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Resumen 

La tecnología phage display se ha constituido como una alternativa para la producción de 

anticuerpos recombinantes monoclonales (rmAbs) de alta calidad. En este trabajo, empleando 

el modelo aviar, se realizó una primera aproximación a la producción local de herramientas 

de importancia para la investigación científica en Colombia como los rmAbs desde IgYs para 

la detección de proteínas clínicamente importantes. En este caso, se utilizaron como antígenos 

los dominios N-terminal (NTD) y el dominio de unión al receptor (RBD) de la proteína Spike 

(S) de SARS-CoV-2. Estos dominios se expresaron en el sistema heterólogo de E. coli y se 

purificaron a partir de cuerpos de inclusión. Las proteínas recombinantes obtenidas (6xHis-

SUMO-NTD y 6xHis-SUMO-RBD) fueron inoculadas en gallinas Hy-Line Brown siguiendo un 

esquema de inmunización previamente estandarizado. Durante el proceso de inmunización, 

se recolectaron huevos y sangrías con el objetivo de evaluar los anticuerpos policlonales 

(pAbs) allí presentes. Esto, permitió establecer que los IgYs de los últimos sueros de cada 

animal permitieron la detección de hasta 15,6ng de 6xHis-SUMO-NTD y 7,8ng de 6xHis-SUMO-

RBD respectivamente. Los ensayos de especificidad evidenciaron el reconocimiento cruzado 

de otras proteínas recombinantes que cuentan con las etiquetas 6xHis o 6xHis-SUMO, 

indicando que en el proceso de inmunización se generaron anticuerpos contra dichas 

etiquetas. Con base en esto, se estableció que los dominios NTD y RBD expresados pueden 

funcionar como proteínas transportadoras o carrier de las etiquetas que se desempeñarían 

como haptenos. Por otro lado, una vez se finalizó el esquema de inmunización, se sacrificaron 

los animales para obtener los bazos a fin de extraer ARN. Luego, se sintetizó ADN 

complementario (ADNc) desde el cuál se amplificaron las regiones encargadas de codificar las 

cadenas variables ligeras (VL) y pesadas (VH) de las IgYs. Estas regiones fueron clonadas en el 

fásmido pSEX81 que cuenta con la secuencia codificante de una proteína de cobertura (pIII) 

del bacteriófago M13 a la cual se acoplan VL y VH. De esta forma, se construyeron librerías de 

un tamaño de 6,25x106 cfu para NTD y de 3,75x106 cfu para RBD. Células E. coli TG1 fueron 

transformadas por electroporación con los constructos obtenidos (pSEX81-ScFv) para el 
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antígeno 6xHis-SUMO-RBD e infectadas con el hiperfago M13K07ΔPIII. Finalmente, después 

de llevar a cabo las rondas de biopanning, se obtuvo la librería a partir de la cual se han aislado 

clones específicos que reconocen a 6xHis-SUMO-RBD que podrán ser caracterizados y 

empleados en la producción de los rmAbs. 

 

 

Palabras clave: Phage display, librerías de fagos, Spike, SARS-CoV-2, anticuerpos 

recombinantes.  
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Abstract 

Phage display technology has become an alternative to produce high-quality recombinant 

monoclonal antibodies (rmAbs). In this work, using the avian model, we made a first approach 

to the local production of important tools for scientific research in Colombia such as rmAbs 

from IgYs for the detection of clinically important proteins. In this case, the N-terminal 

domains (NTD) and receptor-binding domain (RBD) of the SARS-CoV-2 Spike (S) protein were 

used as antigens. These domains were expressed in the E. coli heterologous system and 

purified from inclusion bodies. The recombinant proteins obtained (6xHis-SUMO-NTD and 

6xHis-SUMO-RBD) were inoculated into Hy-Line Brown hens following a previously 

standardized immunization scheme. During the immunization process, eggs and sera were 

collected in order to evaluate the polyclonal antibodies (pAbs) present there. This allowed us 

to establish that the IgYs from the last collected sera of each animal allowed the detection of 

up to 15.6ng of 6xHis-SUMO-NTD and 7.8ng of 6xHis-SUMO-RBD respectively. The specificity 

assays evidenced the cross recognition of other recombinant proteins that have the 6xHis or 

6xHis-SUMO tags, indicating that antibodies against these tags were generated in the 

immunization process. Based on this, it was established that the expressed NTD and RBD 

domains can function as transporter proteins or carriers of the tags that would act as haptens. 

On the other hand, once the immunization scheme was completed, the animals were sacrificed 

to obtain the spleens in order to extract RNA. Then, complementary DNA (cDNA) was 

synthesized from which the coding regions for the variable light (VL) and heavy (VH) chains 

of the IgYs were amplified. These regions were cloned in the phasmid pSEX81 that has the 

coding sequence for a coat protein (pIII) of the M13 bacteriophage to which VL and VH are 

coupled. In this way, libraries with a size of 6.25x106 cfu for NTD and 3.75x106 cfu for RBD 

were built. E. coli TG1 cells were transformed by electroporation with the constructs obtained 

(pSEX81-ScFv) for the 6xHis-SUMO-RBD antigen and infected with the M13K07ΔPIII 

hyperphage. Finally, after carrying out the rounds of biopanning, a library was obtained from 

which specific clones that recognize 6xHis-SUMO-RBD have been isolated, which can be 

characterized and used in the production of rmAbs. 

 

Keywords: Phage display, phage libraries, Spike, SARS-CoV-2, recombinant antibodies. 
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Introducción 

Los anticuerpos, también conocidos como inmunoglobulinas (Igs), son proteínas globulares 

encontradas en el plasma sanguíneo de vertebrados que responden a agentes extraños 

denominados antígenos (1–3). Son producidos in vivo por los linfocitos B; células capaces de 

generar múltiples clones que reconocerán diferentes epítopos de un mismo antígeno, 

formando un conjunto de anticuerpos policlonales (pAbs) (1). Las Igs constan de dos cadenas 

pesadas (H) y dos cadenas livianas (L) unidas por enlaces disulfuro (1,4).  De acuerdo con las 

diferencias estructurales y funcionales que presentan, los anticuerpos se han clasificado en 

isotipos (1,5). En mamíferos, se han identificado 5 isotipos de Igs; IgM, IgG, IgD, IgA e IgE 

(1,2,6). En el caso de aves, reptiles, anfibios y peces pulmonados, se ha encontrado que el 

isotipo IgY es la principal inmunoglobulina que se encuentra en la sangre y en la fracción fluida 

de los huevos (6,7).  

Además del importante papel que tienen los anticuerpos a nivel biológico, su potencial como 

herramienta en la investigación científica se ha explotado ampliamente al ser utilizados en 

aplicaciones clínicas, terapéuticas, analíticas, en ensayos preparativos y de detección (3). 

Aunque el método de hibridoma se ha desarrollado para la producción de anticuerpos 

monoclonales (mAbs) se considera un proceso demandante, requiere de personal altamente 

capacitado e involucra sistemas in vivo e in vitro (3). Considerando estas limitaciones, en las 

últimas décadas se ha desarrollado una estrategia alternativa para la producción de mAbs 

denominada phage display (8).  

En 1985, George Smith desarrolló la tecnología de phage display (9) como una estrategia para 

expresar polipéptidos en la superficie de bacteriófagos filamentosos lisogénicos (10,11). 

Posteriormente, se exploró el potencial de esta técnica para expresar y aislar fragmentos de 

anticuerpos presentándolos en la superficie de bacteriófagos que serían denominados 

anticuerpos monoclonales recombinantes (rmAbs) (11), (12). De forma paralela, se han 

generado formatos más pequeños de anticuerpos como los Fv (fragmentos variables VL o VH), 
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scFv (fragmentos variables de una sola cadena), Fab (fragmento de unión al antígeno), entre 

otros (13,14). Este tipo de fragmentos son propicios para este método ya que mantienen la 

capacidad de unión al antígeno, su pequeño tamaño puede mediar el reconocimiento de 

regiones crípticas del antígeno y facilita su expresión en el sistema bacteriano (13–15). La 

estrategia de phage display para la producción de rmAbs, consiste en modificar una proteína 

de envoltura de un bacteriófago (proteína III – pIII) para generar la expresión de secuencias o 

fragmentos peptídicos aleatorios de anticuerpos en la cubierta del virus (16). Para esto, se 

requiere la inmunización de un animal con el antígeno, aislar el ARN mensajero (ARNm) de los 

linfocitos B del bazo (8,11). Luego, el ARNm se debe retrotranscribir a ADN complementario 

(ADNc) para así, amplificar las regiones variables ligeras (VL) y variables pesadas (VH) de los 

anticuerpos que serán clonadas en un fásmido (8,11). Finalmente, la librería se somete a un 

proceso de selección (biopanning) para identificar clones de interés (17). Una vez obtenidos 

los anticuerpos con mayor afinidad, estos pueden ser evaluados mediante un ensayo de 

inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA). Aunque generalmente se utilizan modelos 

murinos para el proceso de inmunización al ejecutar esta tecnología, se ha reportado 

recientemente que emplear organismos aviares se considera simple, eficiente (18) y ha 

permitido la producción de mAbs para la detección y tratamiento de enfermedades como el 

parvovirus canino (19), la detección de toxinas (20) y patógenos (21) exhibiendo un potencial 

equiparable al de otros modelos.  

Teniendo en cuenta el potencial de la tecnología phage display y considerando el elevado costo 

que representa la adquisición de anticuerpos comerciales o el acceso a servicios de producción 

y evaluación de mAbs, bien sea mediante hibridoma o phage display, se resalta la necesidad de 

implementar alternativas locales que aumenten la capacidad de detección de moléculas de 

interés en Colombia. Esto permitiría mitigar la demanda de recursos importados y 

representaría una disminución en los costos facilitando el acceso a herramientas 

fundamentales para la investigación científica. Por lo tanto, en este trabajo se busca llevar a 

cabo una aproximación a la implementación de la tecnología phage display en modelo aviar 

como el primer paso en el desarrollo de una forma local y alternativa de producción de rmAbs 

que faciliten la detección de proteínas de importancia clínica u organismos patogénicos. Para 

esto, se empleará como antígeno la proteína Spike (S) de SARS-CoV-2. 

 

 



 

1. Marco teórico 

1.1 Respuesta inmune 

 

El sistema inmune funciona como un mecanismo de defensa encargado de responder a la 

presencia de elementos extraños que pueden representar una amenaza para un organismo (1). 

Existen diferentes niveles de defensa dentro de este sistema que actúan en circunstancias 

particulares. Por un lado, la inmunidad innata está mediada por un conjunto de células 

previamente dispuestas a reaccionar rápidamente ante un evento infeccioso o que involucre 

el contacto con agentes extraños (1). Por otro lado, la inmunidad adaptativa constituye una 

respuesta específica que involucra la interacción de un antígeno concreto con determinados 

receptores presentes en células T o células B (22). Los linfocitos T se encargan de reconocer 

antígenos que ya han sido identificados por componentes de la inmunidad innata y, 

posteriormente, favorecen la maduración de los linfocitos B que se encargarán de producir 

anticuerpos específicos para mediar el reconocimiento específico del antígeno identificado. De 

esta forma, la inmunidad adaptativa se ha clasificado en inmunidad humoral, que depende de 

las células B, e inmunidad celular que se relaciona con las células T (22). 

1.1.1 Anticuerpos 

Los anticuerpos, también conocidos como inmunoglobulinas (Igs), son proteínas globulares en 

forma de Y encontradas en el plasma sanguíneo de vertebrados que responden a agentes 

extraños denominados antígenos (1–3). Las Igs constan de dos cadenas pesadas (H) y dos 

cadenas livianas (L) unidas por enlaces disulfuro (1,4). En mamíferos, una cadena L típica 

puede ser de tipo 𝜅 o 𝜆 y pesa aproximadamente 25 kDa, la cadena H pesa 55 kDa, y cada una 

de las cadenas (L y H) presenta un dominio variable (VL y VH) en el extremo N-terminal, y uno 

o más dominios constantes (C) en el C-terminal (Figura 1-1) (4). Generalmente, las Igs con tres 

dominios C en la cadena H presentan una región bisagra que separa ligeramente el primer 
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(CH1) y segundo (CH2) dominio C (4). Los anticuerpos cuentan con dos regiones denominadas 

fragmento de unión al antígeno (Fab) y fragmento cristalizable (Fc) (1,3–5). Fab conforma la 

región compuesta por un dominio constante y el dominio variable de las cadenas H y L, 

mientras que Fc incluye las demás regiones constantes de ambas cadenas (Error! Reference 

source not found.) (4). Esta configuración determina la función de cada uno de los 

fragmentos; Fab se encarga de reconocer y unirse al antígeno, y Fc media la función efectora 

de los anticuerpos (3). De esta forma, la interacción anticuerpo - antígeno se lleva a cabo por 

medio del parátopo, presente en la región V de la inmunoglobulina, que reconocerá el epítopo 

en el antígeno (4).  

 

Figura 1-1: Estructura de un anticuerpo. En azul se representan las cadenas pesadas (H), en 

verde las cadenas livianas (L). En tonos más claros se muestran las regiones variables (VL y VH) 

de cada cadena. En tonos oscuros se pueden observar los dominios constantes; cada cadena H 

presenta 3 dominios C (CH), mientras que la cadena liviana solo cuenta con uno de ellos (CL). 

En rojo se resalta la región bisagra entre CH1 y CH2. En naranja se indican los puentes disulfuro 

que estabilizan toda la estructura del anticuerpo. Figura diseñada en Biorender. 

 

1.1.2 Clasificación de los anticuerpos 

De acuerdo con las diferencias estructurales y funcionales que presenta la región C de la 

cadena H, los anticuerpos se han clasificado en isotipos (1,5). En mamíferos, se han identificado 
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5 isotipos de inmunoglobulinas; IgM, IgG, IgD, IgA e IgE capaces de ejecutar funciones efectoras 

diferentes y en zonas anatómicas específicas (Tabla 1-1) (1,2,6). En el caso de aves, reptiles, 

anfibios y peces pulmonados, se ha encontrado que el isotipo IgY es la principal 

inmunoglobulina que se encuentra en la sangre y en la fracción fluida de los huevos (6,7). 

Debido a que las IgYs presentan características de un anticuerpo típico, como la forma de Y, la 

presencia de 4 cadenas polipeptídicas; 2 livianas y 2 pesadas, se estableció que correspondían 

a un tipo de IgGs (Figura 1-2A) (7,23). Sin embargo, a pesar de las similitudes se determinó 

que las IgYs presentan un mayor tamaño debido a que cuentan con un dominio extra en la 

cadena pesada, es decir que las IgYs presentan 4 regiones constantes mientras que las IgGs 

presentan 3 (7,23). Además, las IgYs son menos flexibles debido a que carecen de la región 

bisagra como en el caso de las IgEs de mamíferos, lo cual las puede hacer menos propensas a 

la degradación proteolítica (Figura 1-2A) (23). Gracias a estas características, el término IgY 

fue aceptado para este tipo particular de anticuerpos y se ha establecido que corresponden a 

los precursores evolutivos de las IgGs e IgEs de mamíferos (23). 

Tabla 1-1: Isotipos de inmunoglobulinas en mamíferos. Inspirada en (1), figuras tomadas de 
Biorender. 

Isotipo Ubicación Función 

 
IgM 

Superficie de células B y suero 
Receptor de antígeno y activación 

del complemento 

 
IgG 

Abundante en suero, capaz de 
atravesar la placenta y llegar al 

feto 

Opzonización, activación del 
complemento, citotoxicidad, 

inmunidad neonatal 

 
IgD 

Superficie de células B Receptor de antígeno 

 
IgA 

Mucosas Inmunidad en mucosas 

 
IgE 

Mastocitos y basófilos 
Inmunidad frente a parásitos y 

alérgenos 
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Por otro lado, se ha identificado una subclase de anticuerpos en el grupo de los camélidos 

(camellos, alpacas y llamas) y peces cartilaginosos como tiburones que se han denominado 

anticuerpos de cadena pesada (HCAbs por anticuerpos de cadena pesada) debido a que no 

presentan cadenas livianas ni el dominio C1 de la cadena pesada, correspondiendo únicamente 

a un dominio VH (14,24). Los HCAbs también reciben el nombre de nanobodies, 

particularmente VNAR en el caso de peses cartilaginosos (Figura 1-2B) y VHH en el caso de los 

camélidos (Figura 1-2C) (14,15). 

Figura 1-2: Estructuras de otros anticuerpos. A. Estructura de IgYs, en verde se muestran las 

cadenas pesadas conformadas por 4 regiones constantes (CH1-CH4) y una región variable (VH), 

en amarillo se puede apreciar la cadena liviana. B. Nanobodies de peces cartilaginosos (VNAR). 

C. Nanobodies de camélidos (VHH). Figuras diseñadas en Biorender.  

 

1.1.3 Producción de anticuerpos 

Los anticuerpos, además de cumplir una importante función a nivel biológico, han sido 

ampliamente utilizados en aplicaciones clínicas, terapéuticas, analíticas, en ensayos 

preparativos y de detección (3). Teniendo en cuenta que los linfocitos B son los productores 

de las Igs, siendo el isotipo IgG el más abundante en el plasma sanguíneo de mamíferos (5), fue 

de gran importancia determinar que estas células crean múltiples clones que reconocerán 

diferentes epítopos de un mismo antígeno, formando un conjunto de anticuerpos 
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denominados policlonales (pAbs) (1). Los pAbs son producidos in vivo y se caracterizan por su 

capacidad de reconocer antígenos degradados o con variaciones en sus epítopos, sin embrago 

su naturaleza heterogénea hace que la sensibilidad varíe en cada conjunto de anticuerpos 

producido por lo que tienden a presentar reactividad cruzada (3). 

En 1975 George Köhler y César Milstein desarrollaron una técnica para obtener anticuerpos 

provenientes de un solo clon celular que reciben el nombre de monoclonales (mAbs). De esta 

forma, consiguieron hibridar linfocitos B murinos con una línea celular inmortal de mieloma 

dando lugar a líneas celulares denominadas hibridomas (25). Aunque el método es 

demandante, requiere de personal altamente capacitado e involucra sistemas in vivo e in vitro, 

es posible producir constantemente anticuerpos que cuentan con una alta especificidad 

determinada por los epítopos de un antígeno y que normalmente no presentan reactividad 

cruzada (3). En contraste con los pAbs, los mAbs son homogéneos por lo que son más 

vulnerables a degradación y debido a su alta especificidad tienen una baja tolerancia a cambios 

en el antígeno (3). A partir de la tecnología de hibridomas, ha sido posible desarrollar 

estrategias alternativas para la producción de mAbs como la tecnología phage display (8), 

tratada en la siguiente sección. 

1.2 Phage display 

Desde 1985, George Smith desarrolló la tecnología de phage display (9) como una estrategia 

para expresar polipéptidos en la superficie de bacteriófagos filamentosos lisogénicos (10,11). 

Posteriormente, en 1989, Richard Lerner y colaboradores (12) explotaron el potencial de esta 

técnica para expresar y aislar fragmentos de anticuerpos a partir de una librería de fagos, 

dando paso a un método alternativo al hibridoma para la producción de mAbs (11). 

Igualmente, se han identificado formatos más pequeños de anticuerpos como los VHH de los 

camélidos y los VNAR en tiburones o se han diseñado dominios de anticuerpos recombinantes 

(rAbs), como Fv (dominios variables VL o VH), scFv (dominios variables de una sola cadena), 

Fab (fragmento de unión al antígeno), entre otros (Figura 1-3) (13,14). Este tipo de fragmentos 

son propicios para el método phage display ya que mantienen la capacidad de unión al 

antígeno, su pequeño tamaño puede mediar el reconocimiento de regiones crípticas del 

antígeno y facilita su expresión en sistemas bacterianos, considerando que los anticuerpos 

completos deben ser ensamblados a partir de diferentes cadenas polipeptídicas (13–15). 
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Figura 1-3: Representación de diferentes formatos de anticuerpos recombinantes. A. 

Nanobodies. B. Fragmentos variables de una sola cadena (scFv) conformados por una región 

VH asociada a una región VL. C. Diabodie conformado por la unión de dos scFv. D. Fragmento 

de unión al antígeno (Fab), conformado por las regiones VL y CL de la cadena liviana y las 

regiones VL y CH1 de la cadena pesada. E. F(ab)2 conformado por dos Fab unidos mediante una 

región de bisagra de IgG. Figura inspirada en (13), diseñada en Biorender. 

 

En términos generales, la estrategia phage display, consiste en modificar una proteína de 

envoltura de un bacteriófago para generar la expresión de secuencias o fragmentos peptídicos 

aleatorios en la cubierta del virus, lo cual permitirá formar una librería de fagos (Figura 1-4A) 

(16). Teniendo en cuenta que la diversidad de los anticuerpos de mamíferos se debe a la 

recombinación e hipermutación somática y a la conversión génica en aves, se considera que la 

construcción de una librería de anticuerpos puede representar y contener esta diversidad 

(11). Para la construcción de este tipo de librerías, se requiere la inmunización de un animal 

con el antígeno, para luego aislar el ARN mensajero (ARNm) de los linfocitos B del bazo (8,11). 

Luego, el ARNm se debe retrotranscribir a ADN complementario (ADNc) para así, amplificar 

las regiones variables de los anticuerpos que serán clonadas en un vector de phage display o 

fásmido (8,11). Finalmente, la librería se somete a un proceso de selección para identificar 

clones de interés mediante un método denominado biopanning (17). 
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1.3 Biopanning 

La técnica de biopanning es una herramienta para la identificación de los fagos que contienen 

los parátopos de interés. Consiste en realizar varios ciclos de incubación (selección contra un 

antígeno determinado), lavado (eliminar uniones no específicas), amplificación y reselección 

de fagos (Figura 1-4B) (10,26). En la fase de incubación, se presenta el antígeno inmovilizado 

a la librería inmune, considerando el uso de componentes que bloqueen la unión inespecífica 

(13). En el lavado, se eliminan los fagos que se unieron de manera inespecífica o que no se 

logran unir (13,26). Posteriormente, los fagos que se han unido de forma específica son eluídos 

por medio de diferentes condiciones que pueden incluir cambios de pH, clivaje proteolítico o 

competencia con antígenos libres (13) para finalmente, ser amplificados en bacterias (10). Una 

vez obtenidos los anticuerpos con mayor afinidad, estos pueden ser evaluados por medio de 

un ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA). 

Figura 1-4: Representación de las tecnologías Phage display y biopanning. A. Bacteriófago 

modificado que expresa scFvs en una de sus proteínas de cubierta. B. Etapas del proceso de 

biopanning. Figuras diseñadas en Biorender. 

 

1.4 Aplicaciones de los mAbs 

Los mAbs generados por medio de la tecnología de hibridoma, han tenido gran protagonismo 

en aplicaciones clínicas debido a que pueden unirse de forma altamente específica a un 
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antígeno y pueden ser modificados o diseñados para mejorar su función (13). Este tipo de 

anticuerpos son ampliamente utilizados en ensayos como ELISA, Western blotting, citometría 

de flujo, inmunohistoquímica o cromatografías por afinidad (11). Sin embargo, los mAbs 

presentan una limitación cuando se utilizan con fines inmunoterapeuticos en humanos debido 

a que, al ser producidos en ratones, su naturaleza es totalmente murina y como consecuencia, 

los pacientes suelen generar una respuesta humana anti-ratón (HAMA), que favorece la 

eliminación de estos anticuerpos e incluso se han reportado efectos adversos que incluyen 

reacciones alérgicas (13). Por consiguiente, se han desarrollado técnicas que permitan la 

formación de anticuerpos quiméricos o recombinantes humanizados que cuentan con regiones 

variables de origen murino y con regiones constantes humanas, con el fin de disminuir HAMA 

sin afectar el nivel de especificidad de los anticuerpos (13). También, se han implementado 

modelos murinos transgénicos en los que se ha reemplazado el loci de la inmunoglobulina de 

ratón por el loci humano, permitiendo producir mAbs totalmente humanizados superando de 

esta forma la principal limitación de los mAbs generados mediante hibridomas clásicos (27). 

1.5 Phage display y producción de IgYs recombinantes 

Hasta el momento, se han desarrollado otros métodos alternativos para la producción de 

rmAbs que incluyen la tecnología phage display. Este procedimiento, al emplear bacteriófagos 

que son estables y logran resistir condiciones extremas de temperatura, pH, exposición a 

enzimas, entre otras, permite obtener anticuerpos con diferentes características (8). Es decir 

que, al momento de su producción, se pueden establecer requerimientos que no serían 

posibles de implementar in vivo. Adicionalmente, el proceso de selección de los anticuerpos 

mediante biopanning es mucho más riguroso y ha permitido la producción de mAbs con alta 

especificidad. De acuerdo con Lee, et al. (28) este sistema ha permitido la obtención de 

anticuerpos dirigidos a antígenos propios de patógenos causantes de afecciones sobre la salud 

humana o que perjudican actividades económicas de gran importancia como la ganadería y la 

agricultura. Entre estos, se encuentran proteínas de bacterias (Mycobacterium bovis, 

Mycobacterium tuberculosis), hongos (Fusarium verticillioides), virus (virus de la enfermedad 

de bursitis infecciosa, virus de la bronquitis infecciosa, virus del papiloma humano, SARS-CoV) 

y moléculas que presentan modificaciones sutiles implicadas en enfermedades como 

Alzheimer o cáncer (8,28). Sumado a esto, se estima que la producción de mAbs mediante 

phage display, representa una disminución general en los costos debido a que la inversión en 
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el mantenimiento de animales es mínima puesto que solo se requieren en la etapa inicial del 

proceso, posteriormente se obtiene una fuente permanente de anticuerpos que son 

producidos en organismos procariotas (Escherichia coli – E. coli) (14,29). 

Generalmente, la ejecución de esta tecnología involucra el uso de modelos murinos para la 

inmunización, pero recientemente se ha encontrado que emplear organismos aviares se 

considera simple, eficiente (18) y ha permitido la producción de mAbs a partir de IgYs para la 

detección y tratamiento de enfermedades como el parvovirus canino (19), la detección de 

toxinas (20) y patógenos (21). Además, este es un modelo ideal para la generación de 

anticuerpos dirigidos a moléculas blanco humanas que pueden ser altamente conservadas 

entre mamíferos y que podrían generar una respuesta inmune limitada en un modelo como 

ratón o conejo (30). También, se han logrado obtener este tipo de anticuerpos para el 

reconocimiento de la albúmina humana sérica (HSA), la albúmina bovina sérica (BSA) e IgGs 

de conejo resaltando su aplicación en la investigación, dado que estas proteínas se utilizan 

frecuentemente como controles o anticuerpos en inmunoensayos (28). También, se ha 

reportado el uso potencial de estos mAbs en inmunoterapias para la aterosclerosis y en 

tratamientos antiofídicos (28).  Asimismo, los mecanismos que median la diversificación de las 

Igs son menos complejos en las gallinas, ya que solo cuentan con un gen para cada cadena (VH 

y VL) de los anticuerpos (18,30). Esto simplifica la generación de la librería, ya que solo se 

requiere un par de primers para la amplificación de cada cadena en contraste con el conjunto 

de primers degenerados que se requieren en el caso de modelo murino.



 

 

2. Estado del arte 

2.1 Antecedentes 

En el Laboratorio de Investigaciones Básicas en Bioquímica (LIBBIQ), se ha llevado a cabo la 

producción y evaluación de pAbs en modelo aviar y murino con el objetivo principal de 

estudiar diferentes proteínas involucradas en el metabolismo del dinucleótido de 

nicotinamida y adenina (NAD+) en parásitos protozoarios con alto impacto en la salud pública 

que incluyen a Plasmodium falciparum, Giardia duodenalis, Leishmania braziliensis y 

Trypanosoma cruzi (31,32). Gracias a la implementación de esta herramienta, ha sido posible 

obtener y respaldar resultados de importancia en el estudio de estos parásitos. 

Adicionalmente, se han producido anticuerpos para la glicoproteína G del virus de la rabia en 

colaboración con la Empresa Colombiana de Productos veterinarios – VECOL y en el marco de 

la convocatoria de Sesquicentenario de la Universidad Nacional de Colombia se logró la 

obtención de anticuerpos para la detección de la Proteína Verde Fluorescente (GFP) y algunas 

proteínas de los parásitos previamente mencionados. Sin embargo, la implementación de una 

herramienta que brinde mayor especificidad como los rmAbs producidos mediante phage 

display, permitiría mejorar el estudio de las parasitemias investigadas y de otros organismos 

o moléculas de importancia clínica. En este caso se plantea generar rmAbs  anti-SARS-CoV-2. 

2.2 SARS-CoV-2 

A finales del 2019 en la ciudad de Wuhan, China se reportó el brote de neumonía de causas 

desconocidas (33). En enero de 2020, tres grupos de investigación independientes lograron 

determinar que el responsable de esta enfermedad es un nuevo betacoronavirus (34–36). Así, 

se conoció el séptimo coronavirus humano (SARS-CoV-2), que ha desencadenado un estado de 

emergencia provocando la declaración de una pandemia en 2020 debido a que genera la 

enfermedad por coronavirus (COVID-19), impactando a más de 200 países y regiones (37). 
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SARS-CoV-2 tiene un genoma de ARN con polaridad positiva y cuenta con una secuencia de 

aproximadamente 30kb (38). Dentro de su genoma, se encuentran los marcos abiertos de 

lectura (ORF) que desde el extremo 5’ al 3’ son: el de la replicasa (ORF1ab) seguido por los 

correspondientes a las proteínas estructurales de espícula (Spike - S), de envoltura (E), de 

membrana (M) y de nucleocápside (N) (39). 

 

La infección por SARS-CoV-2 puede generar dificultades respiratorias de manera similar a sus 

antecesores (SARS-CoV y MERS-CoV) pero de manera agravante, puede dar paso al desarrollo 

de Síndrome de Dificultad Respiratoria Aguda (SDRA) (40). Hasta el 29 de junio de 2021, la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) ha reportado 3’916.771 muertes a nivel mundial 

debido a COVID-19 (41). Para llevar a cabo la detección de virus que cuentan con ARN, se 

utilizan generalmente ensayos inmunológicos de ELISA y pruebas de amplificación de ácidos 

nucleicos (NAT) (42). En cuanto a la detección de SARS-CoV-2, los ensayos de ELISA se diseñan 

para identificar la presencia de anticuerpos anti-S y anti-N, ya que estas proteínas (S y N), son 

las más inmunogénicas del virus (43). Sin embargo, las pruebas por ELISA son menos 

preferidas debido a que pueden presentar reactividad cruzada con virus relacionados a SARS-

CoV-2 que se encuentren en la muestra, y que podrían dar paso a falsos positivos (42). Por su 

parte, las pruebas por NAT detectan el ARN viral por medio de la reacción en cadena de la 

polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR) y es este el método utilizado con mayor 

frecuencia (44). 

 
. 





 

3. Justificación 

Como ya se ha expuesto, la producción de mAbs ha sido objeto de diversas modificaciones que 

pretenden mejorar la funcionalidad de estas proteínas. Gracias a esto, más de 80 mAbs han 

sido aprobados a la fecha por la Administración de Medicamentos y Alimentos (FDA) y por la 

Agencia Europea de Medicamento (EMA) para aplicaciones clínicas (8,13). Así, las terapias que 

incluyen mAbs constituyen 8 de los 10 productos con mejores ventas y, adicionalmente, más 

del 50% de medicamentos biosimilares están basados en mAbs (8). Por lo tanto, los mAbs 

cuentan con una gran versatilidad que ha llevado a su aplicación en diferentes ámbitos y 

presentan un gran potencial en el desarrollo de tecnologías de alta calidad para la detección 

y/o tratamiento de enfermedades. Asimismo, se han resaltado las ventajas del uso de un 

modelo aviar en la producción de rmAbs mediante phage display, por lo que vale la pena 

explorar y evaluar esta herramienta. 

Por otra parte, pese a que los métodos inmunológicos y pruebas NAT son ampliamente 

utilizados para la detección de diversas proteínas, toxinas u organismos, la producción, 

transporte y costos de los insumos necesarios para su ejecución, han representado una de las 

más grandes limitantes debido a su producción a nivel internacional. Como consecuencia de la 

actual crisis sanitaria generada por la enfermedad COVID-19, se ha resaltado la necesidad de 

implementar alternativas locales que aumenten la capacidad de detección de moléculas o 

componentes de importancia a nivel clínico y que mitiguen la demanda de recursos 

importados. Esto representaría una disminución en los costos y podría facilitar el acceso a 

herramientas fundamentales para la investigación científica en Colombia. Teniendo en cuenta 

el potencial de los rmAbs y las ventajas que representa el uso de la tecnología phage display, se 

busca responder a esta necesidad planteando la producción de rmAbs en modelo aviar como 

el primer paso en el desarrollo de una forma local y alternativa para la detección de proteínas 

de importancia clínica u organismos patogénicos como SARS-CoV-2. 



 

 

4. Objetivos  

4.1 General 

Implementar los métodos de phage display y biopanning para la producción de anticuerpos 

monoclonales recombinantes en modelo aviar. 

4.2 Objetivos específicos 

▪ Identificar las regiones inmunogénicas y de importancia en interacciones biológicas en 

el antígeno propuesto. 

▪ Obtener los antígenos mediante expresión en el sistema heterólogo E. coli. 

▪ Generar anticuerpos policlonales IgYs a partir de inmunizaciones en modelo aviar. 

▪ Construir y evaluar las librerías de anticuerpos monoclonales IgYs mediante phage 

display y biopanning. 

▪ Caracterizar los anticuerpos obtenidos determinando sensibilidad y especificidad. 

 



 

 

5. Materiales y métodos 

Teniendo en cuenta los objetivos establecidos, se planteó la estrategia metodológica expuesta 

en la Figura 5-1. 

Figura 5-1:Diagrama de la metodología general ejecutada. 

 

5.1 Aproximación bioinformática y de revisión 

Para determinar cuáles son las regiones de mayor importancia en la respuesta inmunogénica, 

inicialmente se realizó la predicción de epítopos tanto lineales como conformacionales de la 

proteína Spike de SARS-CoV-2. Sin embargo, debido al estallido de la pandemia ocasionada por 

SARS-CoV-2, se ejecutaron rápidamente investigaciones al respecto que brindaban esta 

información mediante diversas publicaciones. Por lo tanto, se integró la predicción ya 

realizada con la revisión de la nueva y abundante información disponible. 
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5.1.1 Determinación de regiones inmunogénicas y de importancia 
biológica en el antígeno 

Por medio de la herramienta en línea ElliPro, de la base de datos de epítopos inmunes (IEDB 

Analysis Resource) (45), se llevó a cabo la predicción de epítopos lineales a partir de la 

secuencia completa de aminoácidos (aa) de la proteína S (YP_009724390). Además, 

considerando la disponibilidad del modelo tridimensional de la proteína, se empleó la misma 

herramienta para la predicción de epítopos conformacionales empleando el ID 6VXX 

correspondiente a Spike en la base de datos de proteínas (PDB). Adicionalmente, se consultó 

la literatura disponible para complementar los resultados obtenidos inicialmente en la 

predicción. 

5.2 Aproximación experimental 

5.2.1 Construcción de los vectores recombinantes pET-SUMO-NTD y 
pET-SUMO-RBD 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la aproximación bioinformática y de revisión 

de literatura, se optó por amplificar los fragmentos correspondientes al dominio N-terminal 

(NTD) y al dominio de unión al receptor (RBD) de la región S1 de Spike. Para esto, se empleó la 

enzima taq polimerasa (Thermus aquaticus) y una dilución 1:20 de ADNc viral de SARS-CoV-2 

donado por la Dra. María Teresa Rugeles de la Universidad de Antioquia. En el caso del 

fragmento NTD se emplearon los primers D-SUMO-S1-SAR: 5’-ATGTTCGTGTTCCTGGTG-3’ y R-

S1-SAR: 5’- CTAGAAGTTGCTGGTCTGGTAGA-3’. Para el fragmento RBD se utilizaron los 

primers D-SUMO-RBD-SAR: 5’-ATGGAGCTTGACGGGAAAC-3' y R-RBD-SAR: 5’-

CTAGCCGTTGAAGTTGAAGTTC-3'. En ambos casos se empleó un perfil térmico de 95ºC 10 min, 

30 ciclos de 95C por 30s, 50ºC (NTD) o 52 ºC (RBD) por 30s, 72ºC por 1min y una extensión 

final a 72ºC por 1min. Los productos fueron evaluados en geles de agarosa-TBE 1%. La región 

amplificada en cada caso se clonó en el vector de expresión en bacterias pET-SUMO (Thermo 

Fisher) que otorga resistencia a Kanamicina (Kan) de acuerdo con las especificaciones del 

proveedor (46). El producto de ligación obtenido fue transformado mediante choque térmico 

en células Escherichia coli (E.coli) TOP10 químicamente competentes que fueron plateadas en 

medio de selección Luria Broth (LB) - Kan (50μg/mL) permitiendo su crecimiento a 37°C 

durante toda la noche (ON) (47). Posteriormente, se monitorearon algunas de las colonias 
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obtenidas mediane PCR direccional. En este caso se empleó como forward un primer que 

abarca parte de la secuencia de la etiqueta SUMO otorgada por el vector (primer forward-

SUMO), en conjunto con el respectivo primer reverse (R-S1-SAR o R-RBD-SAR). Los productos 

de amplificación se evaluaron en geles de agarosa-TBE 1%. En cada caso, los clones positivos 

se sometieron a extracción de plásmido por lisis alcalina y el producto obtenido fue evaluado 

mediante PCR para corroborar la presencia del inserto, (48) esto también se evaluó en gel de 

agarosa-TBE 1%. De esta manera, se obtuvieron los plásmidos recombinantes pET-SUMO-NTD 

y pET-SUMO-RBD. Adicionalmente, se confirmó la identidad de cada uno de los vectores 

mediante secuenciación. 

5.2.2 Expresión de las proteínas recombinantes 6xHis-SUMO-NTD y 
6xHis-SUMO-RBD 

Para llevar a cabo la expresión de las proteínas correspondientes, los plásmido recombinantes 

extraídos previamente (pET-SUMO-NTD y pET-SUMO-RBD) se transformaron en células E. coli 

de la cepa de expresión BL21 (DE3) mediante choque térmico (47). A partir de una de las 

colonias obtenidas en cada caso, se realizaron preinóculos en medio LB-Kan (50μg/mL) a 37°C 

ON, con agitación constante de 130 revoluciones por minuto (rpm). Posteriormente, se tomó 

1mL de cada preinóculo para realizar una dilución de estos 1:50 en un volumen final de 400mL 

de medio LB-Kan (50μg/mL). Estos nuevos inóculos se incubaron a 37°C con agitación 

constante de 150rpm hasta alcanzar una densidad óptica a 600nm de 0.5 (OD600nm=0.5). En 

este punto, la expresión se indujo con isopropil β-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) a una 

concentración de 1mM durante 2h (46). Pasado este tiempo, se recolectaron los pellets 

bacterianos centrifugando a 6500rpm por 15 min a 4°C que luego fueron resuspendidos en 

buffer de lisis pET (fosfato de potasio 50mM; pH 7,8, NaCl 400mM, KCl 100mM, glicerol 10%, 

TritonX-100 0.5%, imidazol 10mM) en una relación de 5mL buffer/gramo de pellet celular, 

lisozima a una concentración final de 1mg/mL e inhibidor de proteasas (1:400) (46). Estas 

mezclas se incubaron a 4°C (baño de hielo) durante 1h con agitación constante. Luego, las 

células fueron sonicadas bajo el mismo protocolo (3min con amplitud de 50%, pulsos de 15s, 

y 25s de descanso) y centrifugadas a 12000rpm por 20min obteniendo las fracciones soluble 

(FS) e insoluble (FI) (48). El proceso de expresión y lisis se monitoreó mediante SDS-PAGE y 

western blot. 
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5.2.3 Purificación de 6xHis-SUMO-NTD y 6xHis-SUMO-RBD a partir 
de cuerpos de inclusión 

En ambos casos, la FI obtenida a partir de la lisis se encontró enriquecida con la proteína de 

interés y debido a esto se procedió con la purificación de cada una desde los cuerpos de 

inclusión siguiendo el protocolo establecido por Palmer y Wingfield (49). Brevemente, los 

pellets extraídos se resuspendieron en buffer de lavado 1 (Tris-HCl 100mM pH 7.0, EDTA 5mM, 

DTT 5mM, urea 2M, TritonX-100 2%,), se centrifugó a 12000rpm (rotor Microliter 30x2 sealed 

75003652 ThermoFisher) por 30min a 4°C y este proceso se repitió 2 veces más, completando 

tres lavados con este primer buffer. Luego, los pellets obtenidos se homogenizaron con el 

buffer de lavado 2 (Tris-HCl 100mM pH 7.0, EDTA 5mM, DTT 5mM), se centrifugaron 

nuevamente a 12000rpm en el mismo rotor por 30min a 4°C. Nuevamente, los pellets 

obtenidos se resuspendieron en buffer de extracción (Tris-HCl 100mM pH 7.0, EDTA 5mM, 

DTT 5mM,) y se centrifugaron a 14000rpm por 1h a 4°C. Posteriormente, se recuperaron los 

sobrenadantes y se dializaron en buffer Tris-HCl 50mM, NaCl 150mM durante 20h a 4°C en 

una membrana (MWCO) de 10kDa. Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 12000rpm 

en el mismo rotor por 20min a 4°C para recuperar las proteínas que se resuspendieron 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), se incubaron a 92ºC por 10 minutos, para luego ser cargadas en un 

gel preparativo (SDS-PAGE). En este caso, se utilizó un marcador de peso molecular preteñido 

a fin de cortar la banda media (BM) correspondiente a la posición de cada proteína 

recombinante (6xHis-SUMO-NTD o 6xHis-SUMO-RBD) en el peso esperado. Se cortaron 

adicionalmente, bandas por encima (banda superior - BS) y por debajo (banda inferior - BI) de 

la banda de interés (BM) (Figura 5-2). Cada una de las bandas, fue macerada y sometida a un 

proceso de elución con agua MilliQ a 37ºC con agitación constante ON. Las muestras se 

centrifugaron a 5000rpm (rotor Microliter 30x2 sealed 75003652 ThermoFisher) por 10 min 

para recuperar el sobrenadante. El mismo proceso de elución se repitió 2 veces más logrando 

obtener 3 eluídos. Todo el proceso se monitoreó mediante SDS-PAGE. Finalmente, las muestras 

obtenidas se sometieron a un proceso de cuantificación por el método de Bradford para 

estimar la concentración de proteína purificada (50) utilizando albúmina de suero bovino 

(BSA) como patrón. Se realizó una curva de calibración con 6 concentraciones del patrón BSA 

(0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1mg/mL). Para esto, se mezclaron 20μL de cada concentración de BSA en 

980μL de reactivo de Bradford (Azul de Coomassie G-250, etanol, H3PO4, H2O), se incubó 5min 
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a temperatura ambiente en oscuridad y luego se midió la OD595nm por espectrofotometría a. Se 

realizó el mismo procedimiento con las muestras obtenidas a partir de los procesos de elución. 

De esta forma, se obtuvieron las proteínas recombinantes 6xHis-SUMO-NTD y 6xHis-SUMO-

RBD parcialmente purificadas. 

Figura 5-2: Descripción de la recolección de bandas sobre el SDS-PAGE preparativo. 

 

5.2.4 Monitoreo mediante SDS-PAGE y western blot 

Los SDS-PAGE empleados contaron con una región concentradora de 3,9% acrilamida-

bisacrilamida, una región separadora de 12% acrilamida-bisacrilamida y se tiñeron con azul 

de Coomassie R250 (48). Para llevar a cabo la inmunodetección por western blot, se utilizaron 

geles de SDS-PAGE sin teñir y se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa (Thermo 

Fisher) o difluoruro de polivinilideno (PVDF) en buffer de transferencia (0,2 M glicina, 10 mM 

Tris/HCl pH 8.0, 10%(v/v) metanol) a 200 mA durante 2h. Las transferencias se evaluaron 

tiñendo la membrana de forma reversible con rojo Ponceau. Luego, la membrana se bloqueó 

ON a 4ºC con leche descremada al 5% (p/v) en TBS-T (150 mM NaCl, 20 mM Tris/HCl pH 7.5 , 

0.1% (v/v) Tween-20) (51). Posteriormente, se incubó con el anticuerpo primario 

correspondiente en cada caso disuelto en TBST por 2h a temperatura ambiente. A 

continuación, se adicionó el anticuerpo secundario respectivo preparado en TBS-T y se incubó 

a temperatura ambiente durante 1h. Finalmente se reveló con 9,9μL NBT (Nitro-Blue 

Tetrazolium Choride, S380C Promega) y 9,9μL BCIP (5-Bromo- 4-Chloro-3’-Indolyphosphate 

p-Toluidine Salt, S381C Promega) en 3mL de buffer sustrato para fosfatasa alcalina (Tris-HCl 

100mM pH 9.0, NaCl 150mM y MgCl2 1mM). En medio de cada paso, se realizaron 3 lavados 

con TBS-T de 10 minutos cada uno (51). 
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5.3 Producción y evaluación de anticuerpos IgY en modelo 
aviar 

Contando con las proteínas recombinantes purificadas, se llevó a cabo la inmunización 

intramuscular en el músculo pectoralis magnus de 3 gallinas Hy-Line Brown de 50 semanas. 

Una de las gallinas se inoculó en cada ocasión con 150μg del antígeno 6xHis-SUMO-NTD , otra 

con 150μg de 6xHis-SUMO-RBD y la otra se utilizó como control siendo inyectada con buffer 

fosfato salino 1X (PBS1X). Este procedimiento se realizó en el centro de producción avícola de 

la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogotá, de 

acuerdo con las condiciones de mantenimiento y manejo de animales, siguiendo las normas 

éticas establecidas y con acompañamiento y asesoría de profesionales entrenados. Se llevò a 

cabo un esquema de inmunización de 28 días que constó de 3 inoculaciones en los días 1, 14, 

21. En la primera inoculación (día 1) se suministró el antígeno correspondiente con adyuvante 

completo de Freund en una relación 1:1, mientras que las inoculaciones subsecuentes se 

realizaron con adyuvante incompleto de Freund manteniendo la relación 1:1 

adyuvante:antígeno (31,52) (Tabla 5-1). El volumen total de inoculación en cada caso fue de 

300mL.  

Tabla 5-1: Esquema de inmunización de las gallinas para la obtención de IgYs contra las 

proteínas recombinantes 6xHis-SUMO-NTD y 6xHis-SUMO-RBD. 

Día de 
inoculación 

Antígeno inoculado 

Adyuvante 
Suero 

colectado 

Gallina  
534 

Gallina  
799 

Gallina 
770 

6xHis-SUMO-NTD 
(g) 

6xHis-SUMO-RBD 
(g) 

PBS1X (L) 

1 150 150 150 Completo SPI 
14 150 150 150 Incompleto S1 
21 150 150 150 Incompleto S2 
28 150 150 150 Incompleto- S3 

 

5.3.1 Recolección y evaluación de sueros de gallina 

A lo largo del esquema de inmunización, se recolectaron entre 1 y 2mL de 4 sangrías por 

gallina, una previa a cada inoculación: suero preinmune (SPI) y sueros 1-3 (S1, S2 y S3). Cada 

una de estas muestras se emplearon para el posterior análisis de las IgYs policlonales 

presentes en ellas. Estas sangrías se tomaron desde la vena alar con jeringas de 5mL en tubos 
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colectores, se incubaron a 37C durante 30 minutos y luego se centrifugaron a 12000rpm 

durante 20 minutos a 4C (rotor Microliter 30x2 sealed 75003652 ThermoFisher) para 

separar el suero que se almacenó con glicerol al 20% (V/V).  

5.3.2 Purificación de IgYs policlonales desde huevos  

Por otro lado, durante los días de inoculación se recolectaron 30 y 33 huevos de las gallinas 

534 (inoculada con 6xHis-SUMO-NTD) y 799 (inoculada con 6xHis-SUMO-NTD) 

respectivamente. Los 63 huevos se sometieron a un proceso de purificación a pequeña escala 

para la obtención de las IgYs presentes en sus yemas. Para esto, se siguió el protocolo 

establecido por Pauli con algunas modificaciones (53). En primer lugar, se separaron las yemas 

de las claras depositando cada yema en un falcon de 50mL para resuspenderla en 2 volúmenes 

de PBS1X, obteniendo un volumen final de 50mL aproximadamente. En segundo lugar, con el 

fin de deslipidar las muestras, en un tubo eppendorf de 2mL se tomaron 900mL de cada yema 

resuspendida, se adicionó un volumen de acetona (900mL) y se incubó a -20°C durante 2h. 

Posteriormente, se centrifugaron los 63 eppendorf a 8000rpm (rotor Microliter 30x2 sealed 

75003652 ThermoFisher) por 10 minutos y se retiró el sobrenadante.  

A las yemas deslipidadas, se adicionaron 900L de una solución de polietilenglicol 6000 

(PEG6000) 3,5% p/v en PBS1X. Estas mezclas se homogenizaron mediante vortex y se 

incubaron a 4C (baño de hielo) por 10min con agitación constante. Luego se centrifugaron a 

12000rpm por 20min a 4C en el mismo rotor, los sobrenadantes se transfirieron a nuevos 

tubos eppendorf y se sometieron a otro proceso de precipitación con un incremento en la 

concentración de PEG 6000 (8,5%). Igual que en el caso anterior, se incubaron y centrifugaron 

conservando los pellets, los cuales fueron resuspendidos en una solución de PEG6000 12% en 

PBS1X para realizar un tercer proceso de precipitación. Finalmente, los pellets obtenidos de la 

última precipitación fueron resuspendidos en 400L de PBS y almacenados para posteriores 

procedimientos. Con el fin de evaluar el proceso de purificación, se seleccionó uno de los 

huevos y se tomaron alícuotas de los sobrenadantes (fracciones solubles) y de los pellets 

(fracciones insolubles) obtenidos a través de los diferentes pasos de precipitación con 

PEG6000. Los pellets fueron resuspendidos en buffer de carga 1X, mientras que las fracciones 

solubles se llevaron a una concentración 1X con buffer de carga 6X, las muestras se 

homogenizaron por vortex y se incubaron a 92C por 10 minutos para luego ser cargadas en 

un SDS-PAGE. 
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5.3.3 Evaluación de la respuesta inmune contra los antígenos  

A fin de determinar el nivel de reconocimiento de los anticuerpos presentes en los sueros, se 

realizaron ensayos de western blot bajo las condiciones descritas en el apartado 5.2.4, 

empleando como anticuerpo primario cada uno de los sueros en una dilución 1:5000 en TBST 

durante 1h 30min y αChiken-Donkey acoplado a fosfatada alcalina (FA) de SIGMA como 

anticuerpo secundario en una dilución 1:10000 igualmente en TBST durante 1h 30min.  

Adicionalmente, se ejecutaron ensayos mediante ELISA de la siguiente manera: en pozos de 

una placa de 96 pozoz (Greiner Bio-One MICROLON™), se fijaron 100L de antígeno a una 

concentración de 5ng/L (500ng de antígeno por pozo) en buffer carbonatos 

(Na2CO3/NAHCO3 0,3M - pH 9,6) dejando incubar ON a RT. Al día siguiente, se realizaron 3 

lavados con PBS1X pH7,5 y se bloqueó cada pozo con 200L de PBS-leche 5% (p/v) durante 

2h a RT. Luego, se lavó nuevamente con PBS y se adicionó como anticuerpo primario 100L de 

una dilución 1:1000 en PBS de las sangrías correspondientes (SPI, S1-S3), esto se incubó 2h a 

RT. Después de lavar con PBS, se adicionaron 100L de αChiken-rabbit acoplado a peroxidasa 

de rábano (HRP) de Invitrogen en una dilución 1:10000 en PBS y se incubó por 2h a RT. 

Posteriormente, se adicionaron 100L del sustrato TMB (Thermo Scientific ™) y se realizó la 

lectura de la placa en el lector MicroFill™ - Biotek a 450nm. En algunos casos, debido a 

disponibilidad, se reveló con ABTS (SIGMA) realizando lecturas a 405nm. Además del antígeno, 

se fijaron 500ng de BSA como control negativo. 

Por otro lado, se determinó la capacidad de reconocimiento de los antígenos por parte de los 

anticuerpos obtenidos desde los huevos. Para esto, se utilizaron ensayos de dot blot y ELISA. 

En el caso del dot-blot, se posicionó una membrana de nitrocelulosa previamente activada (3 

minutos en agua destilada) sobre papel whatman humedecido con buffer de transferencia, 

sobre esta se sembraron 4 puntos de 5L de cada antígeno a una concentración de 100ng/L 

(500ng por punto). Se permitió que la membrana absorbiera los puntos y se procedió a 

bloquear con TBST-leche 5% durante 1h. Posteriormente, la membrana se cortó para incubar 

separadamente cada punto con su respectivo anticuerpo primario. En este caso, se 

seleccionaron 3 huevos que abracaran el inicio, la mitad y el final del esquema de inoculación 

a fin de corroborar el aumento en la respuesta inmune del animal. Los anticuerpos purificados 

de los huevos seleccionados se emplearon en dilución 1:500 en TBST y se dejaron incubar a 

RT por 2h en agitación constante. Pasado este tiempo, se lavaron las membranas y se adicionó 
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αChiken-Donkey FA (SIGMA) como anticuerpo secundario en una dilución 1:10000 igualmente 

en TBST durante 2h. El revelado se realizó de la misma manera que en los western blots. Se 

empleó como control positivo, la S3 en cada caso. 

5.3.4 Evaluación de la sensibilidad de los IgYs policlonales 
presentes en sangre y huevo 

A fin de conocer los límites de detección de los anticuerpos policlonales obtenidos desde 

sangrías se hicieron ensayos de western blot o dot blot como ya se describió, empleando 

diferentes concentraciones de cada antígeno (desde 250 hasta 7,8 ng). Se emplearon 

diluciones 1:5000 en TBST de las S3 como anticuerpo primario y como anticuerpo secundario 

se usó αChiken-Donkey FA (SIGMA) en dilución 1:10000. 

Para evaluar los IgYs recuperados desde los huevos, se hizo un ELISA preliminar para 

determinar las condiciones óptimas de reconocimiento de los antígenos. Se evaluaron 3 

concentraciones de antígeno (250, 500 y 1000ng) y 3 diluciones de anticuerpo (1:500, 1:1000 

y 1:2000) correspondiente a la muestra del huevo cuya postura se hubiese hecho 5 días 

después de la última inoculación a fin de garantizar la presencia de los anticuerpos de interés. 

El procedimiento se realizó siguiendo los pasos descritos en el apartado 5.2.8.   

5.4 Generación de la librería de bacteriófagos 

5.4.1 Extracción de ARNm y síntesis de ADNc 

Pasados 5 días de la última inmunización (día 33) se sacrificaron y disectaron las gallinas 

inoculadas para extraer el bazo, con el fin de aislar el ARN total de los linfocitos B (19,30). Para 

esto, se utilizó el reactivo TRIzol™ de acuerdo con las indicaciones del fabricante (Invitrogen) 

(54). Una vez extraído, el ARN se cuantificó, se determinó su pureza por espectrofotometría ( 

NanoDrop ™ One Microvolume - Thermo Scientific ™) y se verificó su integridad en gel de 

agarosa-TBE 1% utilizando el buffer de carga desnaturalizante Gel Loading Buffer II 

(formamida 95%, EDTA 18mM, SDS 0.025%, Xylene Cyanol 0.025%, azul de bromofenol 

0.025%,) de acuerdo con las instrucciones del proveedor para geles de agarosa no 

denaturantes (55). 20μg del ARN obtenido, se sometieron  a un doble tratamiento con la 

enzima RQ1 RNase-Free DNase (Promega) de acuerdo con las indicaciones del proveedor (56), 

a fin de remover el ADN genómico contaminante. Posteriormente, se procedió a realizar la 
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síntesis de ADNc empleando 2 μg del ARN tratado con DNasa utilizando la enzima M-MLV 

Reverse Transcriptase (Promega) de acuerdo con las indicaciones del fabricante (57). Para 

evaluar el tratamiento con DNasa y la transcripción reversa, se realizó la amplificación de una 

región del gen constitutivo codificante para la enzima hidroximetilbilano sintasa (HMBS) 

empleando los primers HMBSChickFW 5'-GATGGATCC GATAGCCTGAA-3' y HMBSChickRv 5'-

GATGTGCTTAGCTCCCTTGC-3' (58) sobre el ARN sin tratar, el ARN tratado y el ADNc 

sintetizado. Para esta PCR en particular, el ADNc se utilizó en una dilución 1:20 y se empleó el 

siguiente perfil térmico: 95ºC 10 min, 40 ciclos de 95ºC por 15s, 60ºC por 1min, 72ºC por 30s 

y una extensión final a 72ºC por 3min (58). 

5.4.2 Clonación de genes VL y VH 

Partiendo del ADNc obtenido en una dilución 1:50, se amplificó la región VL de ≥300 pares de 

bases (pb) utilizando primers para introducir sitios de restricción (sdr) acordes al vector tipo 

fásmido pSEX81 (PROGEN) que se utilizó como sistema de clonación (59–61) . Para la región 

VL, se adicionaron los sitios de corte para las enzimas MluI en extremo 5’ y NotI en el 3’ con los 

primers ChickVLFMluI 5'-TACAGGATCCACGCGTAGCGCTGACTCAGCCGTCCTCGGTGT-3' y 

ChickVLRNotI 5'- TAGCAAGCTTGCGGCCGCTAGGACGGTCAGGGTTGTC-3'. En este caso se 

utilizó el siguiente perfil térmico: 95ºC 5 min, 35 ciclos de 95ºC por 30s, 60ºC por 30s, 72ºC 

por 30s y una extensión final a 72ºC por 3min. Posteriormente, se procedió a digerir tanto los 

fragmentos VL-sdr como el sistema de clonación pSEX81 (PROGEN) con las enzimas MluI 

(Thermo Fisher) y NotI (Thermo Fisher) considerando las instrucciones de uso de cada enzima 

(62,63). Los productos de la digestión del fásmido se evaluaron en gel de TAE 1% para 

confirmar la liberación del fragmento de 341pb ubicado entre los sitios de corte (posición de 

clonación VL). Luego, se purificó la banda de mayor peso (4542pb) mediante el kit FavorPrep™ 

GEL/ PCR Purification de acuerdo a sus especificaciones (64). Para llevar a cabo la ligación con 

la enzima T4 DNA ligase (Thermo Fisher) (65) se utilizaron el inserto VL y el fásmido digerido, 

previamente purificados y cuantificados incubando con la enzima a 16ºC ON. El producto de 

ligación se transformó mediante electroporación (Gene Pulser Xcell™ Electroporation System 

- Biorad; C = 25 μF; PC = 200 ohm; V = 2.5 kV) en células E. coli TG1. Teniendo en cuenta que 

pSEX81 brinda resistencia a ampicilina (Amp), las células transformadas fueron plateadas en 

medio de selección LB-agar-Amp (100μg/mL) - glucosa 2% e incubadas a 37ºC ON. De las 

colonias obtenidas, se evaluaron 10 mediante PCR de colonia para confirmar la presencia del 
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inserto empleando los primers ChickVLFMluI y ChickVLRNotI. Posteriormente, se lavaron las 

cajas con medio líquido LB-Amp (100μg/mL)-glucosa 2% removiendo todas las colonias del 

agar (59,66,67) que luego fueron sometidas a extracción de plásmido por lisis alcalina (48). El 

plásmido se evaluó en gel de agarosa-TBE 0.8% para corroborar su integridad y sobre este se 

realizó PCR para verificar la presencia del inserto (VL).  

Una vez obtenidos los fásmidos recombinantes pSEX81-VL, se amplificó la región VH 

(≥400pb) (67) utilizando primers que permitieron adicionar los sitios de corte para las 

enzimas NcoI en extremo 5’ (ChickVHFNcoI  5'-GAATAGGCCATGG CGGCCGTGACGTTG-3') y 

HindIII en extremo 3’ (ChickVHRHindIII 5'-GGCCAGTGGATAAAGCTTGGAGGAGACGATG 

ACTTC-3') empleando el perfil térmico: 95ºC 5 min, 35 ciclos de 95ºC por 30s, 65ºC por 30s, 

72ºC por 40s y una extensión final a 72ºC por 3min. Luego, se procedió a digerir los fragmentos 

VH-sdr y los fásmidos recombinantes previamente obtenidos pSEX81-VL con las enzimas NcoI 

(Thermo Fisher)  y HindIII (Thermo Fisher) siguiendo el manual de uso de cada enzima 

(63,68). Igual que en el caso anterior, la digestión del plásmido se verificó esperando la 

liberación del fragmento de 398pb presente entre los sitios de restricción respectivos 

(posición de clonación VH) y se realizó la purificación de la banda de mayor peso 

correspondiente a 4461pb. A partir de los productos digeridos, se llevó a cabo el proceso de 

ligación y transformación como se describió previamente boteniendo los fásmidos 

recombinantes pSEX81-ScFv. Para confirmar la presencia del inserto completo VLVH (ScFv 

~753pb) la evaluación de las colonias mediante PCR se realizó utilizando los primers pelB_Fw 

5’ CCATGAAATACCTATTGCCTACG 3’ y ChickVLRNotI con el perfil térmico 95ºC 10 min, 30 

ciclos de 95ºC por 30s, 55ºC por 30s, 72ºC por 1min y una extensión final a 72ºC por 5min 

(67). Los fragmentos se evaluaron en geles de agarosa-TBE 1,5%. Para llevar a cabo la 

purificación de las bandas de interés, los productos de PCR se corrienron en geles de agarosa-

TAE 1,5%. Adiconalmente, se realizaron múltiples crioconservados de cada transformación en 

una relación 1:1 (cultivo celular:medio de crioconservación (LB-glicerol 70%)).  

5.4.3 Rescate de bacteriófagos 

A partir de uno de los crioconservados de las células TG1 transformadas con pSEX81-scFv, se 

realizó un preinóculo de 5mL en medio LB-Amp (100μg/mL) – glucosa 2% que se incubó a 

37ºC ON. Al día siguiente, se tomaron 100μL del preinóculo y se completó a un volumen de 

5mL con medio 2xYT-GA (glucosa 100mM, Amp 100μg/mL,) y se incubó a 37ºC con agitación 
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de 200rpm hasta que el cultivo alcanzara una OD600nm=0.3 (67). El hiperfago M13K07∆PIII 

(PROGEN), previamente resuspendido en 2mL de agua milliQ autoclavada de acuerdo con 

indicaciones del fabricante (69), se empleó para infectar las células a una multiplicidad de 

infección igual a 20 (MOI=20) teniendo en cuenta la siguiente fórmula (59): 

MOI =
No. fagos (mL adicionados)  ×  unidades formadoras de palcas (pfu)/mL)

No.  de bacterias
 

El cultivo infectado con el hiperfago se incubó a 37ºC sin agitación por 30min y luego con 

agitación a 200rpm por 30min igualmente a 37ºC. Pasado este tiempo, las células se 

centrifugaron a 4000rpm por 15min a temperatura ambiente. Teniendo en cuenta que el 

hiperfago confiere resistencia a kanamicina (Kan), el pellet celular ontenido se resuspendió en 

el mismo volumen (5mL) de medio precalentado 2xYT-AK (Amp 100μg/mL, Kan 50 μg/mL) y 

se incubó a 30ºC ON con agitación constante de 200rpm (59,67).  

5.4.4 Precipitación de fagos 

El cultivo incubado ON se centrifugó a 8000rpm por 15min (rotor Microliter 30x2 sealed 

75003652 ThermoFisher), se recuperó el sobrenadante al y se volvió a centrifugar a fin de 

remover restos celulares tomando nuevamente el sobrenadante al cual se le adicionó 1/5 del 

volumen (1mL) de PEG6000 20%, NaCl 2.5 M y se incubó 1h a 4ºC (baño de hielo). 

Posteriormente, en el mismo rotor se centrifugó a 12000rpm por 30min y el pellet fue 

resuspendido en700μL buffer de dilución de fagos (10mM Tris-HCl pH 7.5, 20mM NaCl, 2mM 

EDTA) y se almacenó a 4ºC o a -20ºC luego de adicionar 20% glicerol (59,67).  

5.4.5 Cuantificación de bacteriófagos por plateo  

Se realizaron por duplicado 5 diluciones seriadas del stock de fagos precipitados desde 10-2 

hasta 10-10 en un volumen final de 300μL en medio 2xYT. De estas diluciones se tomaron 10μL 

sobre los cuales se adicionaron 50μL de células TG1 (OD600nm=0.3) (70). Esto se incubó a 37ºC 

por 30min sin agitación para permitir la infección (67,71,72). Pasado este tiempo, se platearon 

10μL de cada dilución por triplicado en cajas con medio LB-agar- Amp (100μg/mL) – glucosa 

2% dejando incubar a 37ºC ON. Se contaron las placas obtenidas en el caso de la dilución 10-8 

para conocer la concentración de los fagos determinando el número de pfu/mL  
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5.5 Selección de los bacteriófagos recombinantes 

5.5.1 Biopanning 

Para ejecutar cada ronda de biopanning, en una caja de Petri de 60x15mm se incubaron 2mL 

de antígeno (10μg/mL) en buffer carbonatos (Na2CO3/NAHCO3 0,3M - pH 9,6) a 4ºC ON. Luego, 

se realizaron 3 lavados con TBST 0,1% de 1min cada uno en agitación constante para 

posteriormente bloquear con TBST-leche 3% por 2h a RT con agitación constante. Pasado este 

tiempo, se lavó nuevamente y se incubó con 2mL de los fagos rescatados en una dilución 1:10 

durante 2h y 30min con agitación constante a RT. Se recuperaró el volumen correspondiente 

a los fagos no unidos (NU) y se lavó 5 veces con TBST1% y luego 5 veces con TBS, cada lavado 

se realizó con agitación constante durante un minuto. Para eluir los fagos específicos, se 

adicionaron 2mL de trietilamina (TEA) 100mM durante 10min y se neutralizó con 1mL de Tris-

HCl 1M pH 7,5. Se determinó el título de los fagos eluidos por recuento en placa como se 

describió en el apartado 5.3.5. Conociendo la concentración de los fagos eluidos, estos se 

emplearon para infectar 20mL de células TG1 (OD600nm=0.3) y repetir el rescate siguiendo el 

procedimiento del numeral 5.3.3. Cada ronda de biopanning fue monitoreada mediante PCR de 

colonia y mediante los recuentos en placa a fin de determinar la cantidad de fagos en entrada 

y salida en cada caso. 

 

 





 

6. Resultados y discusión 

6.1 Los dominios NTD y RBD de Spike (S) como antígenos  

Para la selección de las regiones más inmunogénicas, se empleó la herramienta ElliPro que 

arrojó 14 posibles epítopos lineales, entre los que resaltan 6 con los mejores scores (Figura 

6-1B-G). Cinco de estos se encuentran en la región S1 (Figura 6-1B-F) lo cual indica una mayor 

probabilidad de presentar epítopos lineales en contraste con S2, en la que solo se identificó un 

epítopo (Figura 6-1G). 

Figura 6-1: Identificación de epítopos lineales en la proteína Spike de SARS-CoV-2. A. Imagen 

de referencia del homotrímero correspondiente a Spike, se señalan los dominios NTD (naranja) 

y RBD (azul). Los epítopos se representan como esferas amarillas en B: S2, C: NTD, D: RBD, E: 

RBD, F: NTD, G: NTD.  

 

En cuanto a la predicción de epítopos conformacionales, se identificaron 6 epítopos; 3 de los 

cuales contaron con scores superiores a 0,7, que se pueden apreciar en la Figura 6-2. Estos 

resultados, en concordancia con la predicción de epítopos lineales, indican que la región S1 
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cuenta igualmente con una mayor probabilidad de presentar epítopos conformacionales en 

contraste con S2 sobre la cual se identificó solo un epítopo conformacional. 

Figura 6-2: Identificación de epítopos conformacionales en Spike de SARS-CoV-2. Epítopos 

representados como esferas amarillas en A: NTD, B: S2, C: RBD. 

 

De acuerdo con lo reportado en literatura durante el desarrollo de este trabajo, se han 

identificado epítopos sobre la proteína S de SARS-CoV-2 a nivel in silico y experimental. Esto 

con el propósito de conocer las regiones involucradas en las interacciones relevantes para la 

infección del virus y que, por lo tanto, se consideren blancos relevantes para el diseño de 

vacunas o de tratamientos de neutralización. El dominio RBD es el blanco más común para el 

desarrollo de vacunas y la identificación de anticuerpos de neutralización (73,74), lo cual es 

acorde con su función en la interacción con las células hospederas. De hecho, el dominio RBD 

puede oscilar entre dos posiciones o estados; standing-up o expuesto y lying-down o escondido 

dependiendo del proceso que pretenda favorecer, ya que el primero facilita la unión al receptor 

y el segundo permite la evasión del sistema inmune (75). Sin embargo, se ha reportado que 

epítopos presentes en RBD pueden ser más susceptibles a las modificaciones que dan paso a 

las diferentes variantes de SARS-CoV-2, lo cual influye en el reconocimiento de esta región 

mediante los mecanismos inicialmente abordados (76). 

Por otro lado, se considera que otras regiones de Spike pueden presentar epítopos con un 

potencial equivalente al de aquellos presentes en RBD (73). En consecuencia, se ha encontrado 

que toda la región S1 también presenta reactividad por parte de anticuerpos séricos de 
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pacientes COVID-19 en contraste con RBD y S2 (77). También, se han reportado epítopos en 

regiones próximas a RBD y al péptido de fusión recalcando la relevancia de otras zonas de la 

proteína como regiones inmunogénicas (78). Adicionalmente, el dominio NTD de MERS, SARS-

CoV, SARS-CoV-2 y otros coronavirus puede participar en el reconocimiento inicial del 

receptor y en los cambios conformacionales que sufre Spike antes y después de la fusión con 

la célula hospedera en cada caso, señalando a NTD como una región igualmente relevante (79–

81), lo cual se ha verificado mediante el uso de anticuerpos capaces de neutralizar la infección 

de SARS-CoV-2 mediante la interacción con el dominio NTD (82).  

En conjunto, los resultados de revisión y predicción de epítopos reflejan que el ectodominio 

de la proteína Spike de SARS-CoV-2 presenta regiones inmunogénicas en concordancia con la 

función de la proteína debido a que S1 se encarga de mediar la interacción con las células 

hospederas y por lo tanto se expone abundantemente en la envoltura de la partícula viral 

constituyéndose como un blanco de detección. Considerando lo anterior, las regiones 

seleccionadas para la producción de anticuerpos se ubicaron en S1 como se desarrolla en el 

numeral 6.2. 

6.2 Obtención de las proteínas recombinantes 6xHis-SUMO-
NTD y 6xHis-SUMO-RBD 

6.2.1 Construcción de los plásmidos recombinantes pETSUMO-NTD y 
pETSUMO-RBD. 

Teniendo en cuenta la revisión y la aproximación bioinformática, se amplificaron dos 

fragmentos de S1 que corresponden a las secuencias codificantes para regiones de los dominios 

NTD y RBD. Inicialmente, se llevó a cabo la amplificación de los fragmentos mediante PCR 

desde el ADNc de SARS-CoV-2 obteniendo los producto del peso esperado de 954pb y 1110pb 

para NTD y RBD respectivamente (Figura 6-3A). Los producto de PCR se utilizaron para 

construir los vectores recombinantes pETSUMO-NTD y pETSUMO-RBD (Anexo A). Cada uno 

se transformó en células E.coli TOP10 obteniendo múltiples colonias de las cuales se 

seleccionaron 5 en cada caso para evaluación por PCR direccionada logrando amplificar en 

todas los productos del peso esperado (Figura 6-3B y C). El aumento en el peso de los 

amplicones se debe a las bases adicionales que abarca el primer forward SUMO (105pb) 

empleado en este caso.  
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Figura 6-3: Obtención y evaluación de los vectores recombinantes pET-SUMO-NTD y pET-

SUMO-RBD. A. Amplificación del fragmento de NTD (954pb) y RBD (1110pb). PCR de colonia 

corroborando direccionalidad del inserto en las 5 colonias evaluadas de la transformación con 

B. pET-SUMO-NTD (1059pb) y C. pET-SUMO-RBD (1215pb). MW(pb): Marcador de peso 

molecular. Las flechas indican las bandas del peso esperado. NTD (naranja), RBD (azul).  

 

6.2.2 Expresión y purificación de 6xHis-SUMO-NTD y 6xHis-SUMO-
RBD 

Los plásmidos recombinantes pETSUMO-NTD y pETSUMO-RBD se transformaron en células E. 

coli de la cepa de expresión BL21 (DE3). Al evaluar el proceso de inducción y lisis, se 

observaron las bandas contundentes del tamaño esperado de 51kDa (35kDa (NTD) + 3kDa 

(6xHis) + 13kDa (SUMO)) (Figura 6-4A) y de 57kDa (41kDa (RBD) + 3kDa (6xHis) + 13kDa 

(SUMO) (Figura 6-4B). Adicionalmente, mediante western blot se detectaron bandas del peso 

esperado en la muestra de proteínas totales luego de la inducción, FS y FI verificando la 

identidad de las proteínas (Figura 6-4C y D). En esta inmunodetección, en el caso de la proteína 

recombinante 6xHis-SUMO-NTD también se observó el reconocimiento de una banda de 

alrededor de 35kDa en el extracto de las células no inducidas (NI), en las células inducidas y 

en la FS de estas últimas. Este reconocimiento se puede atribuir a la detección inespecífica de 

proteínas solubles de E. coli que pueden presentar residuos de histidinas no consecutivos 

expuestos en la superficie y que de hecho suelen entorpecer procesos de purificación mediante 

cromatografía de afinidad a metales (IMAC) de proteínas recombinantes con etiquetas de 

histidinas (83). Sin embargo, en este caso la proteína 6xHis-SUMO-NTD se encontró 
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abundantemente en la FI en donde no se detectó la banda inespecífica. En el caso de la proteína 

6xHis-SUMO-RBD se detectó claramente un enriquecimiento en la FI. Aunque en este caso se 

realizó una aproximación a partir de dominios de S1 que no incluyen dominios 

transmembranales, y se empleó como sistema de clonación el vector pET-SUMO, esperando 

favorecer la solubilidad de las proteínas recombinantes, los productos obtenidos (6xHis-

SUMO-NTD y 6xHis-SUMO-RBD) se obtuvieron en forma de cuerpos de inclusión. Esto, podría 

explicarse por la incompatibilidad del ambiente reductor del citoplasma de E. coli y los puentes 

disulfuro presentes en la conformación estructural de Spike en su forma nativa (84). 

Particularmente, en la región S1 de esta proteína se han identificado 10 puentes disulfuro, 3 de 

los cuales se encuentran en el dominio NTD y 4 en el dominio RBD (85) que corresponde a los 

fragmentos evaluados en este caso. Adicionalmente, la expresión en E. coli de Spike o sus 

fragmentos, implica la ausencia de modificaciones post-traduccionales como la glicosilación 

(86) y esto podría influir directamente sobre su solubilidad y estabilidad, considerando que 

esta corresponde a una glicoproteína (85).  

Figura 6-4: Expresión de las proteínas recombinantes 6xHis-SUMO-NTD (51kDa) y 6xHis-

SUMO-RBD (57kDa) en E. coli BL21 DE(3). Evaluación de la expresión de 6xHis-SUMO-NTD 

mediante A. SDS-PAGE. B. Western blot, (α 6xHis-chicken (1:500) y α chicken acoplado a 

fosfatasa alcalina (FA) (1:10000)). Evaluación de la expresión de 6xHis-SUMO-RBD C. SDS-

PAGE. D. Western blot (α 6xHis-mouse (1:5000) y α mouse (FA) (1:10000)). NI, células no 

inducidas; 2h: tiempo de inducción; FS, fracción soluble; FI, fracción insoluble, MW(kDa), 

marcador de peso molecular. Las estrellas señalan las bandas del peso esperado. NTD 

(naranja), RBD (azul). 

 

En otros estudios publicados durante el desarrollo de este trabajo, se ha reportado la expresión 

de RBD y otros fragmentos de Spike en E.coli en forma de cuerpos de inclusión (IB) 

principalmente (87–91). Debido a esto, se han empleado estrategias para la solubilización de 
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estas proteínas (43,92,93) que generalmente incluyen procesos de renaturalización. Sin 

embargo, en las metodologías de renaturalización es frecuente el uso de agentes caotrópicos 

como urea o cloruro de guanidinio que pueden desnaturalizar algunas de las estructuras 

secundarias presentes en los IB y conducir a la agregación de las proteínas (94). 

Eventualmente, para favorecer la expresión soluble de estas proteínas, se podrían evaluar 

otros sistemas de expresión como cepas de E. coli que favorezcan la formación de puentes 

disulfuro, que cuenten con determinadas chaperonas (95) o el uso de aditivos en los medios 

de cultivo en conjunto con otras estrategias (96). Esto permitiría optimizar la expresión de las 

proteínas, favoreciendo un plegamiento nativo que permita la exposición de epítopos 

estructurales ampliando el potencial de reconocimiento de las herramientas inmunológicas 

generadas.  

Partiendo de estos resultados, se procedió a purificar las proteínas desde cuerpos de inclusión, 

monitoreando el proceso al evaluar los lavados y las fracciones obtenidas después de la diálisis 

mediante SDS-PAGE tanto para 6xHis-SUMO-NTD (Figura 6-5A) como para 6xHis-SUMO-RBD 

(Figura 6-5D). Adicionalmente, se evaluaron los eluidos de las bandas superior (BS), media 

(BM) e inferior (BI) en cada caso (Figura 6-5B y E), encontrando la presencia de las proteínas 

de interés en las BM principalmente como se esperaba. Estos eluidos se sometieron a western 

blot a fin de corroborar la identidad de las proteínas recombinantes (Figura 6-5C y F). Se 

detectaron las bandas del tamaño esperado principalmente en la BM, acorde con los resultados 

observados en los SDS-PAGE. Adicionalmente, se observaron bandas de peso inferior 

(~30kDa) en los eluidos obtenidos de 6xHis-SUMO-NTD, que corresponderían a productos de 

degradación de la proteína ya que también fueron reconocidas en el western blot.  

Figura 6-5: Purificación de 6xHis-SUMO-NTD y 6xHis-SUMO-RBD a partir de cuerpos de 

inclusión (IB) empleando geles preparativos. 6xHis-SUMO-NTD (51kDa) A. Solubilización de 

IB, SDS-PAGE. Evaluación eluidos del gel preparativo, B. SDS-PAGE. C. Western blot (α 6xHis-

chicken (1:500) y α chicken-FA (1:10000)). 6xHis-SUMO-RBD (57kDa) D. Solubilización de 

IB, SDS-PAGE. Evaluación eluidos del gel preparativo, E. SDS-PAGE. F. Western blot (α 6xHis-

chicken (1:500) y α chicken-FA (1:10000)). PreD, fracción extraída antes del proceso de 

diálisis; PosD, después de diálisis; MW(kDa), marcador de peso molecular. Las estrellas 

señalan las bandas del peso esperado. NTD (naranja), RBD (azul). 
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Teniendo en cuenta estos resultados, se estimó la concentración de proteína en los eluidos de 

cada BM (Tabla 6-1), encontrando que, en total, se obtuvieron aproximadamente 2,4mg y 

1,7mg de 6xHis-SUMO-NTD y 6xHis-SUMO-RBD respectivamente a partir de inóculos de 

400mL, alcanzando un rendimiento de 6mg/L y 4,25mg/L en cada caso. Estos rendimientos 

cuentan con valores similares a los obtenidos en otros estudios que expresaron fragmentos de 

Spike que contaron con valores de 0.8, 1 y 5mg/L (88,89). Sin embargo, se han reportado 

rendimientos desde 0,2 hasta 40 y 220mg/L para otro tipo de proteínas en diferentes cepas 

del sistema de expresión E. coli (97–99). 

Tabla 6-1: Determinación de la concentración de las proteínas 6xHis-SUMO-NTD y 6xHis-

SUMO-RBD mediante método de Bradford. 

Banda media 

6xHis-SUMO-NTD 6xHis-SUMO-RBD 

Eluidos Eluidos 

1 2 3 1 2 3 

Volumen (mL) 0,6 0,7 0,6 0,8 0,6 0,7 

Concentración (mg/mL) 1,754 1,395 0,641 1,163 0,755 0,448 

Cantidad (mg) 1,052 0,977 0,385 0,930 0,453 0,314 

Total proteína (mg) 2,4 1,7 
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Contando con estos insumos, se procedió a inocular el modelo aviar siguiendo el esquema de 

inmunización previamente descrito. 

6.3 Producción y evaluación de IgYs policlonales presentes 
en sangre y huevos 

Durante la inmunización, se colectaron 4 sangrías de cada gallina inoculada: un suero pre-

inmune (SPI) tomado antes de la primera inoculación y los sueros 1, 2 y 3 (S1, S2, S3) tomados 

luego de las subsecuentes inmunizaciones. Partiendo de estas sangrías, se evaluó la respuesta 

inmune de los animales mediante western blot junto con uno de los sueros extraídos del animal 

control o suero no relacionado (SNR). Esta evaluación, permitió la detección específica de 

250ng  de los antígenos en los pesos esperados de 51kDa para 6xHis-SUMO-NTD (Figura 6-6A) 

y 57kDa para 6xHis-SUMO-RBD (Figura 6-6B), evidenciando en cada caso un aumento en la 

señal a medida que se avanzó en la inmunización, indicando aumento en el título de 

anticuerpos contra los antígenos recombinantes. En el caso de 6xHis-SUMO-NTD se apreció 

una banda de menor tamaño que se atribuye a un producto de degradación como se evidenció 

previamente. Además, no hubo señal por parte de ninguno de los SPI ni del SNR como se 

esperaba y ninguna de las muestras evaluadas reconoció la proteína cargada como control que 

correspondió a albúmina sérica bovina (BSA). 

Figura 6-6: Evaluación de IgYs presentes en sueros mediante western blot. A. Detección de 

6xHis-SUMO-NTD y BSA. B. Detección de 6xHis-SUMO-RBD y BSA. SPI, Suero preinmune; S1, 

S2, S3, Sueros 1, 2 y 3; (sueros 1:5000 y α chicken-FA 1:10000); SNR, suero no relacionado; 

MW (kDa), marcador de peso molecular. Las estrellas indican las bandas esperadas. NTD 

(naranja), RBD (azul). 
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Adicional a esto, se corroboró el aumento de la respuesta inmune de las gallinas mediante 

ELISAs indirectos. Igual que para los western blots, se emplearon los sueros como anticuerpo 

primario evaluando el reconocimiento de 500ng de las proteínas recombinantes y se empleó 

la misma cantidad de BSA como control negativo. De igual forma, se observó claramente un 

aumento en la detección de cada antígeno (Figura 6-7).  

Figura 6-7: Evaluación de IgYs presentes en sueros mediante ELISA indirecto. A. Detección de 

6xHis-SUMO-NTD y BSA. B. Detección de 6xHis-SUMO-RBD y BSA . (sueros 1:1000 y α chicken-

HRP 1:10000). Se representa el promedio de 2 réplicas técnicas. NTD (naranja), RBD (azul).  

 

El modelo aviar se constituye como una excelente fuente de anticuerpos policlonales debido a 

que permite la obtención de los mismos no solo desde muestras de sangre sino también a parir 

de los huevos. Por lo tanto, a lo largo del esquema de inmunización se recolectaron los huevos 

puestos por las gallinas inmunizadas y se purificaron parcialmente los anticuerpos presentes 

en las yemas mediante precipitación con concentraciones crecientes de PEG6000 (3,5, 8,5 y 

12%). Se seleccionó uno de los huevo para monitorear cada etapa del proceso a fin de 

confirmar que se obtuviera una solución enriquecida en inmunoglobulinas IgY esperando 

observar las bandas correspondientes a las cadenas pesadas (68kDa) y livianas (27kDa) en la 

fracción obtenida en el último paso (Figura 6-8A). Adicionalmente, se corroboró que la 

purificación no afectara la capacidad de estos anticuerpos de reconocer los antígenos 

recombinantes mediante dot blot (Figura 6-8B y C). 

Figura 6-8: Monitoreo del proceso de purificación de IgYs a partir de huevos, A. SDS-PAGE. B. 

Detección de 500ng de 6xHis-SUMO-NTD por parte de diluciones 1:500 de las fracciones 

obtenidas de los huevos 1, 2 y 3, dot blot. C. Detección de 500ng de 6xHis-SUMO-RBD por parte 
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de diluciones 1:500 de los anticuerpos obtenidos desde los huevos 6, 17 y 24, dot blot. Cada 

huevo corresponde a la postura 5 días después de cada inoculación y se utilizó una dilución 

1:5000 de la sangría 3 (S3) en cada caso como control positivo. Totales, yema en PBS; FS, 

fracción soluble; FI, fracción insoluble; MW (kDa), marcador de peso molecular. Las estrellas 

indican las bandas esperadas.NTD (naranja), RBD (azul). 

 

Adicionalmente, mediante ELISA se evaluó la capacidad de las IgYs purificadas desde las yemas 

de reconocer 500ng del respectivo antígeno, empleándolas como anticuerpo primario en una 

dilución 1:2000 de acuerdo con la metodología descrita (Figura 6-9). De la misma forma, se 

determinó la concentración aproximada de inmunoglobulinas (mg/mL) en cada una de las 63 

muestras mediante espectrofotometría a 280nm. Partiendo de esta cuantificación se 

seleccionó el huevo con mayor concentración para ensayos posteriores. En el caso de 6xHis-

SUMO-NTD, la cantidad de anticuerpos específicos se mantuvo relativamente constante y no 

se observó un incremento persistente en la concentración de IgYs a lo largo del esquema de 

inmunización. En contraste, los anticuerpos a6xHis-SUMO-RBD mostraron un aumento 

evidente de las IgYs específicas contra el antígeno en conjunto con un incremento en las 

concentraciones de IgYs durante la inmunización (Figura 6-9). 

Figura 6-9: Evaluación de la producción de IgYs presentes en huevos durante el período de 

inoculación. Cuantificación de anticuerpos totales en fracciones finales del proceso de 

purificación, barras (absorbancia 280nm). Estimación de anticuerpos específicos mediante 
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ELISA, puntos y línea de tendencia(absorbancia 405nm). Las flechas indican el momento de 

cada inoculación. A. 6xHis-SUMO-NTD. B. 6xHis-SUMO-RBD. 

 

Los resultados obtenidos indican que las gallinas inoculadas generaron una respuesta inmune 

contra el respectivo antígeno, viéndose reflejada en el aumento de las señales de detección a 

medida que se avanzaba en el esquema de inmunización al igual que se evidenció al evaluar 

las sangrías. Sin embargo, la gallina inoculada con 6xHis-SUMO-RBD mostró persistentemente 

una respuesta inmunológica más evidente en comparación con la gallina inoculada con 6xHis-

SUMO-NTD tanto a nivel de sangría (Figura 6-6 y Figura 6-7) como de huevos (Figura 6-8 y 

Figura 6-9). La diferencia puede deberse a una mayor inmunogenicidad por parte del 

fragmento RBD en contraste con la presentada por NTD. De hecho, se ha evidenciado mediante 

aproximaciones de dinámica molecular que RBD presenta una mayor tendencia a conformar 
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complejos con diversos anticuerpos (100). Adicionalmente, como se mencionó previamente, 

el dominio RBD suele ser el principal blanco de estudios al participar directamente en la 

interacción con las células hospederas y se constituye como un epítopo de interés.  De la misma 

forma, se debe tener en cuenta que la variación biológica, propia de cada animal, también 

constituye un factor a considerar, y para confirmar esta respuesta inmune sería necesario 

realizar réplicas biológicas. Sin embargo, esto no hace parte de los objetivos de este estudio 

pero se deja a consideración para futuros trabajos de la misma índole. 

6.4 Determinación de la sensibilidad de IgYs policlonales 

obtenidas de sangre y huevos 

Los ensayos de sensibilidad se realizaron con dos aproximaciones inmunológicas, western blot 

para evaluar las sangrías y ELISA en el caso de los huevos. Esta aproximación, permitió evaluar 

la capacidad de los anticuerpos de reconocer epítopos lineales y conformacionales 

respectivamente. Para determinar la sensibilidad de los anticuerpos α6xHis-SUMO-NTD 

presentes en los sueros se realizaron ensayos de western blot empleando concentraciones 

decrecientes del antígeno. Así, se encontró que las IgYs producidas contra 6xHis-SUMO-NTD 

tienen la capacidad de reconocer hasta 15,6ng de la proteína recombinante al ser empleados 

en una dilución de 1:5000 (Figura 6-10A). Por su parte, los anticuerpos a6xHis-SUMO-RBD 

presentes en suero se evaluaron bajo las mismas condiciones encontrando que pueden 

reconocer hasta 7,8ng de la proteína recombinante (Figura 6-10B). 

Figura 6-10: Evaluación de la sensibilidad de los anticuerpos policlonales presentes en sangre. 

A. Determinación de la cantidad mínima de antígeno detectada por los anticuerpos 

policlonales α6xHis-SUMO-NTD en dilución 1:5000, western blot. B. Identificación de la 

cantidad mínima de antígeno detectada por los anticuerpos policlonales α6xHis-SUMO-RBD 

en una dilución 1:5000, western blot.  MW (kDa), marcador de peso molecular. Las estrellas en 

cada caso se ubican en la cantidad mínima de proteína que presentó señal de reconocimiento. 

NTD (naranja), RBD (azul). 
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Adicionalmente, se determinaron las condiciones óptimas para el reconocimiento de los 

antígenos por parte de las IgYs presentes en la fracción purificada de uno de los huevos 

mediante ELISA indirecto. Las fracciones de los huevos evaluados corresponden a aquellas que 

contaron con mayor concentración de proteínas determinada previamente (apartado 6.3). En 

ambos casos, se encontró que se da un reconocimiento adecuado y suficiente de 500ng del 

antígeno empleando la fracción recuperada de los huevos como anticuerpo primario en una 

dilución 1:500 (Figura 6-11A y B). Estos resultados van en concordancia con los obtenidos en 

trabajos previos ejecutados en nuestro grupo de investigación en donde se detecta 1mg o 

500ng de antígeno por parte de una dilución 1:500 de IgYs (32,101,102).  

Figura 6-11: Evaluación de las condiciones óptimas de reconocimiento mediante ELISA 

indirecto empleando IgYs obtenidas a partir de huevos. A. Condiciones evaluadas para los 

anticuerpos 6xHis-SUMO-NTD. B. Condiciones evaluadas para los anticuerpos 6xHis-

SUMO-RBD. Las estrellas indican las condiciones óptimas seleccionadas. NTD (naranja), RBD 

(azul). 
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6.5 Determinación de la especificidad de IgYs policlonales 
obtenidas de sangre 

Teniendo en cuenta la naturaleza recombinante de los antígenos empleados y, por lo tanto, la 

presencia de las etiquetas de hexa histidinas (6xHis) y de SUMO, se realizaron ensayos de 

especificidad mediante western blot y ELISA indirecto. Para esto, se emplearon 250ng de 

diferentes proteínas recombinantes previamente producidas en el grupo de investigación que 

contaban bien sea, con la etiqueta 6xHis o las dos etiquetas 6xHis-SUMO, y BSA como control 

negativo. Las proteínas etiquetadas con 6xHis, corresponden a la T4Ligasa, un transportador 

de NAD de Saccharomyces cerevisiae (ScNTD2) y a la proteína verde fluorescente (EGFP). 

Aquellas que cuenta con el tag 6xHis-SUMO son la NAD quinasa de Plasmodium falsiparum 

(PfNADK), la triparedoxina de Leishmania braziliensis, la proteína 5 que contiene el dominio 

de fibronectina tipo III de ratón (FNDC5) y un transportador de NAD  de Arabidopsis thaliana. 

En los western blot, además de la detección del antígeno correspondiente, se aprecian señales 

por parte de todas las proteínas evaluadas con los 6xHis-SUMO-NTD a excepción del BSA 

(Figura 6-12A). Se obtuvieron resultados similares para los 6xHis-SUMO-RBD pero no se 

observó señal por parte de ScNDT2 ni de BSA (Figura 6-12B). De manera complementaria, se 

realizaron ELISAs. En este caso, aunque las proteínas de interés 6xHis-SUMO-NTD y 6xHis-

SUMO-RBD presentaron una mayor señal, las demás proteínas también fueron detectadas en 

menor nivel por los dos conjuntos de anticuerpos producidos (Figura 6-12C y D).  

Figura 6-12: Determinación de la especificidad de IgYs policlonales de sangría. Western blot, 

A. 6xHis-SUMO-NTD, B. 6xHis-SUMO-RBD. ELISA, C. 6xHis-SUMO-NTD, D. 6xHis-SUMO-

RBD. NTD (naranja), RBD (azul). 
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Estos resultados indican que hay reactividad cruzada por parte de los anticuerpos policlonales 

generados para los dos antígenos empleados. Previamente, en nuestro grupo de investigación 

se han producido anticuerpos aviares siguiendo la aproximación abordada en este estudio. Sin 

embargo, no se había presentado el reconocimiento cruzado de proteínas no relacionadas al 

evaluar la especificidad de estos anticuerpos (32,101,102). Además, considerando el diverso 

origen de cada una de las muestras (distintos organismos y rutas celulares), y las funciones 

biológicas que desempeñan, se asume que el reconocimiento de estas proteínas no podría 

atribuirse a la presencia de dominios conservados. Sin embargo, se considera pertinente 

comparar la estructura tanto primaria como terciaria de estas proteínas con el objetivo de 

identificar epítopos comunes entre ellas. 

A fin de corroborar si las detecciones inespecíficas podrían deberse a la presencia de 

anticuerpos que reconocen epítopos en las etiquetas adicionadas por el sistema de clonación 

(6xHis y SUMO) se predijeron los posibles epítopos tanto lineales (presentes en los western 

blot) como conformacionales (presentes en los ELISA) sobre las proteínas recombinantes 
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construidas. En primer lugar, se hizo la predicción de la estructura de cada proteína con el 

servidor ChimeraX-1.6.1. Posteriormente, las estructuras predichas se cargaron a la 

herramienta Ellipro utilizada previamente.  

En el caso de 6xHis-SUMO-NTD (Figura 6-13A), se identificaron 13 epítopos lineales (Anexo 

B). Entre estos, el que contó con mayor score corresponde a la etiqueta 6xHis y una parte de 

SUMO (Figura 6-13B), mientras que los siguientes dos epítopos con mejores scores 

correspondieron a regiones de NTD (Figura 6-13C y D).  

Figura 6-13: Predicción de epítopos lineales sobre 6xHis-SUMO-NTD. A. Estructura de 6xHis-

SUMO-NTD. Epítopos como esferas amarillas sobre B. 6xHis y SUMO, C y D. NTD. 
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Al realizar la predicción de epítopos estructurales sobre 6xHis-SUMO-NTD, se encontró que el 

epítopo con mayor score corresponde a 6xHis junto con 6 aa pertenecientes a SUMO (Figura 

6-14A). Otros dos epítopos se encontraron en NTD (Figura 6-14B y C) y un cuarto se identificó 

sobre una región de SUMO (Figura 6-14D). Los demás epítopos conformacionales se reportan 

en el anexo B. 

Figura 6-14: Predicción de epítopos estructurales sobre 6xHis-SUMO-NTD. Epítopos como 

esferas amarillas sobre A. 6xHis y SUMO, B y C. NTD, D. SUMO. 

 

Se ejecutó el mismo procedimiento para 6xHis-SUMO-RBD (Figura 6-15A), encontrando 

resultados similares. En cuanto a los epítopos lineales, se identificó el tag de histidinas y una 

porción de SUMO como el epítopo con mejor score (Figura 6-15B) que corresponde al mismo 
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predicho en 6xHis-SUMO-NTD (Figura 6-13B) excluyendo solo 2 aa. Los siguientes mejores 

epítopos se encontraron en RBD (Figura 6-15C y D).  

Figura 6-15: Predicción de epítopos lineales sobre 6xHis-SUMO-RBD. A. Estructura de 6xHis-

SUMO-RBD. Epítopos como esferas amarillas sobre B. 6xHis y SUMO, C y D. RBD. 

 

En cuanto a epítopos estructurales, se encontró que el de mayor score (Figura 6-16A), 

corresponde al mismo predicho sobre 6xHis-SUMO-NTD (Figura 6-14A). El siguiente, se ubicó 

sobre RBD (Figura 6-16B) y un tercero, se predijo sobre SUMO (Figura 6-16C) similar al 

encontrado en 6xHis-SUMO-NTD (Figura 6-14D). En total, se encontraron 12 posibles epítopos 

lineales y 11 conformacionales, aquellos que no se exponen en este apartado, se encuentran 

en el anexo C. 
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Figura 6-16: Predicción de epítopos estructurales sobre 6xHis-SUMO-RBD. Epítopos como 

esferas amarillas sobre A. 6xHis y SUMO, B. RBD, C. SUMO. 

 

Aunque se considera que por su pequeño tamaño, el tag de hexa histidinas presenta una baja 

inmunogenicidad, los resultados obtenidos de manera experimental y bioinformática, indican 

que esta etiqueta, al igual que SUMO, se constituyen como inmunogénicas. Esto, favorecería el 

reconocimiento de proteínas no relacionadas que cuenten con estos tags como se evidenció en 

los experimentos ejecutados. De hecho, en el 2022 Lin et al. reportaron el reconocimiento 

inespecífico en western blot de proteínas etiquetadas con 6xHis por parte de sueros de ratones 

inmunizados con 6xHis-RBD concluyendo que la adición de esta etiqueta puede afectar de 

manera significativa la inmunogenicidad de las proteínas (103). Sin embargo, considerando 

que los antígenos inoculados (6xHis-SUMO-NTD y 6xHis-SUMO-RBD) fueron reconocidos en 

mayor medida en los ensayos de inmunodetección realizados, se puede asumir que el pool de 

anticuerpos policlonales cuenta también anticuerpos (parátopos) que son específicos contra 

epítopos de NTD y RBD. Por lo tanto, sería posible purificar aquellos anticuerpos específicos 

mediante afinidad al remover las etiquetas de las proteínas recombinantes. De igual manera, 

se espera que en el proceso de producción de los anticuerpos monoclonales, se identifiquen y 

aíslen clones capaces de reconocer epítopos sobre las proteínas de interés. También, se 

considera pertinente remover las etiquetas 6xHis-SUMO de las proteínas recombinantes antes 

de realizar la inmunización para garantizar que la respuesta inmune se desarrolle 

específicamente contra los epítopos presentes sobre NTD y RBD. 

Por otro lado, en nuestro grupo de investigación, se han intentado producir IgYs policlonales 

para el reconocimiento de la etiqueta de hexa histidinas mediante la inmunización con 

péptidos, pero no se han obtenido resultados favorables. En algunos casos, moléculas de bajo 

peso molecular, conocidas como haptenos, no tienen la capacidad de inducir la respuesta 
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inmune por parte de un organismo al ser empleadas como antígenos. Sin embargo, al ser 

acoplados a una proteína transportadora (carrier protein), los haptenos pueden adquirir 

inmunogenicidad debido a que la proteína carrier presenta el hapteno de manera más eficiente 

al sistema inmune del organismo (104). Por lo tanto, es posible que en este caso, las proteínas 

NTD y RBD desempeñen el papel de proteínas transportadoras (carrier proteins) exponiendo 

las etiquetas (que actuarían como haptenos) favorecido la inmunogenicidad de las mismas. 

Normalmente, se emplea el BSA, la ovoalbúmina o IgGs como proteínas transportadoras y no 

se considera su actividad biológica. No obstante, se he reportado el uso de la transferrina como 

proteína transportadora al ser conjugada con aflatoxinas para la producción de anticuerpos en 

ratón, demostrando ser más eficiente este conjugado que el conformado con la ovoalbúmina 

(105). De esta forma, se resalta el potencial de otras proteínas, como RBD y NTD, de 

desempeñar adecuadamente la función de carrier. En consecuencia, estos resultados abren 

paso a la posibilidad de purificar anticuerpos a6xHis y aSUMO que contarían con el gran 

potencial de constituirse como valiosas herramientas para la detección de proteínas 

recombinantes ampliamente utilizadas en la investigación científica en nuestro país.  

Por otro lado, teniendo en cuenta el origen de las proteínas recombinantes empleadas como 

antígenos, es importante considerar ciertos aspectos. La obtención de 6xHis-SUMO-NTD y 

6xHis-SUMO-RBD a partir de cuerpos de inclusión podría implicar que los anticuerpos 

producidos también estarían dirigidos a regiones que no son expuestas por la proteína nativa. 

Sin embargo, los cuerpos de inclusión pueden contener cantidades variables de proteína 

plegada total o parcialmente en su forma nativa (94,106,107), implicando que los anticuerpos 

producidos podrían reconocer fragmentos correctamente plegados del antígeno y por lo tanto, 

tendrían el potencial de detectar la proteína nativa además de la proteína desnaturalizada. 

Adicionalmente, es importante considerar que los epítopos tanto lineales como estructurales 

pueden ser de 5-22 aminoácidos que pueden verse representados en aquellas regiones en 

conformación nativa presentes en los cuerpos de inclusión (67). Por otro lado, las proteínas 

recombinantes, al ser obtenidas en el sistema heterólogo E. coli no cuentan con modificaciones 

postraduccionales como la glicosilación en contraste con la forma nativa de Spike que es una 

glicoproteína. No obstante, existen medicamentos y vacunas que se han generado a partir de 

la expresión de proteínas recombinantes en diferentes sistemas incluyendo el bacteriano 

(108–111) reafirmando el gran potencial de E. coli como sistema de producción de estos 

insumos para diversas aplicaciones. Incluso, algunas proteínas virales de la cápside del virus 
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de la hepatitis E obtenidas de manera recombinante en E. coli a partir de cuerpos de inclusión, 

pueden mantener epítopos similares a aquellos presentes en la superficie del virión (112). Así, 

se resalta la validez de la aproximación ejecutada en este trabajo para la obtención del antígeno 

de interés. 

6.6 Generación de anticuerpos recombinantes 

6.6.1 Construcción de los fásmidos recombinantes pSEX81-ScFv  

6.6.1.1 Extracción de ARN total desde tejido esplénico y síntesis de ADNc  

Finalizado el esquema de inmunización de las gallinas inoculadas con las proteínas 

recombinantes, se realizó la extracción de ARN total a partir de sus bazos. Mediante el equipo 

NanoDrop™ One Microvolume (Thermo Scientific™) se determinó la concentración de ARN, 

junto con el grado de pureza de las muestras obtenidas (Tabla 6-2). Adicionalmente, al evaluar 

el ARN obtenido mediante gel TBE-agarosa 1% se observaron 2 bandas predominantes 

correspondientes al ARN ribosomal (ARNr) 28S y 18S en ambos casos (Figura 6-17A). En 

conjunto, estos resultados indicaron que el ARN se logró extraer íntegro, a una alta 

concentración y presentó buenos valores de pureza. 

Tabla 6-2: Determinación de la concentración y pureza del ARN total extraído. 

Muestra ARN gallina 534 ARN gallina 799 

Concentración (ng/L) 6468 2395,4 

A260/A280 2,06 2.03 

A260/A230 1,96 2,10 

Volumen obtenido (L) 25L 25L 

Rendimiento (g) 161,7 59,9 

 

Considerando que en cada caso se partió de aproximadamente 50mg de tejido esplénico, los 

rendimientos de la extracción cuentan con valores apropiados ya que se considera que por 

cada 50mg deben obtenerse más de 25mg de ARN(113). En otro caso se reportó un valor de 

12,3mg como producto de la extracción de ARN desde saliva empleando igualmente el reactivo 

TRIzol que se comparó con 0,2mg obtenidos mediante métodos basados en columnas (114). 

Por lo tanto, estos resultados garantizan la calidad del procedimiento y validan la utilidad del 
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método empleando el reactivo TRIzol. Teniendo esto en cuenta, el ARN extraído se trató con la 

enzima RQ1 RNase-Free DNase (Promega) a fin de eliminar el ADN genómico contaminante. 

Posterior a esto, se sintetizó ADNc con la enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Promega).  

El tratamiento con DNase y la transcripción reversa se corroboraron sometiendo las muestras 

de ARN crudo (sin tratar), ARN tratado con DNase y ADNc a una PCR para la amplificación de 

un fragmento del gen constitutivo codificante para la enzima hidroximetilbilano sintasa 

(HMBS). Se empleó este gen debido a que se reportó como el más adecuado para el análisis de 

la expresión en diferentes tejidos de pollos (58). Los primers utilizados para la amplificación 

de este fragmento generarían amplicones de diferentes tamaños dependiendo de la plantilla 

que se emplee. Desde ADN genómico (presente en muestra de ARN crudo), los primers 

abarcarían regiones exónicas e intrónicas generando un producto de 1058pb. Por otro lado, su 

amplificación a partir de ADNc, que cuenta solo con los exones, produciría un amplicon de 

195pb. Estos productos se evidenciaron en las muestras evaluadas, confirmando la eficiencia 

del tratamiento y la integridad del ADNc sintetizado en cada caso (Figura 6-17B). 

Figura 6-17: Determinación de la integridad del ARN extraído a partir del bazo y del ADNc 

sintetizado. A. ARN total, las flechas señalan las bandas correspondientes a los ARNr 28S y18S. 

B. Amplificación de un fragmento del gen constitutivo (HMBS) de 1058pb desde ARN crudo 

(ARN-DNase), ARN tratado con DNase (ARN+DNase) y de 195pb a partir de ADNc. Marcador 

de peso molecular, MW (pb). Las estrellas indican la posición de las bandas de interés. 

Inoculación de la gallina a partir de la cual se obtuvieron los ácidos nucleicos NTD (naranja) 

RBD (azul). 
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6.6.1.2 Construcción de los fásmidos recombinantes pSEX81-ScFv 

El sistema pSEX81 (anexo D), cuenta con la secuencia del gen pIII del bacteriófago M13 y una 

secuencia de 23pb denominada linker, que se encuentra entre las regiones de clonación de VL 

y VH. Para construir las librerías de fásmidos recombinantes, se debe realizar la clonación de 

las cadenas VL y VH en dos pasos sobre el fásmido pSEX81. En primer lugar, se clona la cadena 

VL para ensamblar el fásmido pSEX81-VL. Sobre este producto se realiza la clonación de VH a 

fin de obtener el constructo pSEX81-ScFv correspondiente a los anticuerpos recombinantes 

Single-chain Variable Fragment (ScFv) (Figura 6-18). 

Figura 6-18: Representación del constructo pSEX81-ScFv. 

 

Partiendo del ADNc sintetizado se amplificaron las regiones VL de las IgYs utilizando los 

primers ChickVLFMluI y ChickVLRNotI con los cuales se adicionaron los sitios de restricción 

(sdr) compatibles con el sistema de clonación (pSEX81). Luego de evaluar diferentes 

diluciones del ADNc (1:5, 1:20, 1:50) y varias temperaturas de annealing (57ºC – 62ºC) se 

determinó que en este caso la dilución y temperatura que arrojaron mejores resultados 

correspondieron a 1:20 y 60ºC respectivamente. Bajo estos parámetros, se obtuvieron los 

amplicones del tamaño esperado y reportado en literatura (~300pb) (67) (Figura 6-19A). 

Luego, se llevó a cabo la digestión con las enzimas respectivas sobre el inserto, VL-sdr y sobre 

el fásmido pSEX81. La digestión del fásmido se evaluó para corroborar la liberación de la 

secuencia presente entre los sitios de corte considerando la predicción realizada mediante la 

herramienta en línea NEBcutter de Expasy (Figura 6-19B y C). 

Figura 6-19: Obtención de las regiones VL. A. Bandas correspondientes a VL-sdr. B. Predicción 

por NEBcutter del patrón de bandas esperado (4542pb y 341pb) tras digestión con MluI y NotI 

de pSEX81. C. Corroboración de la digestión de pSEX81. Sin dig, plásmido sin digerir; NotI, 

digestión parcial; NotI MluI, doble digestión. Bazo de gallina inoculada con NTD (naranja) y 

con RBD (azul). 
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Una vez confirmada la correcta digestión del fásmido, se purificó el fragmento de mayor 

tamaño, se ligó con el inserto (VL-sdr) y se transformó en células E. coli TG1. Para cada caso, 

de las colonias obtenidas se evaluaron 10 mediante PCR para verificar la presencia del inserto 

encontrando que todas lo presentaban abundantemente como se observa en la Figura 6-20A 

y B. Considerado esto, se recuperaron todas las colonias y se sometieron a extracción de 

plásmido. Los plásmidos recombinantes pSEX81-VL obtenidos se evaluaron para corrobora su 

integridad (Figura 6-20C). 

Figura 6-20: Clonación de regiones VL en fásmido pSEX81. PCR de colonia corroborando 

presencia del inserto VL en todas las colonias evaluadas para A. pSEX81VL-NTD y B. 

pSEX81VL-RBD. C. Evaluación de la integridad de los plásmidos recombinantes pSEX81-VL-

NTD y pSEX81-VL-RBD extraídos. NTD (naranja), RBD (azul). 
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Contando con los fásmidos recombinantes pSEX81-VL, se procedió con la amplificación de VH 

empleando la dilución de ADNc 1:20, una temperatura de annealing de 65°C, y los primers 

ChickVHFNcoI y ChickVHRHindIII. Bajo estas condiciones, se obtuvieron las bandas del peso 

esperado (~400pb) correspondientes a VH-sdr (67) (Figura 6-21A). Posteriormente, se llevó 

a cabo la digestión de VH-sdr y de los fásmidos recombinantes previamente construidos 

(pSEX81-VL) con las enzimas HindIII y NcoI. Igual que en el caso anterior, se realizó la 

predicción de la digestión del fásmido (Figura 6-21B) que posteriormente se verificó en gel de 

TBE-agarosa (Figura 6-21C) para proceder a purificar y ligar el fragmento de mayor tamaño 

con el inserto VH.  

Figura 6-21: Obtención de las regiones VH. A. Bandas correspondientes a VH-sdr. B. 

Predicción por NEBcutter del patrón de bandas esperado (4461pb y 398pb) tras digestión con 

HindIII y NcoI de pSEX81-VL. C. Corroboración de la digestión de pSEX81-VL en cada caso. Sin 

dig, plásmido sin digerir; HindIII NcoI, doble digestión. Bazo de gallina inoculada con NTD 

(naranja)y con RBD (azul). 
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Posteriormente, el producto de ligación fue transformado en células TG1 obteniendo múltiples 

colonias. Mediante PCR con los primers pelB_Fw y ChickVLRNotI (anexo E presenta la posición 

de los primers empleados) se evaluó la presencia del fragmento VL-VH (ScFv) en 10 de las 

colonias mediante PCR en cada caso, esperando un amplicon de ~723pb (VL: ~300pb, VH: 

~400pb, linker:23pb) que se observó en todas las colonias evaluadas (Figura 6-22A y B). 

Adicionalmente, se calculó el tamaño de las librerías generadas mediante recuento en placa 

siendo de 6,25x106 cfu para NTD y de 3,75x106 cfu para RBD. Estos tamaños son cercanos a los 

reportados en literatura que van desde 1x106 a 3x108 cfu (20,67,91). 

Figura 6-22: Clonación de regiones VH en los fásmidos pSEX81-VL conformando el constructo 

pSEX81-ScFv. PCR de colonia corroborando presencia de ScFv (~723pb) en todas las colonias 

evaluadas para A. NTD y B. RBD. MW, marcador de peso molecular. NTD (naranja), RBD (azul). 
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Debido a limitaciones en la disponibilidad e importación de insumos, la siguiente fase de la 

implementación del sistema para la producción de mrAbs se realizó con la proteína 6xHis-

SUMO-RBD. Considerando esto, luego de corroborarse la construcción de los fásmidos 

pSEX81-ScFv se realizó la infección con el hiperfago M13K07∆PIII (PROGEN). Posteriormente, 

se realizó la precipitación de los fagos empacados y se determinó su concentración mediante 

conteo por placa, encontrando que se obtuvo una librería de 3x1012pfu/mL. Durante la 

ejecución de este trabajo, se reportó el uso de librerías en el orden de 1012 y 1011pfu/mL para 

las rondas de selección utilizando como antígeno la región S1 completa de Spike bajo un sistema 

similar al empleado en este trabajo (91). Por lo tanto, se puede considerar que la librería de 

fagos recombinantes obtenida en este caso presenta un tamaño considerable y que es 

suficiente para la subsecuente selección mediante biopanning, teniendo en cuenta que una 

librería es óptima si su concentración corresponde a valores en el orden de 106-1012 pfu/mL 

(91,115–117). 
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6.7 Selección de rAbs anti 6xHis-SUMO-RBD mediante 
biopanning 

Contando con la proteína recombinante 6xHis-SUMO-RBD y con la librería de fagos generada, 

se procedió a la selección de aquellos fagos que expresaran los ScFv de interés. Los fagos no 

unidos se lavaron, mientras que aquellos que se unieron al antígeno fueron eluidos y se 

determinó su concentración mediante recuento en placa. Los fagos eluídos en cada ronda se 

sometieron a procesos de amplificación en bacterias, se aislaron y se emplearon como los fagos 

de entrada en la siguiente ronda. En cada caso, se determinó el enriquecimiento de la 

especificidad mediante la razón de los fagos de salida/fagos de entrada (Tabla 6-3). 

Para ejecutar el primer biopanning, se fijaron 20g de la proteína recombinante y se empleó 

una dilución 1:10 (3x1011pfu/mL) de los fagos rescatados. Luego del proceso de selección y de 

lavado de los no unidos, se realizó la elución de los fagos específicos obteniendo 

1,4x104pfu/mL. Los fagos eluídos se amplificaron y se emplearon para la segunda ronda de 

biopanning a partir de la cual se eluyeron 1,9x104 fagos. 

Tabla 6-3: Tamaño de las librerías y títulos de los bacteriófagos en cada ronda de biopanning. 

Ronda Fagos de entrada (pfu/mL) Fagos de salida (pfu/mL) Salida/Entrada 

1 3x1011 1,4x104 4,7x10-8 

2 3x1010 1,9x104 6.3x10-7 

3 1,1x109 2,8x104 2,6x10-5 

 

Los títulos de fagos, tanto de entrada como de salida que se determinaron en este caso 

presentan valores cercanos a los reportados en otros estudios (19,118–121). Teniendo en 

cuenta la relación de los fagos de salida con los de entrada, se puede observar un incremento 

en la recuperación de anticuerpos específicos (Figura 6-23A) que representa un 

enriquecimiento de más de 550 veces. El incremento evidenciado en el título de los fagos 

recombinantes específicos, se considera adecuado pues se han reportado incrementos desde 

10 a 100 veces en el caso de librerías construidas a partir de IgYs aviares (20,122), aunque en 

otros casos se han reportado incrementos de hasta 1 millón de veces (123). Las tres rondas de 

biopanning se monitorearon mediante PCR encontrando que, en la primera, 9 de las 20 

colonias evaluadas aleatoriamente presentaron el constructo ScFv (Figura 6-23B), mientras 
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que en la segunda ronda se encontró que 14 de las 20 colonias evaluadas eran positivas, 

haciendo evidente el aumento esperado que se atribuye a la selección (Figura 6-23C). Sin 

embargo, al evaluar la tercera ronda, solo 6 de las 20 colonias contaron con el fragmento 

correspondiente a los ScFv específicos (Figura 6-23D). Este último resultado, puede deberse a 

un proceso de lavado ineficiente ya que en otros estudios suelen aumentar el nivel de 

astringencia conforme se avanza en las rondas de biopanning (20,71,123,124). En este sentido, 

el incremento evidenciado en la Figura 6-23A para la última ronda no representaría fielmente 

el aumento de los bacteriófagos recombinantes específicos. Cabe resaltar, que en otros 

estudios generalmente no se confirma el número de colonias positivas después de cada ronda, 

reportándose únicamente el aumento en los títulos. Con base en estos resultados, se plantea 

realizar nuevamente esta tercera ronda de selección modificando las condiciones de lavado. 

Las colonias positivas en cada fase han sido seleccionadas y constituyen anticuerpos 

específicos que reconocen el antígeno y que posteriormente serán evaluadas. 

Figura 6-23: Evaluación del enriquecimiento de bacteriófagos-ScFv específicas para 6xHis-

SUMO-RBD. A Incremento en la recuperación de fagos acoplados con anticuerpos específicos. 

Evaluación por PCR de colonia de rondas de biopanning B. primera, C. segunda D. tercera. 

 

Finalmente, a la fecha de entrega de este documento, no se ha concluido el aislamiento de 

clones para determinar su identidad y evaluar sensibilidad y especificidad mediante ensayos 
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de ELISA, debido a contratiempos con la entrega de los insumos. Se espera que, al momento de 

la sustentación, se puedan presentar estos resultados. 

La versatilidad de la tecnología phage display se ha representado en sus diversas aplicaciones, 

ya que los productos obtenidos cuentan con un potencial equiparable al de aquellos 

producidos mediante otras metodologías, que suelen ser aún más dispendiosas y costosas a 

largo plazo, como el hibridoma. A pesar de que la implementación de la técnica de phage 

display involucra metodologías complejas y laboriosas en contraste con la producción de pAbs, 

se pueden obtener anticuerpos contra diferentes antígenos a partir de una misma librería. Así, 

cada pool de anticuerpos puede ser enriquecido con aquellos que sean de interés mediante 

selección con rondas de biopanning.  

Por otro lado, es importante mencionar que el sistema pSEX81 empleado para la clonación de 

las regiones variables de las IgYs (VL y VH), está diseñado originalmente para ser empleado en 

conjunto con un set de primers comercial que permite la amplificación y clonación de las 

regiones variables de IgGs murinas. En un trabajo paralelo en nuestro grupo de investigación, 

se implementó exitosamente el sistema completo para la producción de rmAbs de ratón que 

permitieron el reconocimiento específico de la PfNADK. Para la producción de librerías 

inmunes de gallinas, normalmente se emplean fásmidos como pCANTAB5E (91) o variaciones 

de pComb (20,30,125). Sin embargo, en este caso ya contábamos con el sistema pSEX81 y se 

optó por emplearlo considerando los costos que representa la adquisición de los otros 

sistemas. De esta forma, se diseñaron los primers compatibles con pSEX81 y exitosamente se 

extendió la aplicabilidad del sistema de clonación utilizado. 

Por último, se resalta que este trabajo constituye la primera aproximación a la producción de 

anticuerpos recombinantes a partir de modelo aviar en nuestro país. Esto, incluye diversos 

procesos de estandarización y optimización de las metodologías empleadas además de los 

resultados ya expuestos. Con base en esto, se plantean las conclusiones y perspectivas 

pertinentes en el siguiente apartado. 

 

 



 

7. Conclusiones y perspectivas 

7.1 Conclusiones 

 

Este trabajo constituye el primer acercamiento a la implementación del sistema phage display 

en un modelo aviar, por medio del cual se logró la generación de librerías de anticuerpos 

monoclonales recombinantes IgY. Se resalta el valor de lograr establecer y estandarizar esta 

tecnología como fuente de recursos para la investigación científica en Colombia. Adicional a la 

generación de anticuerpos contra los antígenos modelo, los dominios NTD y RBD de Spike de 

SARS-CoV-2, aunque no se esperaba, se generaron anticuerpos para la detección de 6xHis y de 

SUMO los cuales constituyen un valor agregado a esta aproximación. A continuación, se 

presentan los aspectos más concluyentes de este trabajo. 

 

A través de una aproximación bioinformática y de revisión, se identificaron los sitios con 

mayor probabilidad de ser inmunogénicos en la proteína Spike de SARS-CoV-2, siendo 

seleccionados los dominios NTD y RBD como antígenos para la producción de anticuerpos. 

 

Los dominios NTD y RBD de Spike de SARS-CoV-2 se expresaron en el sistema heterólogo E. 

coli, obteniendo las proteínas recombinantes 6xHis-SUMO-NTD y 6xHis-SUMO-RBD. Estas 

proteínas se purificaron desde cuerpos de inclusión y se emplearon como antígeno para la 

inoculación de los modelos aviares.  

 

Producto de la inmunización aviar, se obtuvieron pAbs tanto de sangre como de huevos cuya 

capacidad de reconocimiento de los antígenos se evaluó mediante ensayos de western blot y 

ELISA corroborando la generación de respuesta inmune por parte de los animales inoculados. 

Los pAbs de sangre y huevos fueron caracterizados determinando la concentración mínima de 
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antígeno que pueden reconocer en diferentes diluciones (sensibilidad) y si reconocían otras 

proteínas (especificidad).  

 

Los dominios antigénicos seleccionados de Spike de SARS-CoV-2 incrementaron la 

inmunogenicidad de las etiquetas 6xHis y SUMO, presentándose como posibles proteínas 

carrier favoreciendo, adicionalmente, la generación de anticuerpos contra estas etiquetas. 

 

En cuanto a la producción de rmAbs, contando con el fásmido pSEX81, se construyeron 

librerías inmunes con tamaños del orden de 106 para cada antígeno. Partiendo de esto, se 

construyó una librería de fagos expresando los rmAbs para 6xHis-SUMO-RBD de un tamaño 

de 3x1012 pfu/mL que fue sometida a 2 rondas de biopanning. 

 

7.2 Perspectivas 

 

Considerando el reconocimiento cruzado de proteínas que cuentan con los tags 6xHis y SUMO, 

se plantea la posibilidad de aislar y caracterizar los anticuerpos monoclonales recombinantes 

contra estas etiquetas a partir de las librerías generadas en este trabajo, mediante rondas de 

biopanning. De esta forma, se obtendrían paralelamente anticuerpos específicos para las 

etiquetas 6xHis y SUMO. 

 

Se plantea como la continuación de este trabajo, el aislamiento, la identificación y la 

caracterización de clones específicos a partir de los cuales se generen los rmAbs de interés.  

Los fragmentos ScFv correspondientes a los parátopos seleccionados podrían ser subclonados 

en vectores como pOPE o pET-22 en aras de optimizar la expresión de los anticuerpos 

recombinantes estableciendo la producción periplasmática de los mismos, lo cual facilita los 

procesos de purificación. 

 

Considerando la buena disponibilidad de anticuerpos que generará este sistema, se podrían 

evaluar diferentes técnicas para conjugar moléculas tales como enzimas, oro coloidal o 

fluorocromos que constituyan los primeros elementos para desarrollar sistemas de detección. 
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Teniendo en cuenta el sistema implementado, se plantea la posibilidad de construir librerías 

inmunes para cada uno de los modelos protozoarios que son de gran relevancia en la salud 

pública que se estudian en nuestro grupo de investigación. Esto constituiría un insumo de gran 

importancia para el estudio de estos organismos o el desarrollo de sistemas de detección. 

 

 

 

 





 

A. Anexo A: Vectores recombinantes 
construídos pET-SUMO-NTD y pET-
SUMO-RBD 

 

 

 





 

B. Anexo B: Epítopos lineales y 
conformacionales predichos en 6xHis-
SUMO-NTD 

Epítopo Score-región Epítopo Score-región 

Lineales 

 

0,738 - NTD 

 

0,631 - SUMO 

 

0,723 - NTD 

 

0,696 - NTD 

 

0,706 - NTD 

 

0,602 - SUMO 
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0,588 - NTD 

 

0,522 - NTD 

 

0,543 - NTD 

 

0,518 - NTD 

Estructurales 

 

0,720 - NTD 

 

0,633 - SUMO 

 

0,694 - NTD 

 

0,612 - NTD 

 

0,677 - NTD 

 

0,602 - NTD 

 



 

C. Anexo C: Epítopos lineales y 
conformacionales predichos en 6xHis-
SUMO-RBD 

Epítopo Score-región Epítopo Score-región 

Lineales 

 

0,755 - RBD 

 

0,644 - RBD 

 

0,694 - RBD 

 

0,605 - RBD 

 

0,694 - RBD 

 

0,586 - RBD 
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0,562 - SUMO 

 

0,506 - RBD 

 

0,540 - SUMO  

Estructurales 

 

0,749 - RBD 

 

0,618 - RBD 

 

0,697 - RBD 

 

0,605 - RBD 

 

0,633 - RBD 

 

0,599 - SUMO 

 



 

D. Anexo D: Representación del 
fásmido pSEX81 

 

 

 

 





 

E. Anexo E: Ubicación de primers 
sobre pSEX81-Scfv 

Representación del fásmido recombinantes pSEX81-ScFv. 

 

Ubicación de primers empleados para la amplificación de VL 

 

Ubicación de primers empleados para la amplificación de VH 

 

Ubicación de primers empleados para la amplificación del fragmento ScFv 
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