenciación Sanger, preparando la muestra en las condiciones sugeridas 

por el laboratorio. 

 

Transformación y evaluación de la cepa de expresión E. coli BL21 DE3 

 

 

Una vez obtenido y verificado el plásmido recombinante, este se usó para transformar 

células químicamente competentes de E. coli BL21 DE3 (cepa de expresión), aplicando 

el método de choque térmico (98) empleado con la cepa de mantenimiento. De igual 

forma, las colonias obtenidas en el cultivo de selección en agar LB-ampicilina (100 

μg/mL) se llevaron a lisis por ebullición y se verificaron por PCR de colonia teniendo 

como blanco el fragmento clonado. Los productos de PCR se observaron en gel de 

agarosa TBE 1,5% (p/v) identificando así, las colonias positivas E. coli BL21 DE3 – 

pMALc5X E6VPH16 y seleccionando una para los siguientes ensayos de inducción de la 

expresión. 

 

 

5.2.2 EXPRESIÓN DE PROTEÍNA RECOMBINANTE MBP – E6VPH16 (50 kDa) 

 

 

Para lograr la obtención de la proteína recombinante MBP – E6VPH16 (MBP: Proteína 

de Unión a Maltosa, proteína etiqueta proporcionada por el vector de expresión – 

E6VPH16: péptido resultante del fragmento previamente clonado), la colonia E. coli 

BL21 DE3 – pMALc5X E6VPH16 seleccionada en el ensayo anterior, se inoculó en 

medio LB-ampicilina (100 μg/mL) – glucosa 1%, durante toda la noche a 37ºC, con 

agitación constante (180 rpm). Consecutivamente, se diluyó el cultivo 1:100 y se continuó 

la incubación hasta alcanzar una DO de 0,6 a una absorbancia de 600 nm, tomando una 

muestra de 1mL de cultivo. Con el propósito de inducir la expresión controlada de MBP- 

E6VPH16 se adicionó IPTG (Isopropil β-D-1-tiogalactopiranosido) 0,3mM y se 

modificaron las condiciones de incubación a 30°C, en agitación constante (160 rpm). 

Luego de 2 horas, se tomó otra muestra y se continuó la incubación, repitiendo este paso 

a las 4, 6 horas y al finalizar la incubación durante toda la noche; para determinar así, el 

tiempo óptimo de inducción (100). 
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Las cuatro muestras recolectadas se llevaron a medición de DO a 600 nm y se 

centrifugaron a 12.000 rpm (rotor Microliter 30x2 sealed 75003652 ThermoFisher) por 5 

minutos, conservando el botón de centrifugado que fue resuspendido en buffer de carga 

1x (Tris-HCl 0,5M pH 6.8, glicerol 30%, SDS 10%, β-mercaptoetanol 33%, azul de 

bromofenol 0.4mg/mL) para análisis de expresión mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes SDS-PAGE, con geles preparados 

como se describe a continuación: un gel concentrador al 4% (acrilamida al 30% (29g 

acrilamida + 1g Bis acrilamida), H2Od, Tris-HCl 0.5M pH 6.8, SDS 10%, PSA 10% y 

TEMED) y un gel separador al 12% (acrilamida 30%, H2Od, Tris-HCl 1.5M pH 8.0, SDS 

10%, PSA 10% y TEMED); antes de cargar en el gel, las muestras se llevaron a 92°C 

durante 7 minutos, se cargaron y se ajustó el potencial de corrida a 100 Voltios. Por 

último, se visualizó el gel mediante tinción con azul de Coomassie R-250 (101), 

esperando observar la presencia mayoritaria de proteínas en 50 kDa, correspondiente al 

peso molecular de la proteína recombinante. 

Seguidamente, se colectaron las bacterias obtenidas luego de la incubación toda la noche, 

se centrifugaron a 4000 rpm durante 20 minutos en condiciones refrigerantes a 4 °C. Se 

descartó el sobrenadante, se estableció el peso húmedo de las bacterias y con base en este, 

se adicionó 5 mL/g de buffer de lisis (Tris-HCl 20mM pH 7.4, NaCl 200mM, EDTA 

1mM, β-mercaptoetanol 10 mM), lisozima (1 mg/mL), una mezcla de inhibidores de 

proteasas (Sigma Aldrich) que contiene AEBSF 1 mM, E64 14 μM, Pepstatin A 15 μM, 

Bestatin 40 μM, Leupeptin 20 μM y Aprotinin 0,8 μM y se incubó a 4°C durante 30 

minutos en agitación; pasado este tiempo se sometió a sonicación por 4 minutos bajo las 

siguientes condiciones: 50 % de amplitud, 15 segundos de pulso y 15 segundos de reposo. 

Por último, se centrifugó a 15.000 rpm (rotor Microliter 30x2 sealed 75003652 

ThermoFisher) durante 30 minutos en condiciones refrigerantes a 4°C, obteniendo una 

fracción soluble (sobrenadante) y una fracción insoluble (90). 

Las fracciones fueron evaluadas mediante SDS-PAGE 12%, con posterior visualización 

en azul de Coomassie R-250, para verificar en cuál de estas se obtuvo la proteína 

recombinante. Adicionalmente, se cuantificó la fracción soluble siguiendo el protocolo 

descrito para el método de Bradford (102). 
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Inmunodetección de la proteína recombinante MBP-E6VPH16 

 

 

Con el fin de corroborar la identidad de la proteína recombinante en las fracciones 

obtenidas, se realizó detección por western blot usando un anticuerpo capaz de detectar 

la proteína etiqueta MBP. Para ello, inicialmente se tomó una alícuota de la fracción 

insoluble y una de la fracción soluble, se separaron mediante SDS-PAGE 12%, y se 

transferieron a una membrana de nitrocelulosa (Thermo Fisher), usando el método de 

electrotransferencia húmeda (103), realizado en buffer de transferencia compuesto por: 

Tris base 25 mM, Glicina 192 mM y Metanol 10 % v/v pH 8,3; el cual se usó para 

equilibrar el gel y la membrana de nitrocelulosa que fue activada previamente en agua 

destilada por 30 segundos. La electrotransferencia se ejecutó a 200 mA durante 2 horas. 

Una vez finalizada, se verificó mediante tinción de la membrana con Rojo Ponceau. 

Posteriormente, se bloqueó la membrana con buffer TBST-L (leche 5%, Tris-HCl 20 mM 

pH 7.5, NaCl 150 mM y Tween 20 0,1% v/v) por 2 horas, se realizaron tres lavados con 

buffer TBST (Tris-HCl 20 mM pH 7.5, NaCl 150 mM y Tween 20 0,1% v/v), cada uno 

durante 5 minutos y se adicionó el anticuerpo primario: Anti MBP (NEB) previamente 

diluido en buffer TBST 1:10.000, incubando durante 2 horas. Después, se lavó 3 veces la 

membrana con TBST por 5 minutos y se incubó por 2 horas con el anticuerpo secundario: 

anti-IgG biotinilado de conejo, diluido 1:10.000 en buffer TBST; luego se repitieron los 

3 lavados y se incubó por 30 minutos con estreptavidina-fosfatasa alcalina diluida 1:5.000 

con buffer TBST. Finalmente, se realizaron 3 lavados y se incubó durante 5 minutos en 

buffer de reacción (Tris-HCl 100 mM pH 9.0, NaCl 150 mM, 𝑀𝑔𝐶𝑙2 1 mM). Para revelar 

la detección de la proteína se usaron los sustratos cromogénicos BCIP (5-Bromo-4- 

Chloro-3’-Indolyphosphate p-Toluidine Salt) y NBT (Nitro-Blue Tetrazolium Choride) 

(104). 

5.2.3 PURIFICACIÓN PARCIAL DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE: MBP- 

E6VPH16 

 

 

Teniendo en cuenta que el péptido expresado se encuentra ligado a la proteína de unión a 

maltosa y que esta tiene afinidad por moléculas de amilosa y maltosa, se usó una resina 

de amilosa para la purificación parcial de la proteína mediante cromatografía de afinidad 
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(105). Para iniciar se equilibró la resina de amilosa con buffer de lisis y se mezcló con la 

fracción soluble en dilución 1:6 permitiendo la reacción de unión durante 1 hora a 4°C en 

agitación constante. Al cabo de este tiempo, se transfirió la mezcla a la columna de 

purificación y luego de 5 minutos se recolectó la primera fracción correspondiente a las 

proteínas no deseadas. Posterior a ello, se realizaron 12 lavados a la resina con buffer de 

lisis, recolectando la fracción de cada lavado. La proteína deseada MBP-E6VPH16 se 

eluyó adicionando buffer de elución compuesto por buffer de lisis con adición de maltosa 

20 mM; este eluido se suplementó con glicerol 50% y se almacenó a -20°C (106). 

Las fracciones recolectadas en todo el proceso se evaluaron mediante SDS-PAGE 12% y 

aquella correspondiente al eluído de MBP-E6VPH16 se cuantificó por densitometría 

realizando SDS-PAGE 12%, comparando la intensidad de la banda obtenida con 

diferentes concentraciones conocidas de BSA (seroalbúmina bovina). 

Es necesario resaltar que los ensayos de expresión y purificación parcial de proteína se 

realizaron paralelamente, bajo las mismas condiciones para obtener la proteína de unión 

a maltosa y usarla como control en todos los ensayos. 

 

 

5.3  PRODUCCIÓN DE ANTICUERPOS POLICLONALES 

 

5.3.1 INMUNIZACIÓN DE MODELO AVIAR CON MBP-E6VPH16 

 

Con el propósito de obtener anticuerpos policlonales anti E6 VPH16 se tomó una alícuota 

fresca de la proteína recombinante previamente purificada para realizar la inmunización 

del modelo aviar seleccionado (gallina), bajo las condiciones ya estandarizadas en el 

Laboratorio de Investigaciones Básicas en Bioquímica – LIBBIQ, según estudios previos 

reportados en la literatura. Se inmunizaron gallinas de la raza Hy-line Brown, de 50 

semanas de edad criadas en el Centro de Producción Avícola de la Facultad de Medicina 

Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogotá, siguiendo la 

reglamentación tanto ética como técnica para el manejo animal. Para ello, se preparó un 

inóculo de 150 μg de MBP-E6VPH16 para la gallina estudio y un inóculo con PBS 1x 

pH7.5 para la gallina tomada como control negativo. 
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La inmunización se realizó mediante inyección intramuscular en cada gallina, siguiendo 

el esquema de inmunización (estandarizado en el Laboratorio de Investigaciones Básicas 

en Bioquímica – LIBBIQ), detallado a continuación: 5 inoculaciones, en los días 0, 14, 

21, 28 y 35; en la primera inoculación se inyectaron 300 uL del antígeno recombinante 

homogenizado con adyuvante completo de Freund en relación 1:1, en las siguientes tres 

inoculaciones, se realizó refuerzo inyectando el antígeno recombinante con adyuvante 

incompleto, manteniendo la relación 1:1 y en el último refuerzo se inoculó solo el 

homogenizado con adyuvante incompleto y el péptido recombinante previamente 

separado de la proteína etiqueta mediante digestión con Factor Xa, cuyo sitio de corte 

está presente en la intersección entre E6VPH16 y MBP (107). Esto, con el fin de 

corroborar si se obtiene en esta última fase de inmunización, una producción de 

anticuerpos con afinidad mayor hacia el péptido recombinante (6 kDa). 

En la gallina inmunizada como control negativo, se empleó el mismo esquema, pero con 

PBS 1x en lugar de antígeno recombinante (Tabla 4). Para monitorear la producción de 

anticuerpos, se evaluaron huevos y muestras de sangre de las dos gallinas; la primera 

sangría se tomó el día cero, previo a la inoculación, con el propósito de determinar títulos 

preinmunes. A partir de la primera inoculación, se recolectaron huevos cada día durante 

43 días y 5 sangrías más en los días 14, 21, 28 y 35 previo a cada inmunización. 

Tabla 4. Esquema de inmunización con E6 VPH 16 en modelo aviar. 
C: Completo. I: Incompleto 

 

 

 

 

 

5.3.2 PURIFICACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE ANTICUERPOS POLICLONALES 

 

 

 

Purificación de anticuerpos IgY (policlonales) 
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Para obtener los anticuerpos IgY presentes en la yema de los huevos, se separó la yema 

de cada uno de los huevos y se solubilizó en buffer PBS 1x (pH 7.4) en relación 1:2, 

realizando vórtex para homogenizar. De cada homogenizado se tomó alícuota de 1mL, se 

mezcló con dextran sulfato 0.2% y se incubó a 4°C durante toda la noche. Seguidamente, 

se centrifugó durante 20 minutos a 12000 rpm (rotor Microliter 30x2 sealed 75003652 

ThermoFisher) en condiciones refrigerantes, se descartó la fracción lipídica y se conservó 

la fracción proteica para adicionar sulfato de amonio 35% e incubar a temperatura 

ambiente, con agitación constante durante 20 minutos. Pasado este tiempo, se centrifugó 

bajo las condiciones anteriores, separando el sobrenadante correspondiente a la fracción 

enriquecida con los IgY, se almacenaron a -20°C y se conservó una alícuota fresca para 

evaluación mediante SDS-PAGE (12%), western blot y ELISA (108). Adicionalmente, 

cada fracción final se cuantificó usando espectrofotometría en celda de cuarzo a una 

absorbancia de 280nm, para determinar la concentración de las proteínas purificadas. 

Por otra parte, las sangrías tomadas a partir de la vena alar de las gallinas se centrifugaron 

a 12000 rpm, a 4°C por 20 minutos (previa retracción del coágulo). Se separó el suero, se 

almacenó una alícuota a -20°C con glicerol al 20% (v/v) y se purificaron los anticuerpos 

mediante afinidad a antígeno. Para ello, se tomaron 500ng de las proteínas recombinantes 

previamente purificadas, se sometieron a SDS-PAGE 12% y se transfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa durante dos horas a 200mA. Las bandas donde se 

encuentraban las proteínas de interés se visualizaron con colorante Rojo de Ponceau S y 

se cortaron. Seguidamente, se realizó un preeluído con glicina 100 mM (pH2.5) por 10 

minutos en agitación constante. Luego, se lavaron las membranas con TBS-T 2% por 10 

minutos y se bloquearon con TBS-T 2%, leche 5% durante 1 hora. Los lavados se 

repitieron 3 veces con TBS-T 2% por 10 minutos. Posteriormente, se tomó la membrana 

correspondiente a MBP, se trituró en pequeños trozos y se incubó con el suero (1:5000) 

durante 2 horas en agitación constante. Los anticuerpos no unidos se retiraron por pipeteo 

y se incubaron igualmente, durante 2 horas en agitación constante con la membrana 

correspondiente a MBP-E6VPH16 previamente triturada en pequeños trozos. Pasado este 

tiempo se retiró el suero y se almacenó a -20°C. Finalmente, se lavaron las membranas 

con TBS-T 2% y se monitorearon por espectrofotometría a 280nm hasta lograr una 

absorbancia menor a 1.0. Para eluir los anticuerpos se adicionaron 150 uL de glicina 100 
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mM (pH2.5) y se permitió la interacción con la membrana durante 10 minutos en vórtex. 

Los eluidos obtenidos se neutralizaron con 15uL de Tris-HCl 2M (pH 8.5) y se 

almacenaron a -20°C. (109). 

 

 

5.4  EVALUACIÓN DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE ANTICUERPOS 

 

 

Para evaluar la sensibilidad de los anticuerpos purificados a partir del suero, se expusieron 

a diferentes cantidades de MBP-E6VPH16 (7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250 ng) en un 

ensayo western blot tomando el suero como anticuerpo primario (1:5000 con TBS-T). 

Así mismo, se realizó un segundo western blot usando la mínima cantidad de MBP- 

E6VPH16 detectada en el ensayo anterior y se expuso a diferentes concentraciones del 

suero (en diluciones desde 1:2500 hasta 1:15000 con TBS-T) usándolos igualmente como 

anticuerpo primario y como anticuerpo secundario αIgY acoplado a fosfatasa alcalina. 

Por otro lado, para evaluar especificidad se llevó a cabo el mismo ensayo, pero se 

enfrentaron los anticuerpos presentes en el suero a 250ng de otro tipo de proteínas 

recombinantes. 

Para evaluar los anticuerpos obtenidos a partir de yema de huevo se realizó inicialmente 

una titulación por medio de un ensayo ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) 

indirecto en placa de microtitulación de 96 pozos, tomando como antígeno la proteína 

recombinante (MBP-E6VPH16) previamente preparada en buffer carbonatos 

(carbonato/bicarbonato) 10 ug/mL (pH 9.6); se siembraron 100 ul en cada pozo y se 

incubó a temperatura ambiente durante toda la noche. Posteriormente, se realizó bloqueo 

adicionando 200 uL de PBS 1x Leche 5% por 2 horas a temperatura ambiente. En este 

punto, se adicionaron (como anticuerpo primario) 100 uL de los anticuerpos obtenidos en 

una dilución 1:500 en PBS 1x, dejándolos a temperatura ambiente durante 2 horas. 

Seguidamente, se adicionaron 100 uL del anticuerpo secundario αIgY-HRP (Sigma) en 

dilución 1:10.000 en PBS 1x y se incubaron en las condiciones anteriormente 

mencionadas. Después de cada adición, se realizaron 3 lavados por aspersión usando PBS 

1x. La reacción se reveló adicionando 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido 

sulfónico) (ABTS - Sigma) diluido en peróxido de hidrógeno y buffer citrato-fosfato 

100mM (pH 5); se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente y se detuvo 

adicionando 20uL de SDS 1%. Finalmente, se realizó lectura de la placa a 450nm. (110). 



41 
 

Para determinar sensibilidad de los anticuerpos, estos se prepararon en diluciones seriadas 

1:2000, 1:1000 y 1:500 con PBS 1x y se enfrentaron a diferentes cantidades de las 

proteínas recombinantes (100ng, 250ng y 500ng) en ensayo de ELISA indirecto. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSÓN 

 

 

 
6.1  IDENTIFICACIÓN DE REGIONES CONSERVADAS Y/O INMUNOGÉNICAS 

ENTRE LAS SECUENCIAS DE LA ONCOPROTEÍNA E6 

 

Los tipos de VPH cuya infección al tiempo con los factores epigenéticos mencionados 

anteriormente pueden causar cáncer en el cuello uterino son VPH 16, 18, 26, 31, 33, 35, 

39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 66, 68 y 69 (52,111). Considerando que la oncoproteína E6 es 

una de las sobre expresadas luego de la integración del genoma viral con el de la célula 

huésped (por ende, está presente en etapas avanzadas de la infección) y que sus funciones 

son cruciales y determinantes en el mantenimiento de la inmortalidad celular (112), se 

seleccionó como antígeno para la generación de los anticuerpos policlonales. Es 

importante señalar que anteriormente se han desarrollado varios sistemas de 

inmunodetección que han tomado como blanco esta proteína. No obstante, los anticuerpos 

se han generado contra toda la proteína. En este trabajo se realizó un acercamiento in 

silico para determinar péptidos comunes que permitan la generación de anticuerpos contra 

varios tipos de VPH (113). 

Teniendo en cuenta lo anterior, se tomaron las secuencias proteicas de la oncoproteína E6 

de estos tipos de VPH y se analizaron inicialmente sus características fisicoquímicas 

(tabla 5), encontrando que, en promedio tienen un peso molecular de 18.2 kDa, 153 

aminoácidos y un punto isoeléctrico de 9.1; lo cual, según lo expuesto por Y. Nomine, et 

al. (44), le confiere una superficie positivamente cargada que biológicamente facilita, 

mediante los dedos de zinc, su unión al ADN celular, logrando así la represión 

transcripcional (111). 
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Tabla 5. Características generales a partir de la secuencia proteica de cada E6 
Recopilado de EXPASY’S PROTPARAM. 

 

6.1.1 ANÁLISIS FILOGENÉTICO 

 

Así mismo, se llevó a cabo un análisis filogenético con el fin de establecer la cercanía 

molecular entre las secuencias de las E6 estudiadas y con base en ello, determinar la 

posibilidad de identificar una región conservada, ejecutando un alineamiento entre todas, 

para así, generar un anticuerpo capaz de reconocer los 16 tipos de oncoproteína E6. No 

obstante, este análisis permitió evidenciar que, aunque todos los tipos evaluados 

pertenecen a VPH clasificados dentro del mismo género (α-papilomavirus) por su 

tropismo por el tejido mucoso y cutáneo (26), se agruparon máximo dos tipos de E6 

estrechamente relacionadas e incluso, algunas no se relacionaron con ninguna de las 

secuencias analizadas (figura 15), lo cual cobra sentido al analizar la especie a la que 

pertenece cada tipo analizado, pues en general, aquellas que pertenecen a la misma 

especie, como es de esperar resultaron estrechamente relacionadas. 
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Figura 15. Análisis filogenético de secuencias proteicas de E6 de los 16 tipos de VPH. 
Ejecutado en T-COFFEE. 

 

6.1.2 ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS PROTEICAS 

 

Teniendo presente el resultado anterior, la búsqueda de regiones conservadas se realizó a 

partir de las secuencias E6 estrechamente relacionadas, utilizando la herramienta “Clustal 

omega” que realiza un alineamiento de tipo progresivo, iniciando con la alineación en 

pares de aminoácidos, hasta construir el árbol guía y arrojar el alineamiento, como se 

observa en la figura 16 (86). 

Figura 16. Alineamiento de secuencias proteicas de las E6 de VPH genéticamente más 

cercanas. 

15.1 Alineamiento de E6 VPH 39 y VPH 68. 

Se señala en el recuadro una secuencia consenso de 20 aminoácidos. 
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15.2 Alineamiento de E6 VPH 18 y VPH 45. 

Se señala en el recuadro una secuencia consenso de 20 aminoácidos. 
 

15.3 Alineamiento de E6 VPH 31 y VPH 35. 

Se señala en el recuadro una secuencia consenso de 15 aminoácidos. 
 

15.4 Alineamiento de E6 VPH 33 y VPH 58. 

Se señala en el recuadro una secuencia consenso de 37 aminoácidos. 
 

15.5 Alineamiento de E6 VPH 26 y VPH 69. 

Se señala en el recuadro una secuencia consenso de 22 aminoácidos 
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15.6 Alineamiento de E6 VPH 56 y VPH 66. 

Se señala en el recuadro una secuencia consenso de 21 aminoácidos. 
 

6.1.3 IDENTIFICACIÓN DE PÉPTIDOS INMUNOGÉNICOS 

Por otro lado, a fin de determinar la región a usar como antígeno para la producción de 

los anticuerpos que detecten las E6 que no presentan regiones conservadas con las demás 

estudiadas, se tomaron sus secuencias y se sometieron a un análisis de predicción de 

péptidos con propiedades antigénicas (figura 17), usando la herramienta “Predicting 

Antigenic Peptides” (87), la cual tiene en cuenta propiedades fisicoquímicas de la proteína 

a analizar y calcula los promedios de varios parámetros (como el tamaño total de la 

proteína), en busca de residuos de aminoácidos con propiedades tales como flexibilidad, 

hidrofobicidad y accesibilidad, las cuales se comparan con otros epítopos determinados 

experimentalmente. 

Figura 17. Predicción de regiones antigénicas de la proteína E6. 

En azul: regiones antigénicas. En rojo: región antigénica de mayor longitud. 

A. E6 de VPH 16. B. E6 de VPH 51. C. E6 de VPH 52. D. E6 de VPH 53. 
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Cabe resaltar que tanto las regiones conservadas como las regiones inmunogénicas 

halladas, hacen parte de un motivo estructural importante para el funcionamiento de E6 

correspondiente a dedos de zinc (Cys-X-X-Cys), los cuales son exclusivos para las 

oncoproteínas E6 y E7 del VPH y le permiten interactuar con otras proteínas y con el 

ADN celular, logrando entre otras cosas, impedir la transcripción de los genes supresores 

de tumores (111). 

En atención a los resultados obtenidos en esta primera fase computacional, se podrían 

generar 10 tipos de anticuerpos dirigidos contra péptidos esenciales de la oncoproteína 

E6, altamente expresada en etapas avanzadas de la infección (112); útiles como insumos 

biológicos que podrían constituir una herramienta inmunológica para la detección de los 

16 tipos de VPH alto riesgo más comúnmente relacionados con el desarrollo de CaCU. 

Sin embargo, la fase experimental se abordó con la secuencia correspondiente a la 

oncoproteína E6 de uno de los VPHar más frecuentes en Colombia (VPH16) (114,115), 

resaltando el potencial de ejecutar la fase experimental con cada una de las secuencias 

identificadas, de forma que se puedan generar insumos inmunológicos para la detección 

de estos 16 tipos de VPHar. 

 

 

6.2  OBTENCIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE MBP-E6VPH16 

 

 

Aunque frecuentemente los péptidos se obtienen mediante síntesis química, su 

inmunogenicidad generalmente es baja, y requiere de procesos adicionales, como el 

acople a otras proteínas portadoras o “carriers” o la generación de polímeros del mismo 

péptido (116). En este trabajo se plantea la generación de una proteína fusión 

recombinante para obtener el péptido de interés. 

 

6.2.1 CLONACIÓN DE LA SECUENCIA QUE CODIFICA PARA EL PÉPTIDO DE 

ONCOPROTEÍNA E6 EN VECTOR DE EXPRESIÓN PMALC5X. 

 

 

La oncoproteína E6 elegida para la fase experimental fue la del VPH16; el análisis de su 

secuencia arrojó 6 regiones con determinantes antigénicos, de las cuales se seleccionó 

aquella correspondiente al péptido de mayor longitud (figura 18) para su clonación y 
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expresión recombinante. Este péptido (mencionado de ahora en adelante como 

E6VPH16) está compuesto por 35 aminoácidos, tiene un peso molecular de 4,3 kDa y un 

índice de inestabilidad de 59, es decir, es inestable, según su análisis individual mediante 

la herramienta “Expasy-protparam” (117). 

Figura 18. Predicción de regiones antigénicas de la proteína E6 del VPH16 
Se señala la región correspondiente al péptido de mayor longitud (35 aminoácidos). 

 

 

Considerando estas propiedades de E6VPH16 y teniendo en cuenta que los vectores de 

expresión poseen las herramientas moleculares necesarias para asegurar la producción de 

una proteína en un sistema de expresión seleccionado, siempre y cuando, este sea 

compatible con el vector y la secuencia genética de la proteína quede correctamente 

insertada dentro del mismo (118); se seleccionó el vector pMALc5X (5.677 pb) para la 

clonación de la secuencia codificante de E6VPH16, debido a que este es apto para 

expresión en bacterias, presenta sitio de múltiple cloning con variedad de sitios de 

restricción, otorga resistencia a ampicilina y resulta de gran utilidad en la expresión de 

proteínas pequeñas y péptidos, ya que se expresan junto a una proteína etiqueta de 

aproximadamente 40,4 kDa, que favorece la solubilidad de la proteína recombinante en 

el citoplasma y facilita su purificación (90). El peso molecular de la proteína etiqueta fue 

clave para su elección respecto a otros vectores con características similares como pET- 

SUMO, que otorga un peso adicional de 19 kDa a la proteína de interés, siendo esto poco 

favorable para los ensayos posteriores considerando el tamaño del péptido a expresar. 

El proceso de clonación se presenta en la figura 19; inicialmente se logró la amplificación 

de la secuencia codificante de E6VPH16, usando como plantilla ADN genómico del VPH 

16 extraído de muestras de cepillado cervical, obteniendo una banda de 159pb (19A), lo 

que corresponde al tamaño esperado más las secuencias “linker” y las secuencias 
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necesarias para digestión con las enzimas de restricción (SalI: GTCGAC y EcoRI: 

GAATTC) (19B), las cuales permitieron generar extremos cohesivos tanto en el inserto 

como en el vector de expresión (19C). Obteniendo finalmente, luego de ligación, un 

producto de 5.803pb (19D), correspondiente al vector recombinante pMALc5X – 

E6VPH16. 

Figura 19. Construcción de vector recombinante pMALc5X-E6VPH16 

A. Amplificación de secuencia codificante de E6VPH16 (inserto: 159pb). B. Digestión 

de inserto con EcoRI y SalI. C. Digestión de pMALc5X con EcoRI y SalI. D. Ligación 

de E6VPH16 y pMALc5X. E. Representación del constructo generado (usando 

SnapGene (119)). 
A y B: visualizados en TBE – agarosa (1,5%) y bromuro de etidio. C y D: TBE – agarosa (0,8%) y bromuro de etidio. 

CN: control negativo. GN16: A partir de ADN genómico de VPH16. PM: marcador de peso molecular. 
 

 

 

Transformación y evaluación de colonias E. coli TOP10 

Considerando la necesidad de conservación del vector recombinante generado y su 

disponibilidad para futuros estudios, la transformación se llevó a cabo inicialmente en 

células E. coli TOP10, ya que son ideales para la replicación estable de plásmidos gracias 

a mutaciones como end A1 que reduce la posibilidad de digestión no especifica por 

endonucleasa 1 y rec A1 que implica una menor incidencia de recombinación no 

especifica en ADN clonado (120). 

El crecimiento de colonias en el medio de selección LB-Ampicilina (100 μg/mL) se 

consideró un indicio de transformación exitosa, debido a que el vector otorga resistencia 

a ampicilina (90). No obstante, era necesario corroborar la presencia del fragmento de 

interés (E6VPH16) en dichas colonias, lo cual se confirmó mediante PCR de colonia, que 

permitió evidenciar la amplificación del fragmento de interés en todas las colonias 

evaluadas (121), confirmando así la obtención de colonias E. coli TOP10 – pMALc5X 
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E6VPH16 (figura 20-A), de las cuales se seleccionaron tres colonias para extraer el 

plásmido de interés, cuya integridad se verificó mediante electroforesis en gel de agarosa 

(20B). Finalmente se seleccionó el plásmido recombinante obtenido de la colonia 7 para 

continuar con los ensayos de expresión de la proteína recombinante, previa verificación 

de su identidad mediante secuenciación Sanger, a partir del producto de PCR de dicho 

plásmido (ver anexo 1). 

Figura 20. Obtención y verificación del plásmido recombinante pMALc5X-E6VPH16 

A. Confirmación de colonias E. coli TOP10 – pMALc5X E6VPH16 (amplificado:159pb). 

B. Obtención de plásmido recombinante pMALc5X-E6VPH16. 
A: visualizado en TBE – agarosa (1,5%) y bromuro de etidio. B: TBE – agarosa (0,8%) y bromuro de etidio. 

CN: control negativo. PM: marcador de peso molecular. 
 

Transformación y evaluación de la cepa de expresión E. coli BL21 DE3 

El plásmido recombinante obtenido de la colonia E. coli TOP10 – pMALc5X E6VPH16 

se usó para la transformación de la cepa de expresión, cuya evaluación en medio de 

selección resultó exitosa, obteniendo crecimiento de colonias que, a su vez, se evaluaron 

mediante PCR de colonia (figura 21); lo que permitió la selección de la colonia positiva 

E. coli BL21 DE3 - pMALc5x-E6VPH16 número 8 para llevar a cabo la inducción de la 

expresión de la proteína recombinante MBP – E6VPH16. 

Figura 21. Evaluación de colonias E. coli BL21 DE3 - pMALc5x-E6VPH16, mediante 

PCR (amplificado: 159 pb). 
Visualizado en TBE - Agarosa 1,5% - Bromuro de etidio. CN: control negativo. PM: marcador de peso molecular. 
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6.2.2 EXPRESIÓN DE MBP – E6VPH16 EN E. coli BL21 DE3 

 

 

Como sistema de expresión bacteriano, E. coli es uno de los más usados para la expresión 

de antígenos, presenta ventajas como bajo costo de mantenimiento, respecto a otros 

sistemas como levaduras y células de mamíferos; rápido crecimiento lo que permite 

obtener proteínas en corto tiempo, sencillos requerimientos nutricionales y ambientales y 

variedad de cepas modificadas, vectores y otras herramientas para lograr buenos 

rendimientos en la producción de proteínas recombinantes (122). Particularmente, la cepa 

BL21 (DE3) es deficiente en proteasas, lo cual favorece la expresión de la proteína 

recombinante. De la misma forma, el sistema heterólogo E. coli es muy utilizado para la 

generación de antígenos que no requieren modificaciones postraduccionales complejas 

como epitopes lineales o proteínas virales simples (123), tales como los péptidos 

seleccionados en este trabajo. 

La presencia del operador lac en pMALc5X otorga la posibilidad de controlar la 

producción de la proteína recombinante, permitiendo iniciar su expresión mediante la 

adición del inductor de isopropil-b-D-tiogalactopiranósido (IPTG), el cual, al ser análogo 

de la lactosa, podrá desplazar al represor LacI para dar inicio a la transcripción (124). La 

evaluación de las proteínas presentes en las colonias luego de la adición del IPTG, 

evidenció la expresión prioritaria de la proteína de interés (MBP – E6VPH16) dos horas 

después de la inducción, manteniéndose incluso luego de 16 horas (toda la noche) (figura 

22-A). Considerando este resultado, se determinó que un adecuado tiempo de inducción 

de la proteína es 2 horas, lo cual coincide con lo reportado por Ang. et al. (100), al evaluar 

la expresión de proteína recombinante MBP-P12 en diferentes cepas, bajo diferentes 

condiciones de inducción, determinando que este tiempo de inducción es óptimo para 

obtener altos niveles de expresión. 

El proceso de lisis bacteriana permitió la recuperación de las fracciones de proteínas 

solubles e insolubles, que se evaluaron mediante SDS PAGE 10% (figura 22-B), con el 

fin de determinar la solubilidad de la proteína recombinante, encontrando que MBP- 

E6VPH16 se obtuvo en las dos fracciones. En este punto, es importante resaltar ciertas 

propiedades de la proteína de unión a maltosa (MBP) como su peso molecular, su alto 
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porcentaje de residuos hidrofílicos expuestos y su abundancia de bucles flexibles; las 

cuales, probablemente, son las que le permiten facilitar la solubilidad de la proteína 

fusionada (125). 

Figura 22. Expresión de MBP-E6VPH16. 

A. Evaluación de la expresión de BL21(DE3)-MBP-E6VPH16 (50 kDa). B. Verificación 

de solubilidad de MBP-E6VPH16. 
NI: Colonias no inducidas. ON: Inducción toda la noche-16 horas. PM: marcador de peso molecular FS: fracción 

soluble. FI: fracción insoluble. SDS-PAGE 10% - Azul de Coomassie 

 

 

 

Uno de los problemas más frecuentes en la producción de proteínas recombinantes es la 

agregación de la proteína expresada como cuerpos de inclusión, por ello, la adición de 

proteínas fusión es determinante para obtener la proteína en la fracción soluble (126). En 

el caso de la proteína MBP-E6VPH16, la proteína se encontró en las dos fracciones en 

alta concentración, lo cual permite la purificación a partir de la fracción soluble por 

métodos cromatográficos. 

 

6.2.3 PURIFICACIÓN PARCIAL DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE MBP- 

E6VPH16 MEDIANTE CROMATOGRAFÍA DE AFINIDAD A AMILOSA. 

 

 

Teniendo en cuenta la presencia de MBP-E6VPH16 en la fracción soluble, se optó por 

ejecutar la purificación parcial de la proteína mediante cromatografía de afinidad a 

amilosa. Se presenta a continuación la purificación parcial de la misma usando resina de 

amilosa, con posterior elución mediante adición de buffer de columna suplementado con 

maltosa 20mM (figura 23), donde se evidencia la obtención de MBP-E6VPH16 

parcialmente purificada en los eluídos 1 y 2, evidenciándose con la presencia 

principalmente de la proteína fusión, sobre el peso molecular esperado (50 kDa); 
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adicionalmente, se observa presencia mínima de proteínas contaminantes de mayor peso 

molecular, que podría tratarse de proteínas endógenas de E. coli que poseen una afinidad 

menor a la resina de amilosa, como la proteasa Lon (87.4 kDa) (127) y las proteínas de 

unión a maltosa presentes en E. coli (128). 

 

Figura 23. Evaluación de purificación parcial de MBP-E6VPH16 (50 kDa) mediante 

cromatografía de afinidad a amilosa. 
NU: Proteínas no unidas. L: lavados. E: Eluídos. SDS-PAGE 10% - Azul de Coomassie 

 

 

 

La proteína de unión a maltosa (MBP), se encuentra naturalmente en bacterias Gram- 

negativas, en el citoplasma y más abundantemente en el periplasma. Principalmente, 

actúa como proteína transportadora facilitando la captación y movilización de 

maltodextrinas para su adecuado metabolismo. Su cadena polipeptídica presenta dos 

dominios globulares (lóbulos) conectados por una región bisagra, compuesta por tres 

cadenas polipeptídicas cortas; entre cada lóbulo se presenta una hendidura central que 

contiene el sitio de unión al ligando (maltodextrina o polisacáridos de conformación 

similar). La presencia de maltosa induce un cambio conformacional de la proteína en el 

que cada dominio gira hacia el otro, ocasionando el cierre de la hendidura y la 

consecuente captación del polisacárido, cuya unión se estabiliza mediante la formación 

de puentes de hidrógeno (129). 

Lo anterior constituye la base de la utilidad de la cromatografía de afinidad a amilosa, 

cuyo fundamento radica en que, al ser la amilosa un polímero repetitivo de maltosa, puede 

ser captada por la MBP fusionada a la proteína de interés, quedando retenida en la 

columna. Así mismo, al adicionar el buffer con maltosa, MBP se une con mayor afinidad 

a esta, obteniéndose así en la fracción del eluido (130). 
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El proceso de expresión y purificación parcial se realizó bajo las mismas condiciones para 

la proteína MBP, con el propósito de usarla como control en ensayos posteriores; su 

presencia se corroboró igualmente en la fracción soluble y se logró su purificación parcial, 

como se presenta en la figura 24. 

Figura 24. Expresión y purificación parcial de MBP 

A. Expresión en E. coli  BL21 DE3 de MBP (en azul) y MBP-E6VPH16 (en morado). 

B. Evaluación de purificación parcial de MBP mediante cromatografía de afinidad a 

amilosa. 
NI: Colonias no inducidas. NU: Proteínas no unidas. L: lavados. E: Eluídos. PM: marcador de peso molecular. 

SDS-PAGE 10% - Azul de Coomassie 
 

 

 

Una vez obtenidas las proteínas MBP (44 kDa) y MBP-E6VPH16 (50 kDa) parcialmente 

purificadas, se realizó verificación de identidad mediante inmunodetección por western 

blot, usando como anticuerpo primario un anti MBP (NEB) y como anticuerpo secundario 

anti rabbit- fosfatasa alcalina (Thermo Fisher), evidenciando reconocimiento tanto de la 

proteína recombinante como de la proteína control, ilustrado en la figura 25. 

Figura 25. Inmunodetección de proteínas parcialmente purificadas MBP-E6VPH16 (50 

kDa) y MBP (44 kDa), mediante western blot. 
Nitrocelulosa. Anticuerpo primario: Anti-MBP. Anticuerpo secundario: anti rabbit- fosfatasa alcalina. 
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La eficiencia de la producción de proteínas recombinantes puede variar ampliamente 

dependiendo del sistema de expresión, la proteína específica, las condiciones de cultivo 

y otros factores tales como la concentración de inductor y temperatura. Así, por ejemplo, 

producción altamente optimizada a escala industrial pueden presentar un rango de 

rendimiento típico de 1 a 5 gr/L. Por otro lado, dependiendo del promotor, sin 

optimización los rangos de crecimiento pueden estar por debajo del mg/L (131). 

El rendimiento del proceso de purificación obtenido a partir de la fracción soluble de 

MBP-E6VPH16 y MBP se presenta en la tabla 6. A partir de 100 mL de cultivo celular, 

se obtuvieron 1,4mg y 0,15mg respectivamente, lo cual es consistente con lo reportado 

en el estudio de V. Salema et al. (132) quienes lograron purificar niveles de proteína 

recombinante mayores a 12 mg/L usando MBP como proteína etiqueta. Estas proteínas 

se emplearán como antígeno y proteína control en fases posteriores de este trabajo. 

Tabla 6. Cuantificación de proteína parcialmente purificada. MBP-E6VPH16 

(izquierda). MBP (derecha). 
 

 

 

 

6.3  PRODUCCIÓN DE ANTICUERPOS POLICLONALES 

 

 

 

6.3.1 INMUNIZACIÓN DE MODELO AVIAR CON MBP-E6VPH16 

La producción de anticuerpos se llevó a cabo en modelo aviar (gallinas). Esto, teniendo 

en cuenta las ventajas que presenta frente a otros modelos (ratones y conejos) como: el 

costo de manutención, la facilidad en la toma de la sangría, la posibilidad de obtener IgY 

a partir de la yema de los huevos y la cantidad de IgY producida, correspondiente al 1- 

10% del total de anticuerpos producidos (133). Así mismo, tal como en los otros modelos 

animales,  la  cantidad  de  anticuerpos  producidos  depende  en  gran  medida  de 
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características del antígeno como su peso molecular, su nivel de inmunogenicidad y la 

cantidad de antígeno usado (134). 

Lo anterior fue clave en la selección del método de producción del péptido para la 

inmunización, prefiriendo la tecnología de ADN recombinante frente a métodos típicos 

como la síntesis química, evitándose la necesidad de adicionar otro tipo de moléculas que 

garanticen generación de respuesta inmune e impliquen aumento de costos. Considerando 

ello, la inmunización se realizó con la proteína recombinante MBP-E6VPH16, que 

presenta propiedades consideradas altamente inmunogénicas como: provenir de una 

especie diferente, composición química compleja (alto contenido de residuos hidrofílicos) 

y adecuado peso molecular (entre 5.000 y 100.000 Da) (135); lo cual se corroboró 

mediante búsqueda de regiones inmunogénicas en su secuencia, que arrojó 17 

determinantes antigénicos, como se ilustra en la figura 26, gracias a que MBP actúa como 

portador inmunogénico para péptidos que no lo son por si solos presentan bajos niveles 

de inmunogenicidad (136,137). 

 

Figura 26. Determinantes antigénicos en MBP-E6VPH16. COLORES 
Izquierda: determinantes antigénicos usando la herramienta Predicted Antigenic Peptides: (87), MBP: del 

N.1 al 16 - E6VPH16: N.17. Derecha: modelamiento usando Swiss-Model (138). En morado: 

determinantes antigénicos MBP. En rosado: determinante antigénico E6VPH16. 
 

 

 

 

Adicionalmente, con el fin de reforzar la especificidad de los anticuerpos hacia el péptido 

de interés, la última inmunización se realizó luego de la proteólisis de MBP-E6VPH16 

con Factor Xa, el cual separa a MBP del péptido E6VPH16, como se verificó mediante 

SDS-PAGE 10% (figura 27). 
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Figura 27. Liberación de E6VPH16 a partir de digestión proteolítica con Factor Xa. 

MBP-E6VPH16 (50 kDa), MBP (44 kDa), E6VPH16 (6 kDa) 
SDS-PAGE 10% - Azul de Coomassie 

 

 

 

El protocolo de inmunización empleado permitió la recolección de 6 sangrías tanto para 

la gallina control como para la gallina estudio, correspondientes a: 1 sangría pre inmune 

y 5 sangrías tomadas luego de cada inmunización, recolectando 2mL de suero a partir de 

cada una. Estos sueros en dilución 1:5.000 fueron enfrentados a 250 ng de MBP- 

E6VPH16 en un ensayo de western blot con el fin de evaluar el reconocimiento del 

antígeno (figura 28), encontrando que las IgY presentes en el suero perteneciente a la 

gallina control no presentaron señal de reconocimiento, tal como se esperaba, pues esta 

no fue inmunizada con el antígeno. Igualmente, las IgY presentes en el suero pre inmune 

de la gallina inmunizada (MBP-E6VPH16), tampoco reconocieron el antígeno. Por el 

contrario, las IgY presentes en los sueros de interés no solo demostraron reconocimiento 

del antígeno, sino que también evidenciaron un aumento del nivel de detección a medida 

que avanzó el tiempo de inmunización. 

Figura 28. Evaluación de IgY anti MBP-E6VPH16 presentes en suero mediante 

western blot. 
SNR: Suero no relacionado (gallina control). SPI (S1): Suero pre inmune (gallina estudio). S2: 

Suero día 14. S3: Suero día 21. S4: Suero día 28. S5: Suero día 35. S6: Suero día 42. M: MBP, 

16: MBP-E6VPH16, B: BSA (control negativo). 

Nitrocelulosa. Anticuerpo primario: suero (1:5.000), anticuerpo secundario: anti IgY-fosfatasa alcalina 

(1:10.000). 
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La capacidad de reconocimiento del antígeno por parte de las IgY presentes en los sueros 

se evaluó adicionalmente por ELISA indirecto, buscando corroborar el nivel de detección 

de cada suero recolectado de la gallina inmunizada, enfrentándolos en una dilución 

1:5000 a 500ng de MBP-E6VPH16, evidenciando aumento del nivel de detección del 

antígeno respecto al suero pre inmune (figura 29), teniendo presente que se ha reportado 

que en el modelo aviar empleado, luego de 7 días desde la primera inoculación ocurre 

producción de IgYs (139). 

Figura 29. Evaluación de IgY anti MBP-E6VPH16 presentes en suero mediante ELISA 

indirecto. 
Se presenta el promedio de dos réplicas técnicas. Anticuerpo primario: suero (1:5.000), anticuerpo 

secundario: anti IgY-HRP (1:10.000). 1: Suero pre inmune. 2: Suero día 14. 3: Suero día 21. 4: 

Suero día 28. 5: Suero día 35. 6: Suero día 42. BSA: Control negativo. 
 

 

6.3.2 PURIFICACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE ANTICUERPOS POLICLONALES 

ANTI MBP-E6VPH16 

Purificación de anticuerpos IgY a partir de yema de huevo anti MBP-E6VPH16 

Durante el esquema de inmunización se realizó la recolección de huevos diariamente, con 

el fin de obtener las IgY allí presentes. Teniendo en cuenta que, en general, las IgM e IgA 

prevalecen en la clara de los huevos y las IgY son predominantes en las yemas (134), se 

realizó la purificación con sulfato de amonio al 35% de las proteínas presentes en la yema 

de todos los huevos y se evaluó el proceso (para uno de los huevos seleccionado al azar) 

mediante SDS-PAGE 12% (figura 30-A). Adicionalmente, se seleccionaron tres huevos 

(uno del inicio, uno de la mitad y uno del final del esquema de inmunización) para 

verificar mediante dot blot, el reconocimiento del antígeno por parte de las IgY (figura 

30-B), posterior al proceso de purificación. 
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Figura 30. Purificación de IgY anti MBP-E6VPH16 a partir de huevos. 

A. Evaluación del proceso de purificación mediante precipitación con sulfato de amonio 

al 35%. 
(SDS-PAGE 12% - Azul de Coomassie). PT: proteínas totales. FI: fracción insoluble. FS: fracción soluble. Morado: 

huevo de gallina inmunizada con MBP-E6VPH16. Azul: huevo de gallina control. Se señala con puntos azules las 

cadenas pesadas (68kDa) y cadenas livianas (27 kDa). 

B. Evaluación de reconocimiento de MBP-E6VPH16 con IgY purificadas a partir de las 

yemas y sueros, mediante dot blot. 
Nitrocelulosa. Anticuerpo primario: suero (1:5.000), anticuerpo secundario: anti IgY-fosfatasa alcalina (1:10.000). 

 

 

Una vez verificada la purificación de las IgY presentes en la yema de los huevos, se 

evaluó mediante ELISA indirecto su capacidad de reconocimiento usando como antígeno 

500 ng de MBP-E6VPH16, como anticuerpo primario las IgY de cada huevo (1:500) y 

como anticuerpo secundario anti IgY-HRP (1:10.000), permitiendo así, la selección del 

huevo con las IgY con mayor nivel de reconocimiento del antígeno para los ensayos 

posteriores. Adicionalmente, se estimó la concentración (mg/mL) aproximada de las IgY 

purificadas de cada huevo mediante espectrofotometría a 280nm (figura 31). 

Figura 31. Evaluación de la producción de IgYs anti MBP-E6VPH16 presentes en 

huevos durante el esquema de inmunización. 
Barras: absorbancia a 280nm, cuantificación de proteínas precipitadas con sulfato de amonio (35%). 

Línea de tendencia: absorbancia a 405nm, estimación de anticuerpos específicos mediante ELISA 

indirecto. Línea vertical punteada indica los días de inoculación. 
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Tal como se mencionó anteriormente, las IgY aviares se transfieren desde el torrente 

sanguíneo hasta la yema del huevo, donde se almacenan para proporcionar protección al 

embrión. Se han reportado concentraciones de IgY en yema entre 7 y 15 mg/mL (139). 

En este estudio, la concentración aproximada de IgY en cada huevo es concordante con 

dichos reportes. No obstante, es necesario resaltar que este tipo de factores como la 

concentración de inmunoglobulinas es muy cambiante, pues es directamente dependiente 

de factores como la raza, edad y el tipo y cantidad de antígeno inoculado (140). 

De la misma forma, el perfil de reconocimiento del antígeno (MBP-E6VPH16) demuestra 

aumento en el nivel de detección proporcional al aumento de días de inoculación, 

evidenciando en el último refuerzo una reactivación del nivel de reconocimiento y 

presentando comportamientos similares respecto a otros procesos de producción de 

anticuerpos realizados previamente en nuestro grupo de investigación LIBBIQ (con 

antígenos más complejos y de mayor peso molecular) que generalmente abarcan entre 31 

y 33 días de inoculación (141,142). 

 

 

Purificación de anticuerpos IgY por afinidad a los antígenos MBP y E6VPH16 

 

 

Teniendo en cuenta que el antígeno utilizado para la inmunización fue MBP-E6VPH16, 

es de esperar que se generen anticuerpos policlonales que reconozcan MBP y anticuerpos 

policlonales que reconozcan el péptido E6VPH16. Con el propósito de obtener las IgY 

que presenten mayor afinidad para E6VPH16, se sometió el suero que evidenció mayor 

reconocimiento de MBP-E6VPH16 (figura 28) en una dilución 1:5.000 a una purificación 

por afinidad utilizando 500ng de MBP previamente inmovilizada sobre nitrocelulosa, 

como se describió en 5.3.2 e igualmente se purificó por afinidad empleando 500ng del 

péptido E6VPH16 inmovilizado. Los eluidos obtenidos de cada purificación se 

emplearon en el reconocimiento de los antígenos respectivamente, mediante western blot 

(figura 32). 

 

 

Figura 32. Evaluación mediante western blot de las IgYs purificadas anti MBP y anti 

MBP-E6VPH16 por afinidad al antígeno. 
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Nitrocelulosa: 250 ng de antígeno: MBP (44 kDa) en verde y MBPE6VPH16 (50 kDa) en morado, PM 

(marcador de peso molecular preteñido), anticuerpo primario: A. anti MBP B. anti MBP-E6VPH16 

(1:5.000), anticuerpo secundario: anti IgY-fosfatasa alcalina (1:10.000). 
 

 

 

 

Considerando los antígenos utilizados, el proceso de purificación no permitía aislar los 

anticuerpos específicos dirigidos hacia el péptido E6VPH16, ya que no se utilizó el 

péptido aislado. No obstante, se esperaba que el tratamiento con MBP enriqueciera la 

fracción de anticuerpos contra E6VPH16 (figura 32). No se observan diferencias en 

cuanto a especificidad, indicando que no se lograron neutralizar los anticuerpos contra 

MBP con este tratamiento. Se abordó una segunda estrategia para optimizar estos 

resultados empleando el protocolo de purificación propuesto por Benet C. et al. en el cual 

se realiza una primera separación de anticuerpos inespecíficos dirigidos a antígenos no 

diana, donde previo a enfrentar el suero al antígeno diana fijado en la membrana de 

nitrocelulosa se realizó una preincubación con la muestra que contenía antígenos no 

diana, esto con el fin de remover los anticuerpos que no son de interés (143). Teniendo 

en cuenta lo anterior, se modificó el protocolo de purificación de anticuerpos por afinidad 

al antígeno, realizando una preincubación del suero diluido 1:5.000 con 500 ng de MBP 

en solución durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación constante. 

Posteriormente, se continuó el protocolo tal como se había realizado previamente. 

En la figura 33 se presenta la evaluación del proceso mediante western blot, evidenciando 

que se logró un reconocimiento específico por el antígeno de interés (E6VPH16) y por la 

MBP. Estos anticuerpos se emplearán en ensayos posteriores de caracterización. 
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Figura 33. Evaluación de IgY purificadas por afinidad al antígeno, previa incubación 

con antígeno no diana en solución, mediante western blot. 
A. Inmunodetección de MBP (44kDa) IgYs eluidas de purificación con MBP. B. 

Inmunodetección de MBP-E6VPH16 (50kDa) IgYs eluidas de purificación con MBP-E6VPH16. 
Nitrocelulosa: 250 ng de antígeno, anticuerpo primario: suero enfrentado a MBP y suero enfrentado a MBP-E6VPH16 

(1:5.000), anticuerpo secundario: anti IgY-fosfatasa alcalina (1:10.000). 

 

 

Los anticuerpos generados contra MBP, aunque inicialmente vistos como contaminantes, 

pueden ser considerados herramientas inmunológicas valiosas, ya que permiten el 

reconocimiento de proteínas recombinantes asociadas a MBP y serán insumos de utilidad 

en estudios a futuro. 

 

 

6.4  EVALUACIÓN DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LOS 

ANTICUERPOS POLICLONALES ANTI MBP-E6VPH16 

 

Con el fin de determinar el menor título de anticuerpos capaz de reconocer la menor 

concentración de antígeno se evaluaron mediante western blot los IgY que presentaron 

mayor afinidad por E6VPH16 previamente purificados y mediante ELISA indirecto los 

IgY presentes en el huevo que evidenció el mayor nivel de reconocimiento del antígeno 

en los ensayos previos. Lo anterior con el propósito de evaluar la capacidad de 

reconocimiento de epítopos lineales y conformacionales (figura 34). 

Figura 34. Evaluación de sensibilidad de anticuerpos policlonales anti MBP-E6VPH16 

en suero, mediante western blot. 

A. Nitrocelulosa: anticuerpo primario: IgY anti MBP-E6VPH16 (1:5.000), anticuerpo 

secundario: anti IgY-fosfatasa alcalina (1:10.000). B. Nitrocelulosa. Antígeno: 7,8ng de 
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MBP-E6VPH16 (50 kDa), anticuerpo primario: IgY anti MBP-E6VPH16 en diluciones 

1:5.000, 1:7.500, 1:10.000 y 1:15.000, anticuerpo secundario: anti IgY-fosfatasa 

alcalina (1:10.000). PM: Marcador de peso molecular preteñido 
 

 

Estos ensayos permitieron determinar que las IgY generadas tienen la capacidad de 

reconocer hasta 7,8ng de MBP-E6VPH16 al ser empleados en una dilución 1:5000 (figura 

34-A). Así mismo, tienen la capacidad de reconocer mínimo 7,8ng de MBP-E6VPH16 en 

una dilución de hasta 1:10.000 (figura 34-B). 

Por su parte, el ensayo ELISA indirecto permitió determinar que se logra un 

reconocimiento adecuado y suficiente de 500ng de MBP-E6VPH16 usando como 

anticuerpo primario las IgY recuperadas de huevo en una dilución 1:1.000 (figura 35), lo 

cual coincide con los resultados obtenidos en estudios previamente realizados en nuestro 

grupo de investigación LIBBIQ, en donde se detectan 500ng de antígeno por parte de las 

IgY purificadas de huevo en una dilución 1:500 (141,142). 

Figura 35. Evaluación de condiciones óptimas de reconocimiento de MBP-E6VPH16 

por parte de las IgY en huevo, mediante ELISA indirecto 
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Evaluación de especificidad de los anticuerpos policlonales anti MBP-E6VPH16 

 

 

El grado de especificidad de los IgY anti MBP-E6VPH16 se evaluó mediante western 

blot enfrentándolos a a BSA (como control negativo) y a diferentes proteínas 

recombinantes previamente producidas en nuestro grupo de investigación (LIBBIQ) que 

contaban bien sea, con la etiqueta 6xHis o las dos etiquetas 6xHis-SUMO (figura 36). Las 

proteínas etiquetadas con 6xHis, corresponden a la proteína verde fluorescente (EGFP) 

(144), la T4Ligasa y SpCas9 (145) y la que cuenta con el tag 6xHis-SUMO es la 

triparedoxina de Leishmania braziliensis (146), Este ensayo permitió determinar que los 

IgY anti MBP-E6VPH16 generados no presentan reactividad cruzada con las proteínas 

recombinantes evaluadas. 

Figura 36. Evaluación de reconocimiento cruzado de anticuerpos policlonales anti 

MBP-E6VPH16 en suero, mediante western blot. 
Nitrocelulosa. Antígeno 250ng (1: 6xHis-EGFP (30kDa), 2: SpCas9 -6xHis (158 kDa), 3: T4ligasa (95 

kDa), 4: 6xHis-SUMO-LbTXN (37 kDa), 5: MBP-E6VPH16 (50 kDa), 6: BSA (66 kDa)), anticuerpo 

primario: IgY anti MBP-E6VPH16 (1:5.000), anticuerpo secundario: anti IgY-fosfatasa alcalina 

(1:10.000). 
 

 

Así pues, se puede afirmar que el abordaje de la tecnología de ADN recombinante para 

la producción del antígeno a inocular en modelo aviar fue una estrategia costo efectiva 

comparado con otras estrategias como la síntesis química, que implicaría costos 

adicionales necesarios para asegurar la inmunogenicidad como la conjugación péptido- 

proteína transportadora (147). Adicionalmente, la proteína recombinante producida 

(MBP-E6VPH16) fue un excelente punto de partida para la obtención de anticuerpos que 

reconocen el péptido E6VPH16 en forma específica, como se evidenció con el protocolo 

de neutralización de los anticuerpos anti MBP. 
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Cabe resaltar que, partiendo de 150 μg de antígeno inoculado, la cantidad de IgYs totales 

generadas en promedio para cada huevo fue aproximadamente 25 mg/huevo, lo que 

inicialmente podría considerarse como una baja cantidad respecto a las reportadas para 

inmunizaciones con otro tipo de proteínas, las cuales oscilan entre 50 y 150 mg/huevo 

(148). No obstante, es necesario resaltar que las IgY de este trabajo se generaron a partir 

de un péptido, por lo que la cinética de producción de anticuerpos no es comparable. Por 

otro lado, las cantidades reportadas para producción de anticuerpos a partir de péptidos, 

donde generalmente se requieren entre 5 y 20mg de péptido unido a una proteína 

transportadora, oscilan entre 0,5 y 5 mg/huevo (149) 

Finalmente, las herramientas biotecnológicas aplicadas permitieron la generación de 

bioinsumos tales como el vector recombinante, el antígeno recombinante, y los 

anticuerpos (IgY), que no solo constituyen un recurso para el desarrollo de este trabajo, 

sino también para escalar su aplicación a otro tipo de metodologías, como el empleo de 

la proteína recombinante en la selección de aptámeros que permitan identificar otro tipo 

de moléculas para el reconocimiento y detección de estos tipos de VPH. 
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7. CONCLUSIONES 

 

 
Este trabajo permitió la generación de bioinsumos para la inmunodetección de la 

oncoproteína E6 del VPH16 en modelo aviar, mediante el uso de la tecnología de ADN 

recombinante. Adicionalmente, se identificaron regiones de la oncoproteína E6 de los 

otros 15 tipos de VPH alto riesgo, de manera que sea posible mediante la aplicación de la 

misma estrategia, la generación de los bioinsumos necesarios para el ensamble de una 

herramienta de inmunodetección del Virus del Papiloma Humano, indicando el posible 

desarrollo de lesiones precancerosas en el cuello uterino. 

Conclusiones específicas de cada apartado 

 

Mediante aplicaciones bioinformáticas se identificaron 6 regiones conservadas entre las 

oncoproteínas E6 de 12 tipos de VPH y 4 regiones inmunogénicas de las E6 

pertenecientes a otros 4 tipos de VPH, lo que permitiría la generación de 10 tipos de 

anticuerpos policlonales con capacidad de reconocimiento de los 16 tipos de VPH capaces 

de desencadenar cáncer de cuello uterino. 

Usando tecnología de ADN recombinante se generó el vector recombinante pMALc5X- 

E6VPH16 útil para transformación de sistema de expresión bacteriano, otorgando 

resistencia a ampicilina y la información genética necesaria para la expresión de la 

proteína recombinante MBP-E6VPH16. 

Se generó la cepa de mantenimiento E. coli TOP10-pMALc5X-E6VPH16 para 

conservación del vector de expresión pMALc5X-E6VPH16. Así mismo, se generó la 

cepa de expresión E. coli BL21DE3 - pMALc5X-E6VPH16 capaz de expresar con un 

rendimiento de 14,5 mg/L a partir de 100mL de cultivo, la proteína recombinante MBP- 

E6VPH16 que fue purificada mediante cromatografía de afinidad a amilosa y constituyó 

el bioinsumo determinante en la generación del bioinsumo inmunológico, usándola como 

antígeno para la inmunización del modelo aviar. 

Así mismo se generó la cepa de expresión E. coli BL21DE3 - pMALc5X que permitió la 

producción de la proteína recombinante MBP, que luego de su purificación mediante 

cromatografía de afinidad a amilosa fue útil como control en los ensayos de 

innmunodetección y purificación de anticuerpos por afinidad al antígeno. 
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Gracias a la inmunización del modelo aviar se generaron anticuerpos policlonales IgY, 

obtenidos a partir de la recolección de sangre y huevos de este modelo. La evaluación de 

estos anticuerpos mediante ensayos de western blot y ELISA indirecto permitió confirmar 

su capacidad de reconocimiento de la proteína recombinante MBP-E6VPH16 y su 

caracterización en cuanto a sensibilidad y especificidad determinó que poseen capacidad 

de detección de la proteína recombinante MBP-E6VPH16 en una mínima concentración 

de 7,8ng en una dilución de hasta 1:10.000 y no presentan reactividad cruzada con otras 

proteínas recombinantes producidas en el grupo de investigación LIBBIQ. 

La cantidad de anticuerpos IgY anti MBP-E6VPH16 generados se puede considerar 

elevada respecto a las cantidades reportadas de IgY producidas en modelo aviar a partir 

de la inmunización con otro tipo de péptidos. 

La purificación por afinidad al antígeno de los anticuerpos policlonales IgY generados 

permitió la obtención de anticuerpos policlonales con mayor afinidad a la proteína MBP, 

que pueden ser usados en otro tipo de investigaciones que requieran ensayos de 

inmunodetección de esta proteína. 

 

 

7.1  PERSPECTIVAS 

 

 

Se plantea como la continuidad de este trabajo, la generación de los bioinsumos (vectores 

recombinantes, proteínas recombinantes y anticuerpos policlonales IgY) útiles para la 

detección de la oncoproteína E6 de los demás tipos de VPH de alto riesgo capaces de 

generar cáncer de cuello uterino. 

Considerando las cantidades de anticuerpos policlonales IgY obtenidos, se sugiere la 

purificación de la totalidad de los anticuerpos generados, de manera que se tengan 

disponibles en el grupo de investigación para los ensayos iniciales de la cromatografía de 

flujo lateral. 

Así mismo, se plantea la posibilidad de escalar la aplicación de la proteína recombinante 

producida (MBP-E6VPH16) a otro tipo de metodologías, como la selección de aptámeros 

para la identificación de otro tipo de moléculas útiles en el reconocimiento y detección 

de estos tipos de VPH. 
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ANEXOS 

 

 
Anexo N.1 Secuenciación Sanger inserto E6VPH16 a partir de amplificado de 

pMALc5X-E6VPH16. 
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