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RESUMEN 

 

 

Los avances en biotecnología han permitido la producción de anticuerpos recombinantes, 

siendo los anticuerpos de fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) los más comunes. 

Una de las aplicaciones de los anticuerpos es el direccionamiento de antígenos hacia 

células dendríticas (DCs) a través del reconocimiento de receptores como DEC205, el cual 

favorece el procesamiento y presentación de antígenos. La producción de un anticuerpo 

de cadena sencilla funcional anti-DEC205 de cerdo podría tener aplicación en el campo 

de direccionamiento de antígenos hacia DCs. El objetivo del presente trabajo fue producir 

un anticuerpo scFv anti-DEC205 de cerdo a través de sistemas de expresión procariota y 

eucariota. Para conseguirlo, se diseñaron genes sintéticos que contienen las secuencias de 

las regiones variables de la cadena pesada y ligera del anti-DEC205 y se clonaron en los 

plásmidos pET 100/ D-TOPO y pcDNA3.1 para ser expresado en los sistemas E. coli 

Rosetta 2 (DE3) y la línea celular Expi293, respectivamente. Utilizando un SDS-PAGE y 

western blot, se confirmó la producción del anticuerpo scFv anti-DEC205 en ambos 

sistemas, mismos que fueron capaces de reconocimiento el receptor DEC205 en western 

blot y por citometría de flujo. En conclusión, se establecieron las condiciones de 

producción de scFv anti-DEC205 biológicamente funcional a través de ambos sistemas 

de expresión. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 

Los anticuerpos (Abs) son glicoproteínas producidas por los linfocitos B que juegan un 

papel importante en la defensa contra patógenos (Abbas y col., 2014). El desarrollo de 

herramientas biotecnológicas ha permitido la producción de Abs recombinantes (rAbs), 

los cuales se han convertido en un componente clave en el área de investigación, 

diagnóstico y terapéutica (Kunert y Reinhart, 2016). Estos rAbs se producen gracias a la 

manipulación de secuencias que codifican para el anticuerpo de interés y su posterior 

producción con el uso de vectores y sistemas de expresión biológicos (Frenzel y col., 

2013).  

Una aplicación de los Abs es el direccionamiento de antígenos a células dendríticas 

(DCs) (Ring y col., 2013). Un receptor comúnmente utilizado para estos fines es el 

DEC205, el cual pertenece a la familia de receptores de tipo lectina C. Este receptor se 

caracteriza por promover la captura, procesamiento y presentación de antígenos mediante 

Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) clase I y II (Petzold y col., 2012). Se 

ha observado que el dirigir antígenos fusionados a un anticuerpo anti-DEC205 promueve 

mayor proliferación de linfocitos T (LT) CD4+, CD8+ y producción de interferón-γ (IFN-

γ) (Bonifaz y col., 2004). En la actualidad, se continúa explorando el potencial del 

direccionamiento de antígenos, optimizando los mecanismos y plataformas de entrega de 

antígenos hacia las DCs.  

Dentro de la diversa gama de rAbs se encuentra el fragmento variable de cadena 

sencilla (scFv), conformado por las regiones variables del cadenas pesada y ligera unidas 

por un péptido enlazador (Ahmad y col., 2012). El scFv se ha convertido en uno de los 

formatos más utilizados por que conservan la capacidad de reconocimiento de antígeno 

del Ab del cual derivan, por su menor tamaño y mejor difusión en tejidos y, debido a que 

carece del fragmento cristalizable posee menor inmunogenicidad y puede ser expresado 

de manera funcional en E. coli (Ahmad y col., 2012; Holliger y Hudson, 2005).  
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Considerando las ventajas que presentan los scFv en cuanto a producción y aplicación 

en organismos vivos, en el presente estudio se establecieron las condiciones para la 

producción y evaluación de un anticuerpo recombinante scFv anti-DEC205 porcino. 

Dicho scFv con capacidad de reconocimiento de células DEC205+ tiene potencial 

aplicación en el desarrollo de plataformas de entrega de antígenos hacia DCs DEC205+ de 

cerdo. 
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ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 

 

 

Estructura de los Anticuerpos 

 

Los Abs son proteínas producidas por los linfocitos B y proporcionan un mecanismo de 

defensa a través del reconocimiento y neutralización de antígenos (Ag) que invaden el 

organismo. Los Abs pertenecen a la familia de las Inmunoglobulinas (Ig), glucoproteínas 

especializadas en el reconociendo de Ag y forman parte de la inmunidad humoral 

(Machado y col., 2006). 

Las Igs están constituidas por cuatro cadenas proteicas: dos pesadas (H) y dos ligeras 

(L). Dichas cadenas se encuentran unidas entre sí por puentes disulfuro, resultando en una 

molécula con forma de “Y”. Ambos tipos de cadenas poseen dominios que le confieren al 

anticuerpo funciones específicas. Las cadenas ligeras poseen un dominio variable (VL) y 

uno constante (CL), mientras que las cadenas pesadas están conformadas por un dominio 

variable (VH) y 3 o 4 constantes (CH1, CH2, CH3-CH4). Cada una de los dominios variables 

contiene tres regiones hipervariables, donde se encuentran las regiones determinantes de 

complementariedad (CDRs) las cuales determinan la especificidad y afinidad del 

anticuerpo (Kenneth y col., 2009). La estructura de la Ig permite distinguir dos fracciones 

en particular: los fragmentos de unión a antígeno (Fab), conformado por una región 

variable y una constante de ambas cadenas (VL-CL y VH-CH1) y la fracción cristalizable 

(Fc), conformada por el resto de los segmentos constantes. La función de Fab es el 

reconocimiento y unión del anticuerpo con el antígeno, mientras que la función del 

segmento Fc le confieren al anticuerpo su acción efectora como la activación del 

complemento o la opsonización (Ayala y Piedra, 2007; Machado y col., 2006; Merino, 

2011; Otero González, 2010). 

 

Producción de Anticuerpos Recombinantes 

 

La producción de anticuerpos monoclonales (mAbs) in vitro fue posible durante los años 

setenta gracias a César Milstein y Georges Köhler (Köhler y Milstein, 1975). Como su 
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nombre lo indica, son Abs producidos por una misma clona de células B. Para su 

obtención, se emplea la fusión de linfocitos provenientes de animales inmunizados y 

células de mieloma. Los mAbs se han utilizado ampliamente en distintas áreas como 

tratamiento terapéutico o herramienta en diagnóstico e investigación (Lakhchaura, 2014). 

Actualmente, algunas de las limitaciones de los mAbs como agentes terapéuticos han 

sido superadas gracias al desarrollo de técnicas de biología molecular e ingeniería 

genética. Estas técnicas permiten la selección, modificación y producción de Abs 

utilizando distintas herramientas y ensayos de laboratorio haciendo posible la producción 

de Abs recombinantes (rAbs) (de Marco, 2015). Los rAbs se pueden producir en una 

amplia variedad de presentaciones, que van desde anticuerpos completos hasta fragmentos 

de anticuerpo (Figura 1). Se producen gracias a la manipulación de secuencias que 

codifican para el anticuerpo de interés y posterior producción mediante el uso de vectores 

y sistemas de expresión biológicos (Kunert y Reinhart, 2016). Algunos sistemas de 

expresión de proteínas recombinantes utilizan microorganismos como bacterias, hongos, 

levaduras, líneas celulares de insectos y mamíferos y otros sistemas como animales y 

plantas transgénicas (Frenzel y col., 2013; Holliger y Hudson, 2005). En la industria de 

anticuerpos recombinantes, emplear una sola plataforma para la producción de rAbs sería 

lo preferible. Sin embargo, factores como el tamaño del rAb, secuencia de aminoácidos, 

modificaciones post-traduccionales, estabilidad y solubilidad, hacen que la elección del 

sistema de expresión se ajuste a los requerimientos y características del anticuerpo de 

interés (Weisser y Hall, 2009). 
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Figura 1. Representación gráfica de los diferentes formatos de anticuerpos 

recombinantes. Fuente: (Bustamante-Córdova y col., 2018). 
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Producción de Anticuerpos Recombinantes en Sistemas de Expresión Procariotas 

 

La bacteria Escherichia coli es el sistema de expresión por elección cuando la producción 

de rAbs no requiere modificaciones postraduccionales, tales como patrones de 

glucosilación, como sucede con los scFv. Dicho sistema posee ciertas ventajas entre las 

que destaca los altos niveles de producción de anticuerpo recombinante a un bajo costo de 

mantenimiento (Andersen y Reilly, 2004). Se ha reportado rendimiento en producción de 

rAbs solubles en E. coli entre 0.9 mg/g de bacteria a 4 mg/L de cultivo (Shadi y col., 2018; 

Sharma y col., 2014). 

Teniendo en cuenta el deficiente sistema de plegamiento en E. coli, así como el 

ambiente citoplasmático reductor, la producción de rAbs con enlaces disulfuro no suele 

ser eficiente. Es común que la expresión de proteínas heterólogas en el citoplasma reductor 

de la bacteria resulte en la formación de agregados proteicos insolubles llamadas cuerpos 

de inclusión (Schmidt, 2004). Ante dicha situación, el tratamiento para recuperar rAbs 

funcionales a partir de cuerpos de inclusión consiste en el aislamiento de los agregados, 

solubilización con componentes desnaturalizantes como urea, purificación y finalmente 

replegamiento por métodos como diálisis, dilución o replegamiento en columna (Weisser 

y Hall, 2009). Sin embargo, a menudo se reporta eficiencia de hasta 75% en el 

replegamiento de rAbs scFv recuperados de cuerpos de inclusión (Guo y col., 2003). 

Para superar limitaciones como la formación de cuerpos de inclusión y búsqueda de 

condiciones óptimas de replegamiento, se han desarrollado diversas estrategias que 

permitan favorecer las condiciones de plegamiento y formación de enlaces disulfuros in 

vivo. Entre ellas podemos encontrar el uso de cepas E. coli modificadas genéticamente 

para permitir la formación de ambiente reductor en citoplasma, tales como E. coli SHuffle, 

(Lobstein y col., 2012), co-expresión de moléculas chaperonas como la proteína Skp 

(Wang y col., 2013) o empleando secuencias señal secretoras a periplasma, como el 

péptido peIB, donde el ambiente oxidante permite la formación de enlaces disulfuro y 

correcto plegamiento de rAbs (Padiolleau-Lefèvre y col., 2006). Aunque se han 

desarrollado estrategias para superar los inconvenientes de producción de rAbs en E. coli, 
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la elección de un sistema de expresión eucariota ofrece una alternativa viable para evitar 

las dificultades de producción de rAbs en sistemas de expresión procariotas. 

 

Producción de Anticuerpos Recombinantes en Sistemas de Expresión Eucariota 

 

Levaduras y Hongos Filamentosos 

 

Los sistemas de expresión como levaduras y hongos filamentosos han ganado terreno en 

la producción de anticuerpos recombinantes, completos o fragmentos de anticuerpo (Ward 

y col., 2004). Ente los organismos comúnmente empleados se cuentan Saccharomyces 

cerevisiae, Pichia pastoris, Aspergillus awamori y Kluyveromyces lactis (Gasser y 

Mattanovich, 2007). La principal ventaja que ofrecen dichos sistemas es el rendimiento 

en producción de bacterias aunado al eficiente sistema de plegamiento y modificaciones 

postraduccionales de sistemas eucariotas (Schirrmann y col., 2008). Además, las 

levaduras poseen un sistema excretor similar a eucariotas superiores, lo que permite que 

los rAbs sintetizados intracelularmente puedan ser transportados al ambiente extracelular 

(Yin y col., 2007) y el rendimiento en producción puede alcanzar niveles mayores a 1 g/L 

en procesos de fermentación (Martínez y col., 2012). Sin embargo, una desventaja de este 

sistema de producción es que las levaduras pueden llegar a adicionar patrones de 

glicosilación ajenos a los rAbs e incluso en sitios donde no son requeridos, aumentando 

su inmunogenicidad cuando son administrados en organismos eucariotas superiores 

(Sethuraman y Stadheim, 2006). En los últimos años se ha logrado inducir patrones N-

glicosilación en levaduras similares al humano utilizando S. cerevisiae y especies del 

género Pichia, lo cual permite la producción de glicoproteínas con aplicación potencial 

en mamíferos (De Pourcq y col., 2010). 

 

Células de Insectos  

 

Las células de insecto permiten producir proteínas heterólogas con el procesamiento y 

modificaciones postraduccionales similar al de organismos eucariotas superiores. Un 
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diverso número de fragmentos de anticuerpos y rAbs completos han sido expresados en 

conformación biológica funcional con este sistema (Yamaji, 2011). Por lo tanto, ofrece 

una alternativa eficiente para producción de rAbs, aunque se presenta el riesgo de adición 

de N-glucanos distintos a los encontrados en mamíferos, incrementando el riesgo de ser 

inmunogénicos (Ghaderi y col., 2012). Sin embargo, se ha llevado a cabo la expresión de 

rAbs en sistema de expresión de células de insecto-baculovirus derivado de Spodoptera 

frugiperda obteniendo como resultado Abs libres de patrones de glicosilación propios del 

sistema (Mabashi-Asazuma y col., 2013). El rendimiento de producción de rAbs varía en 

función de la optimización de condiciones de expresión y línea celular seleccionada. 

Empleando células de Drosophila Schneider 2 en biorreactores, se puede alcanzar la 

producción de 8 g/L de cultivo (Wang y col., 2012). Por otro lado, la optimización de 

secuencias secretoras es altamente efectiva para producción rAbs secretados en 

Trichoplusia ni (Ohmuro-Matsuyama y Yamaji, 2017), sistema en el cual se ha obtenido 

rendimiento en producción de rAbs de 257 mg/L in vivo (Gómez-Sebastián y col., 2012) 

hasta 300 mg/L en cultivos de Trichoplusia ni (Yamaji y col., 2008). 

 

Expresión en Plantas  

 

Los sistemas de expresión basados en plantas han sido empleados como una atractiva 

alternativa para la producción de rAbs que actualmente son expresados en sistemas basado 

en células de mamíferos o microbiológicos (Zvirin y col., 2018). Ofrece la ventaja de tener 

bajos costos de producción y flexibilidad en la obtención de rAbs a gran escala de acuerdo 

a las necesidades del mercado (Weisser y Hall, 2009). Las plantas pueden sintetizar y 

expresar anticuerpos completos o fragmentos derivados de ellos debido a los mecanismos 

de plegamiento y ensamblaje similares entre animales y plantas (Nair, 2017). Una 

desventaja del uso de sistemas de expresión basados en plantas, son los patrones de 

glicosilación distintos a los producidos en mamíferos, lo cual interfiere con la 

funcionalidad del fragmento Fc y posee potencial carácter inmunogénico (Larrick y col., 

2001). 
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Desde la producción del primer anticuerpo expresado en la planta Nicotiana tabacum 

(Hiatt y col., 1989), se ha buscado la optimización de los sistemas de expresión para 

conseguir la obtención de rAbs funcionales alcanzándose hasta 1 g de proteína por kg de 

hojas de planta (Lomonossoff y D’Aoust, 2016). Dicha limitante ha sido en algunos casos 

superada con el desarrollo de plantas modificadas como Nicotiana benthamiana en la cual, 

fue posible la producción de un anticuerpo con patrones humanizados de N-glicosilación 

(Strasser y col., 2008) o mediante la eliminación de dichos patrones de glicosilación in 

vivo (Mamedov y col., 2017). 

 

Líneas Celulares de Mamíferos 

 

A pesar de ser uno de los sistemas con mayores requerimientos de costos, debido a los 

medios de cultivo y dificultades en manipulación (Schirrmann y col., 2008), a la fecha, la 

mayoría de los rAbs terapéuticos son expresados en líneas celulares de mamíferos. Este 

sistema puede ser empleado para expresión transitoria o estable, dependiendo de las 

necesidades de la proteína a producir. Presenta diversas ventajas sobre los sistemas de 

expresión anteriormente descritos como: una correcta maquinaria de plegamiento, 

procesamiento post-traduccional y sistema de secreción al espacio extracelular (Yin y col., 

2007) lo cual, funcionalmente, lo vuelve más rentable. La elección de la línea celular 

depende de la aplicación del producto final. Entre las líneas celulares mayormente 

empleadas para la producción de rAbs a gran escala, se encuentra la línea celular de Ovario 

de Hámster Chino (CHO) la cual han ganado creciente importancia en la obtención de 

rAbs terapéuticos, alcanzado hasta 300 mg/L en producción de proteínas recombinantes a 

escala de laboratorio (Costa y col., 2010; Rajendra y col., 2011). Particularmente, la línea 

celular de riñón embrionario humano (HEK) 293 es empleada para la expresión transitoria 

de anticuerpos a baja escala, debido a su alta eficiencia en transfección con plásmidos de 

DNA (Jäger y col., 2015) obteniéndose rendimiento de hasta 600 mg/L (Frenzel y col., 

2013). Para optimizar los niveles de expresión de rAbs a baja escala en sistemas 

eucariotas, se han generado derivados de la línea celular HEK293 obteniéndose la línea 

celular FreeStyle293 y Expi293. Estos nuevos sistemas de expresión transitoria de rAbs 
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poseen la capacidad de crecer en suspensión, alcanzando mayor densidad celular por 

cultivo y con ello, rendimiento en producción de rAbs hasta 1 gramo/Litro en producción 

de IgG humana (Jones y col., 2012). 

 

Anticuerpo Fragmento Variable de Cadena Sencilla (scFv) 

 

En aplicaciones terapéuticas, la región Fc del anticuerpo es de gran importancia dado que 

influye en la acción efectora del mismo (Frenzel y col., 2013). Sin embargo, hay ocasiones 

en las que esta acción efectora no es requerida y el efecto del reconocimiento del segmento 

Fc pudiera resultar indeseable (Holliger y Hudson, 2005). Ante este escenario, la 

elaboración de anticuerpos recombinantes carentes de Fc es una opción válida en la 

búsqueda de alternativas terapéuticas exitosas. 

Una opción en la producción de anticuerpos recombinantes es la elaboración de 

fragmentos de anticuerpo, con capacidad de unión específica al antígeno, de manera 

similar a la de un anticuerpo completo. Entre los fragmentos de anticuerpo más pequeños 

que conservan su capacidad de reconocimiento de antígenos, se encuentra el Fragmento 

Variable de Cadena Sencilla (scFv) conformado por las regiones VH y VL del mAb del 

cual deriva unidas por un péptido de enlace (Ahmad y col., 2012). Además de extensión 

del péptido de unión de ambas regiones variables, la composición de aminoácidos de éste 

es importante para el correcto plegamiento de la cadena peptídica y rendimiento en la 

expresión de scFv en E. coli (Sharma y col., 2014), siendo la secuencia (G4S)3 la más 

común (Frenzel y col., 2013). 

A la fecha, diversos scFv han sido exitosamente producidos en diversos sistemas de 

expresión tales como células de mamíferos (Ho y col., 2006), levaduras, plantas (Galeffi 

y col., 2006) y células de insectos (Choo y col., 2002). Estos pueden ser expresados 

correctamente plegados como proteínas activas o como agregados proteicos, los cuales 

requieren replegamiento in vitro para volverse activas. La posibilidad de ser expresado 

como proteína biológicamente funcional y ser secretado depende del sistema de expresión 

empleado (Ahmad y col., 2012). Sin embargo, scFv son frecuentemente expresados en 
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sistemas de expresión procariota, evitando así las dificultades tecnológicas y riesgo de 

contaminación en la utilización de sistemas de expresión eucariotas (Kunert y Reinhart, 

2016). 

 

Aplicación de los Anticuerpos Recombinantes en el Direccionamiento de Antígenos 

 

El desarrollo de herramientas profilácticas basadas en la utilización de anticuerpos ha sido 

explorado desde hace más de una década. Esta estrategia consiste en la entrega de 

antígenos a las DCs a través del uso de anticuerpos que reconozcan receptores de 

superficie (Figura 2), con la finalidad de promover la captura, procesamiento y 

presentación de antígenos (Alvarez y col., 2013). En el campo veterinario se ha evaluado 

el potencial de direccionamiento de antígenos hacia DCs como herramienta profiláctica. 

Se ha encontrado que al dirigir subunidades de Parvovirus canino (CPV) y Virus de 

Enfermedad Hemorrágica de Conejos (RHDV), acoplados a un scFv que reconoce el 

MHC-II, promueve un incremento en la producción de anticuerpos (hasta 600x) 

específicos y mayor supervivencia posterior a una infección con RHDV (Gil y col., 2011). 

Por otro lado, se ha evaluado el potencial de direccionamiento de antígeno hacia el 

receptor CD169, presente en macrófagos y monocitos, encontrándose que al acoplar la 

glicoproteína 4 (GP4) del Virus de Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino 

(PRRSV) a un anticuerpo monoclonal anti-CD169, se favorece la producción de 

anticuerpos específicos y neutralización del virus in vivo (Ooms y col., 2013). En ratones, 

se ha direccionado antígenos de Trypanosoma cruzi hacia células dendríticas por 

reconocimiento del receptor de superficie DEC205, promoviendo un incremento en la 

producción de IFN-γ y proliferación de LT CD4+ a diferencia de su contraparte sin 

direccionar (Rampazo y col., 2015). 
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Figura 2. Ilustración del mecanismo de direccionamiento de antígenos a células 

dendríticas. Modificado de: Petzold y col., 2012. 
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Direccionamiento de Antígenos a Células Dendríticas DEC205+ 

 

Las DCs son parte fundamental del sistema inmune innato y juegan un papel importante 

en el inicio y regulación de la respuesta adaptativa (Banchereau y Steinman, 1998). Su 

principal función radica en el reconocimiento de antígenos y procesamiento de los 

mismos, con el propósito de presentar péptidos inmunogénicos a los linfocitos T no 

sensibilizados (näive) e iniciar la respuesta inmune adaptativa (Fadilah y Cheong, 2007). 

El reconocimiento e internalización de antígenos esta mediado por receptores presentes 

en la superficie de las DCs. Algunos ejemplos de estos son: receptores para el Fc de las 

inmunoglobulinas, receptores de complemento, integrinas, receptores tipo Lectina C 

(CD209, DEC205, langerina, receptores de manosa entre otros) (Platt y col., 2010; Clark 

y col., 2000). Estas células, tienen la característica de estimular a los linfocitos T nativos 

tanto in vitro como in vivo, brindando así la posibilidad de delimitar la infección mediante 

el establecimiento de una respuesta inmune especifica. Además, pueden inducir la 

activación de las células NK y la activación de los linfocitos B a células productoras de 

anticuerpos (Banchereau y col., 2000). 

La habilidad de las DCS las ha convertido en un blanco potencial para el desarrollo de 

vacunas que promuevan una eficiente y duradera respuesta celular. Uno de los receptores 

de superficie en las DC más populares como blanco en direccionamiento de antígenos es 

el DEC205. En 2004, se realizaron ensayos de direccionamiento de antígenos en un 

modelo murino, en el cual se empleó (OVA) acoplada a un mAb anti-DEC205. Se observó 

una respuesta más eficiente en proliferación de LT CD4+ y CD8+ así como en la 

producción de IFN-γ en el grupo tratado con el OVA-anti-DEC205 en comparación al 

grupo únicamente tratado con OVA (Bonifaz y col., 2004). En aves, el direccionamiento 

de antígeno de influenza aviar hacia DEC205 promovió también una mejorada respuesta 

inmune humoral, con la producción de anticuerpos específicos (Jáuregui-Zúñiga y col., 

2017). En becerros, se ha direccionado antígeno de rickettsia Anaplasma marginale 

empleando anticuerpos scFv anti-DEC205, donde el número de células T CD4+ 

productoras de IFN-γ , proliferación de LT CD4+ y títulos de anticuerpos IgG fue 

potenciado como efecto del direccionamiento de antígenos (Njongmeta y col., 2012). 
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También se ha evaluado el efecto de direccionamiento de antígenos hacia dendríticas 

DEC205+ de cerdo, empleando diversos antígenos estructurales de PRRSV, lo cual 

promovió un aumento de producción de IFN-γ así como IL-4 por parte de LT CD4+ 

(Subramaniam y col., 2017). 

En la búsqueda de herramientas antitumorales, también ha sido evaluado el efecto de 

direccionamiento de antígenos asociados a tumores de melanoma hacia células DEC205+ 

mediante el uso de un anticuerpo scFv anti-DEC205, encontrándose in vivo una mayor 

proliferación de LT, producción de IFN-γ y disminución en la tasa de crecimiento tumoral 

en modelo murino (Johnson y col., 2008). 

 

Características Receptor DEC205 

 

Dentro de los receptores más explorados como blanco en direccionamiento de antígenos, 

se encuentra el DEC205. Ha sido caracterizado en especies como ratones, humanos, 

ovejas y cerdos (Flores-Mendoza y col., 2010; Kato y col., 1998; Swiggard y col., 1995). 

Dentro de esta familia de receptores de tipo lectina C (Figura 3), el DEC205 está formado 

por un dominio citoplasmático pequeño y un gran dominio extracelular siendo este último 

conformado por diversos subdominios: ricos en cisteína, fibronectina tipo II y 10 dominios 

continuos de reconocimiento de carbohidratos (Figdor y col., 2002). Mientras el dominio 

extracelular está involucrado en el reconocimiento de antígenos (Jiang y col., 1995), el 

extremo citoplasmático del receptor DEC205 contiene secuencias que regulan su 

orientación intracelular y posterior reciclado hacia la superficie de la célula a su vez 

mejorando la presentación de antígenos vía MHC clase II (Mahnke y col., 2000). Además, 

se ha observado que la internalización mediante este receptor resulta en presentación 

cruzada de antígenos, a través de moléculas de MHC clase I para la activación de LT CD8+ 

(Joffre y col., 2012). 
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Figura 3. Familia de receptores de Lectina tipo C. Fuente: Modificado de Figdor y col., 

2002. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

Diseño del Gen scFv9H2F7 

 

Para el diseño del gen sintético scFv9H2F7, las secuencias codificantes de las regiones 

VH y VL del anticuerpo monoclonal anti-DEC205 de cerdo, se obtuvieron previamente por 

el Laboratorio de Inmunología del Centro de Investigación en Desarrollo y Alimentación, 

A.C. Ambas regiones fueron enlazadas por tres repeticiones de la secuencia codificante 

para G4S. La síntesis del gen scFv9H2F7 y optimización para expresión en los sistemas 

eucariota y procariota fue realizada por GenScript® obteniendo los genes optimizados 

scFv9H2F7 clonados en vector pcDNA3.1 y en pUC57, respectivamente. 

 

Clonación de Gen scFv9H2F7 Procariota en Vector pET100/D-TOPO 

 

Con la finalidad de clonar el gen scFv9H2F7 en el vector de expresión pET100/D-TOPO, 

se diseñaron iniciadores específicos para el gen, agregando los nucleótidos CACC en el 

extremo 5´ del iniciador sentido (Sentido: 5´- CAC CAT GGC TCA AGT CCA ACT G -

3 y antisentido 5´- TCA GTG GTG GTG ATG ATG ATG AGC CGC -3´). Utilizando el 

kit comercial Platinum™ Pfx DNA Polymerase de Invitrogen, se amplificó el segmento 

correspondiente al gen scFv9H2F7 a través de PCR, de acuerdo con la Tabla I. Se adicionó 

1 µL de templado pUC57/scFv9H2F7 (100 ng/µL) al tubo de mezcla de PCR o 1 µL de 

H2O al control negativo. Se llevó a cabo la programación del termociclador de acuerdo 

con el protocolo descrito en la Tabla II. 
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Tabla I. Preparación de mezcla de reacción para amplificación del gen scFv9H2F7. 

Reactivo Volumen por reacción 

10X Pfx Amplification Buffer 5 µL 

dNTP´s 10 mM Invitrogen 1.5 µL 

MgSO4 50 mM 1 µL 

Platinum™ Pfx DNA Polimerasa 0.5 µL 

Primer pET9H2F7 Sentido 10 µM 1 µL 

Primer pET9H2F7 Antisentido 10 µM 1 µL 

H2O grado biología molecular 39 µL 

 

 

 

Tabla II. Protocolo de termociclador para amplificación del gen scFv9H2F7. 

Temperatura Tiempo Número de ciclos 

94°C 5 min 1 

94°C 15 seg 25 

55°C 30 seg 25 

68°C 1 min 25 

68°C 10 min 1 

10°C ∞ 1 
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La visualización del producto de PCR se realizó a través de electroforesis en gel de agarosa 

al 1.2%, cargando 10 µL de producto de PCR + 2 µL de buffer de carga 6X (0.25% azul 

de bromofenol, 40% sacarosa, en agua). Las condiciones de corrida fueron 80 volts 

durante 60 min en cámara de electroforesis horizontal (Biorad). La visualización de 

bandas en gel se realizó en equipo Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ System with 

Image Lab™ de Biorad. 

Una vez confirmada la amplificación del gen scFv9H2F7 de extensión 766 pb, se 

procedió a purificar la banda del gel de agarosa, empleando el equipo comercial de 

purificación GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit. Brevemente, se cortó la 

banda del gel y se disolvió en 300 µL de buffer de captura incubando a 60°C durante 5-

15 min (agitación ocasional). Se transfirió la solución a columna de purificación y se 

incubó durante 1 min a temperatura ambiente. Se centrifugó la columna y se descartó el 

filtrado, para dar paso a 2 lavados con 500 µL de buffer de lavado (centrifugando y 

descartando el filtrado entre lavados). Por último, se colocó la columna en tubo eppendorf 

de 1.5 mL nuevo y se agregaron 20 µL de buffer de elución incubando a temperatura 

ambiente durante 1 min y centrifugando para eluir el DNA purificado. Todas las 

centrifugaciones se realizaron a 16 000 × g durante 2 min a temperatura ambiente. 

Utilizando equipo NanoDrop, se determinó concentración y pureza del producto. 

Posteriormente, se tomaron 3.5 ng de dicho producto para ser clonado en el vector de 

expresión pET100/D-TOPO del kit pET Directional TOPO® (Invitrogen). Brevemente, 

se preparó la reacción de ligación agregado 1µL de solución de sales, 1 µL de agua estéril, 

1 µL de vector (los anteriores proporcionados por el equipo comercial) y finalmente, 1 µL 

de la dilución del producto gen scFv9H2F7 purificado. Se incubó la mezcla de ligación 

durante 1 h a temperatura ambiente para posteriormente transformar por choque térmico 

células químicamente competentes (cqc) E. coli TOP10 (Invitrogen) con 3 µL de reacción 

de ligación. 
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Transformación de Células Químicamente Competentes 

 

La transformación se llevó a cabo siguiendo el protocolo de choque térmico. Brevemente, 

se agregaron 3 µL de reacción de ligación (pET100/scFv9H2F7) o 100 ng de plásmido 

reconstituido (pcDNA3.1/scFv9H2F7) en un vial de células químicamente competentes 

E. coli TOP10, se homogenizó evitando pipetear y se incubó durante 30 min en hielo 

Posteriormente, se dio choque térmico incubando el vial de bacterias en baño de agua a 

42°C durante 30 seg para finalmente ser regresadas al hielo durante 2 min. Se adicionaron 

250 µL de medio S.O.C y se incubó durante 1 h a 37°C, en agitación orbital a 220 rpm. 

Una vez transcurrido el tiempo de incubación, se inocularon placas de medio Luria Broth 

(LB) suplementado con ampicilina (100 µg/mL) agregando 100 ó 150 µL de bacterias 

transformadas y se realizó sembrado masivo con asa bacteriológica. Se incubaron las 

placas durante 24 h, a 37°C. 

 

Identificación de Clonas Positivas por PCR de Colonia y Electroforesis en Gel de 

Agarosa al 1.2% 

 

Posterior al periodo de incubación, se seleccionaron colonias de bacterias para realizar 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR), con el objetivo de encontrar aquellas que 

fueron transformadas ya sea con pET100/scFv9H2F7 o pcDNA3.1/scFv9H2F7. 

Utilizando el equipo comercial Taq DNA Polymerase, recombinant de Invitrogen™, se 

llevó a cabo la preparación de la mezcla de reacción y se agregaron 25 µL por tubo de 

PCR. Para la carga del templado, utilizando asa bacteriológica en punta, se tomó una 

porción de colonia bacteriana y se suspendió en la mezcla de reacción. Las cantidades de 

mezcla de PCR y protocolo de termociclador se describen en las Tablas III, IV y V. La 

visualización del producto de PCR se realizó a través de electroforesis en gel de agarosa 

al 1.2%, cargando 10 µL de producto de PCR + 2 µL de buffer de carga. Las condiciones 

de corrida fueron 80 volts durante 60 min en cámara de electroforesis horizontal (Biorad). 

La visualización de bandas en gel se realizó en equipo Molecular Imager® Gel Doc™ 

XR+ System with Image Lab™ de Biorad. 
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Tabla III. Preparación de mezcla de reacción para PCR de colonia. 

Reactivo Volumen por reacción 

10X PCR Buffer  1.25 µL 

dNTP´s 10 mM 0.25 µL 

MgCl2 50 mM 0.75 µL 

Taq DNA Polimerasa 0.06 µL 

Primer Sentido 10 µM 0.25 µL 

Primer Antisentido 10 µM 0.25 µL 

H2O grado biología molecular 22.19 µL 

 

 

 

Tabla IV. Protocolo de termociclador para PCR de colonia de E. coli TOP10 

transformadas con pET100/scFv9H2F7. 

Temperatura Tiempo Numero de ciclos 

94°C 3 min 1 

94°C 30 seg 25 

61°C 1 min 25 

72°C 1 min 25 

72°C 10 min 1 

10°C ∞ 1 
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Tabla V. Protocolo de termociclador para PCR de colonia de E. coli TOP10 transformadas 

con pcDNA3.1/scFv9H2F7. 

Temperatura Tiempo Numero de ciclos 

94°C 3 min 1 

94°C 30 seg 25 

50°C 1 min 25 

72°C 1 min 25 

72°C 10 min 1 

10°C ∞ 1 
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Aislamiento de DNA Plasmídico 

 

Extracción de DNA Plasmídico Maxiprep 

 

Se preparó cultivo primario de la colonia 1 E. coli TOP10 positiva al plásmido 

pcDNA3.1/scFv9H2F7 en 5 mL de medio LB con ampicilina (100 µg/mL). Se incubó 

durante 8 h a 37°C, 220 rpm. Transcurrido el periodo de incubación, se vació el contenido 

del cultivo primario en 100 mL de medio LB con 100 µg/mL de ampicilina y se incubó 

durante 16 h, 37°C, 220 rpm. Se cosecharon las bacterias centrifugando el volumen total 

del cultivo a 6, 000 x g, durante 15 min, 4°C.  

Posteriormente, la extracción de DNA plasmídico se llevó a cabo empleando el equipo 

comercial EndoFree Plasmid Maxi Kit de QIAGEN. Se resuspendió el botón de bacterias 

en 10 mL de buffer P1. A continuación se agregaron 10 mL de buffer P2, se mezcló por 

inversión 4-6 veces y se incubó durante 5 min a temperatura ambiente. Se agregaron 10 

mL de buffer P3 y se homogenizó mezclando por inversión 4-6 veces. Se vació el lisado 

en el cartucho de QIAFilter y se incubó durante 10 min a temperatura ambiente. Se 

removió la tapa de la boquilla de salida y se colocó el émbolo para posteriormente filtrar 

el lisado empujando el émbolo hacia abajo. Se colectó el filtrado y se agregaron 2.5 mL 

de buffer ER, se mezcló por inversión 10 veces y se incubó en hielo durante 30 min. Se 

equilibró una columna QIAGEN tip 500 agregando 10 mL de buffer QBT, permitiendo 

que filtrara por gravedad. Se agregó el lisado en la columna QIAGEN tip 500 equilibrada 

y se permitió que entrara en la resina por flujo por gravedad. Se lavó la columna 2 veces 

agregando 30 mL de buffer QC. Después, se eluyó el DNA plasmídico agregando 15 mL 

de buffer QN.  

Una vez eluido de la columna, el DNA fue precipitado agregando 10.5 mL de 

isopropanol a temperatura ambiente. Se mezcló y centrifugó a 15, 000 x g, durante 20 min 

a 4°C. Cuidadosamente, se descartó el sobrenadante, se agregaron 5 mL de etanol al 70% 

y se centrifugó 15, 000 x g, 10 min, 4°C. Finalmente, se descartó cuidadosamente el 

sobrenadante, se dejó secar el precipitado en campana de flujo laminar y se resuspendió 
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el DNA en 1 mL de buffer TE libre de endotoxinas. Se determinó pureza y concentración 

en equipo NanoDrop. 

 

Extracción de DNA Plasmídico Miniprep 

 

Se cultivó la colonia 1 E. coli TOP10 positiva a la presencia del plásmido 

pET100/scFv9H2F7 en 5 mL de medio LB con ampicilina. Se incubó durante 18 h, 37°C, 

en agitación orbital a 220 rpm. Posteriormente, la extracción de DNA plasmídico se llevó 

a cabo empleando el equipo comercial GeneJET Plasmid Miniprep kit-Thermo Fisher 

Scientific. Se cosecharon las bacterias del cultivo centrifugando 8, 000 × g durante 2 min. 

Se descartó el sobrenadante y el botón celular fue resuspendido en 250 µL de Buffer de 

resuspensión. Se transfirió la solución a un tubo de microcentrífuga y se agregaron 250 

µL de solución de lisis, mezclando por inversión hasta que la solución se tornó viscosa y 

ligeramente clara. Se agregaron 350 µL de solución neutralizante, se mezcló 

inmediatamente invirtiendo el tubo 4 a 6 veces y se centrifugó durante 5 min. Se transfirió 

el sobrenadante a columnas GeneJET por pipeteo evitando suspender el precipitado 

blanco. Se centrifugó la columna durante 1 min y se descartó el filtrado. 

Se realizaron dos lavados agregando 500 µL de solución de lavado, centrifugando 1 

min y descartando el sobrenadante. Se transfirió la columna a un tubo eppendorf de 1.5 

mL nuevo y se agregaron 20 µL de buffer de elución directamente sobre la membrana de 

la columna. Se incubó 2 min a temperatura ambiente y se centrifugó para eluir el DNA 

plasmídico. Todas las centrifugaciones se realizaron a 12, 000 x g. 

 

Secuenciación 

 

Para confirmar identidad de las secuencias y ausencia de mutaciones, los plásmidos 

pcDNA3.1/scFv9H2F7 y pET100/scFV9H2F7 fueron secuenciados por el Instituto de 

Biotecnología de la Universidad Autónoma de México (IBT-UNAM). Se realizó 

alineamiento de las secuencias obtenidas con las secuencias templado, con el uso de la 
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base de datos del National Center of Biotechnology Information (NCBI). Para confirmar 

que las proteínas codificadas en cada una de las secuencias obtenidas no presentaran 

ningún codón de terminación temprano y que los tripletes no fueron modificados, se 

realizó la traducción a proteína utilizando el programa en línea “ExPASy Traslate tool” y 

alineamiento con la secuencia de aminoácidos templado. 

 

Expresión de scFv anti-DEC205 en E. coli Rosetta 2 (DE3) 

 

Una vez confirmada la identidad del plásmido pET100/scFv9H2F7, se transformaron cqc 

E. coli Rosetta 2 (DE3) mediante choque térmico con 30 ng de plásmido 

pET100/scFv9H2F7. Se sembraron en placas de agar LB con ampicilina (100 µg/mL) y 

se incubaron 18 h a 37°C. Mediante PCR de colonia, se confirmó la presencia del plásmido 

en los aislamientos en placa.  

Del aislado obtenido, se seleccionó una colonia para preparar el preinóculo en 20 mL 

de medio LB con ampicilina y se incubó 16 h, a 37°C, en agitación 220 rpm. Se tomaron 

10 mL de cultivo y se inoculó un litro de medio fresco LB con ampicilina (100 µg/ mL). 

Se incubó a 37°C, en agitación a 220 rpm hasta alcanzar densidad óptica (D.O) entre 0.6 

y 0.8 a 600 nm para posteriormente inducir la expresión del scFv anti-DEC205 

adicionando Isopropil-β-D-tiogalactopiranósido (IPTG) a concentración final de 1 mM. 

Se muestrearon a tiempo 0 y 24 h post-inducción. Las muestras fueron centrifugadas (8, 

000 x g, 5 min), los botones celulares resuspendidos en 200 µL de buffer TE (10 mM Tris-

HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) y lisados mediante sonicación en hielo (3-4 pulsos de 10 seg, 

amplitud 15%). Las fracciones obtenidas (proteínas solubles e insolubles) fueron 

separadas por centrifugación (16, 000 x g, 2 min) y analizadas por electroforesis en gel de 

poliacrilamida al 12% en condiciones reductoras (SDS-PAGE).  

Posteriormente los geles fueron teñidos durante 1 h con Azul de Coomassie R-250 y el 

exceso de colorante se eliminó incubando el gel en solución desteñidora (50% metanol, 

40% agua, 10% ácido acético) durante al menos 4 h a temperatura ambiente. 
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Lavado de Cuerpos de Inclusión y Replegamiento de scFv anti-DEC205 

 

Se cosecharon las bacterias del cultivo de expresión centrifugando el volumen total de 

cultivo a 8, 000 x g, 4°C, durante 30 min, obteniéndose 4.7 gramos de biomasa por litro 

de cultivo. Posteriormente, se tomó 1 gramo de bacterias y se resuspendió agregando 4 

mL de buffer de lisis (Tris-HCl 50 mM, pH 8.0, NaCl 0.15 M, EDTA 1 mM, Benzamidina 

5 mM). Se sonicó en hielo (6 pulsos de 10 seg, amplitud 40%). Posteriormente, se 

centrifugó a 16, 000 x g, 4°C, 30 min. Se descartó el sobrenadante y se agregaron 4 mL 

de buffer de lavado 1 (Tris-HCl 50 mM, pH 7.0, DTT 5 mM, Tritón X-100 (2%), EDTA 

5 mM). Se sonicó hasta resuspender totalmente y se centrifugó bajo las condiciones 

previamente mencionadas. Se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en buffer 

de lavado 2 (Tris-HCl 50 mM, pH 7.0, DTT 5 mM, EDTA 5 mM). Se centrifugó 

nuevamente, y se descartó el sobrenadante. Se repitió el lavado con buffer de lavado 2 por 

segunda ocasión.  

Una vez lavados los cuerpos de inclusión, se llevó a cabo la solubilización de éstos 

agregando 4 mL de buffer de solubilización (Tris-HCl 50 mM pH 8.0, Urea 8 M, NaCl 

0.25 M, β-mercaptoetanol 5 mM), se sonicaron en hielo hasta resuspender y se dejaron en 

agitación durante toda la noche a 4°C. Transcurrido el periodo de solubilización, se 

centrifugó a 16, 000 x g, 4°C durante 30 min. Se tomó el sobrenadante y se filtró en 

membrana de 0.22 µM. Una vez solubilizados, se llevó a cabo purificación mediante 

cromatografía de afinidad en metales inmovilizados (IMAC) empleando columnas Histrap 

FF crude de GE Heathcare Life Sciences.  

La elución se realizó empleando el equipo ÄKTAprime plus, a través de un gradiente 

de elución de 0-100 % de buffer de elución (Buffer A: Tris-HCl 50 mM, NaCl 500 mM, 

Urea 8 M, Imidazol 20 mM, pH 7.4; Buffer B: Tris-HCl 50 mM, NaCl 500 mM, Urea 8 

M, Imidazol 500 mM, pH 7.4). Se colectaron fracciones de 1 mL y fueron analizadas por 

SDS-PAGE al 12% y cuantificación de proteínas por ensayo de Bradford. 

Después de confirmar la purificación del scFv de cuerpos de inclusión, se llevó a cabo 

el replegamiento del scFv anti-DEC205 por el método de dilución. Se ajustó la 
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concentración de scFv purificado a concentración de 1 mg/mL y posteriormente, se 

tomaron 4 mg y se adicionaron gota por gota en 100 mL de buffer de replegamiento (Tris 

50 mM pH 8.0, NaCl 0.15M, EDTA 1 mM, Arginina HCl 0.5 M, Glutatión reducido 2 

mM, Glutatión oxidado 1 mM, Glicerol 5%) en placa de agitación, a temperatura ambiente 

durante 2 h. Posteriormente, se dejó en agitación a 4°C durante 48 h para finalmente 

evaluar su funcionalidad. 

 

Expresión de scFv anti-DEC205 en Línea Celular Expi293 

 

Se sembraron 6x107 células viables en 30 mL de Medio de Expresión Expi293. Para llevar 

a cabo la transfección en 30 mL se cultivaron 7.5x107 células/mL. Se incubaron a 37°C, 

8% CO2, agitación orbital 125 rpm. Posteriormente, se agregaron 7.5x107 células a 25.5 

mL de Medio de Expresión Expi293 (2.9 x106 células/mL) en un matraz de 125 mL.  

Se diluyeron 30 µg de plásmido pcDNA3.1/scFv9H2F7 en Medio Opti-MEM reducido 

en suero en un volumen total de 1.5 mL. Se mezcló suavemente. Posteriormente, se 

diluyeron 81 µL de Expifectamine en Medio Opti-MEM reducido en suero a un volumen 

total de 1.5 mL. Se Mezcló suavemente e incubó por 5 min a temperatura ambiente. 

Después de la incubación de 5 min, se agregó el DNA diluido al reactivo Expifectamine 

diluido para obtener un volumen final de 3 mL. Se incubó la mezcla por 20 min a 

temperatura ambiente para permitir la formación del complejo DNA-Expifectamine. Se 

agregaron 3 mL de complejo DNA:Expifectamine al matraz de cultivo obteniendo 

volumen final de 28.5 mL. Se incubó 20 h a 37°C, 8% CO2, 125 rpm. 

Después de las 20 h de incubación, se agregaron 150 µL de Expifectamine 293 

Transfection Enhancer 1 y 1.5 mL de Expifectamine 293 Transfection Enhancer 2 al 

matraz de cultivo. (Enhancers 1 y 2 pueden ser combinados previo a la adición del cultivo 

celular). El volumen final resultó ser aproximadamente 30 mL. Se determinó viabilidad 

celular y se tomó muestra de sobrenadantes diariamente durante los 4 días posteriores a la 

transfección para ser analizadas por SDS-PAGE al 12%.  
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Confirmada la expresión de scFv anti-DEC205 se llevó a cabo su purificación a través 

de IMAC empleando columnas Histrap FF crude de GE Heathcare Life Sciences. Se 

equilibró la columna con buffer A (20 mM fosfato de sodio, 500 mM NaCl, 20 mM 

imidazol, pH 7.4). Una vez equilibrada, se cargó el sobrenadante clarificado del cultivo 

de transfección de células Expi293 centrifugado a 328 x g durante 10 min a temperatura 

ambiente. La elución de la muestra se llevó a cabo en un gradiente lineal con un cambio 

de 0 a 100% de buffer de B (20 mM fosfato de sodio, 500 mM NaCl, 500 mM imidazol, 

pH 7.4) utilizando el equipo ÄKTAprime plus. Se colectaron fracción de elución de 3 mL 

y fueron analizadas por SDS-PAGE y cuantificación proteica por ensayo de Bradford. 

 

Evaluación de Actividad Biológica de scFv anti-DEC205 

 

Reconocimiento de scFv Hacia Dominio Extracelular de DEC205 

 

Para evaluar la capacidad de reconocimiento del scFv anti-DEC25 hacia el dominio 

extracelular del receptor DEC205 (antígeno que reconoce el mAb anti-DEC205), se 

realizó SDS-PAGE al 10%, corriendo el dominio extracelular del DEC205 en condiciones 

desnaturalizantes. Posteriormente, se realizó transferencia a membrana de nitrocelulosa y 

se bloqueó con leche al 5% reducida en grasa en buffer de lavado e incubación (PBS con 

0.05% de Tween-20) durante 1 h a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con 

buffer de lavado e incubación (10 mL por lavado). Se incubó durante 1 h, 37°C, agitación 

orbital ya sea con el scFv anti-DEC205 producido en sistema Expi o E. coli Rosetta 2 

(DE3) a concentración final de 0.5 µg/mL en buffer de incubación. Se realizaron 3 

lavados. Finalmente se incubó durante 1 h a 37°C, en agitación orbital con anticuerpo anti-

polihistidina conjugado con fosfatasa alcalina diluido 1:2000 en buffer de lavado e 

incubación. Tras la adición del sustrato de fosfatasa alcalina, se reveló el reconocimiento 

del scFv hacia el dominio extracelular del receptor DEC205. 

 

 



 

28 
 

Reconocimiento de scFv anti-DEC205 Hacia Células DEC205+ 

 

Para la evaluación de capacidad de reconocimiento del scFv anti-DEC205 hacia células 

DEC205+ se llevó a cabo de manera indirecta, realizando ensayos de bloque de receptor 

DEC205. Se extrajo sangre periférica de cerdos sanos alojados en la granja experimental 

de CIAD. Posteriormente, mediante técnica de Ficoll-Paque ™, siguiendo el protocolo 

descrito por el fabricante, se realizó separación de células mononucleares de sangre 

periférica (PBMCs) de cerdo. 

Se bloquearon 1x106 células para cada tubo de ensayo, con suero porcino al 10% en 

PBA (PBS 1X con 0.1% de suero fetal bovino) durante 15 min. Posteriormente se detuvo 

el bloqueo agregando 2 mL de PBA, centrifugando a 328 x g durante 10 min y descartando 

el sobrenadante. Se suspendieron los botones celulares y se agregaron 50 o 100 µL de 

scFv producido por cualquiera de los sistemas de expresión (células Expi293 o E. coli 

Rosetta 2 (DE3)). Se incubó durante 15 min a temperatura ambiente y se realizaron 2 

lavados con 2 mL de PBA. Posteriormente, se adicionaron 20 µL de mAb anti-DEC205 

conjugado con PE (diluido 1:100). Se incubó 15 min y realizaron 2 lavados con PBA. 

Finalmente, las células marcadas fueron analizadas en el equipo BD FACSCanto II. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

Diseño del Gen scFv9H2F7 

 

El gen scFv9H2F7 (Figura 4) optimizado para expresión en sistema eucariota presenta 

una extensión de 825 pb. Se encuentra conformado por un sitio de unión a ribosoma 

(RBS), un codón de inicio de traducción (ATG), una secuencia señal secretora (SSS), 

secuencia variable de la cadena pesada (VH) y la secuencia variable de la cadena ligera 

(VL) unidas a través de tres repeticiones de la secuencia (G4S) como péptido enlazador y 

seis repeticiones histidina (6xHist) finalizando con el codón de término AUG. Dicho gen 

fue sintetizado y obtenido en el vector de expresión pcDNA3.1 (Figura 5), obteniendo así 

el plásmido de expresión en sistema eucariota pcDNA3.1/scFv9H2F7. 

El diseño del constructo para expresión en sistema procariota se muestra en la Figura 

6. Con una extensión de 762 pares de bases (pb), el gen scFv9H2F7 optimizado para 

expresión en sistema procariota, se encuentra conformado por la secuencia variable de la 

cadena pesada (VH) y la secuencia variable de la cadena ligera (VL) unidas a través de tres 

repeticiones de la secuencia (G4S) como péptido enlazador y seis repeticiones histidina 

(6xHist) con la que se permite su purificación y detección. El vector pET100/D-TOPO 

contiene el resto de los elementos requeridos para la transcripción y traducción del gen 

scFv9H2F7 (Figura 7). Se ha reportado que la orientación de las secuencias en sentido VH 

- VL tiene un efecto positivo en producción de scFv en E. coli, en comparación con el 

orden VL-VH (Kim y col., 2008). Debido a los antecedentes mencionados, el diseño y 

optimización del gen scFv9H2F7 fue en orientación VH-VL para ser expresado en ambos 

sistemas. 
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Figura 4. Constructo del gen scFv9H2F7 para expresión en sistema eucariota. Extensión 

825 pares de bases. RBS: sitio de unión a ribosoma: ATG: codón de inicio; SSS: secuencia 

señal secretora; VH: región variable cadena pesada; (G4S)3: péptido de enlace; VL: región 

variable cadena ligera; 6xHist: cola de histidinas; AUG: codón de término. 

 

 

 

 

 

Figura 5. Mapa de la conformación del vector de expresión eucariota pcDNA 3.1 (-). 
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Figura 6. Constructo del gen scFv9H2F7 para expresión en sistema procariota. Extensión 

762 pares de bases. VH: región variable cadena pesada; (G4S)3: péptido de enlace; VL: 

región variable cadena ligera; 6xHist: cola de histidinas. 

 

 

 

 

 

Figura 7. Mapa de la conformación del vector de expresión procariota pET100/D-TOPO. 
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Amplificación y Purificación del Plásmido pcDNA3.1/scFv9H2F7 Para Expresión 

en Sistema Eucariota 

 

Posterior a la transformación de cqc E. coli TOP10 con el plásmido 

pcDNA3.1/scFv9H2F7, se lograron identificar 10 colonias positivas a amplificación del 

gen scFv9H2F7 (Figura 8). Únicamente se seleccionó la colonia 1 para la extracción de 

DNA plasmídico Maxiprep. Se logró aislar el plásmido pcDNA3.1/scFv9H2F7 con una 

concentración de 461 ng/µL y pureza de 1.81. 

 

Clonación de Gen scFv9H2F7 Procariota en Vector pET100/D-TOPO y 

Aislamiento de DNA Plasmídico Miniprep 

 

Con el uso de iniciadores especificados se logró amplificar el segmento correspondiente 

al gen scFv9H2F7, contenido en el vector pUC57, obteniéndose una banda de 

aproximadamente 766 pb (Figura 9, carril 2). Después de ser purificado de la banda del 

gel, se obtuvo el gen scFv9H2F7 en concentración 64.2 µg/µL. Posterior a la clonación 

en vector pET100/D-TOPO y transformación de E. coli TOP 10, se lograron aislar 

colonias de las cuales, solamente 1 presentó resultado positivo a la amplificación del gen 

scFv9H2F7 observándose una banda de 766 pb aproximadamente (Figura 10, carril 3). Al 

realizar la extracción de DNA plasmídico Miniprep, se obtuvo un producto de 

concentración 121.6 ng/µL y pureza 1.98. Se confirmó mediante PCR, la presencia del 

gen scFv9H2F7 en el DNA plasmídico aislado (Figura 11, carril 3) de la colonia 1. 
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Figura 8. Electroforesis de productos PCR de colonia E. coli TOP 10 transformadas con 

el plásmido pcDNA3.1/scFv9H2F7. 1: Marcador 100 pb Invitrogen; 2-11: Productos PCR 

colonias 1 a la 10, respectivamente; 12: Blanco de PCR. 

 

 

Figura 9. Electroforesis del producto de amplificación del gen scFv9H2F7. 1: marcador 

100 pb Invitrogen; 2: producto de PCR amplificación gen scFv9H2F7; 3: Blanco de PCR. 
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Figura 10. Electroforesis de productos de PCR de colonia E. coli TOP10 transformadas 

con el plásmido pET100/scFv9H2F7. 1: marcador 100 pb Invitrogen; 2: control positivo; 

carriles 3-8: productos de PCR colonia 1-6 respectivamente. 

 

 

Figura 11. Confirmación de la presencia del gen scFv9H2F7 en el plásmido purificado 

pET100/scFv9H2F7. 1: marcador 100 pb Invitrogen; 2: Blanco de PCR; 3: Producto PCR 

de plásmido pET100/scFv9H2F7; 4: Control positivo de PCR (gen scFv9H2F7 

purificado).  
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Secuenciación y Alineamiento de los Productos 

 

Se realizó alineamiento de los resultados obtenidos en la secuenciación de los plásmidos 

aislados pcDNA3.1/scFv9H2F7 y pET100/scFv9H2F7 con sus respectivas secuencias 

templado. En el caso del plásmido pcDNA3.1/scFv9H2F7 se encontró un 100% de 

identidad en la secuencia nucleotídica (Tabla VI) y al hacer la deducción a aminoácidos, 

100% de identidad (Tabla VII). Por lo contrario, al realizar alineamiento en la secuencia 

del plásmido aislado pET100/scFv9H2F7 se encontró un 99% de identidad en las 

secuencias (Tabla VIII) dado que se presentó un cambio de nucleótido C por T (letra 

señalada en color rojo) en la posición 583, modificando el codón de GGC a GGT, ambos 

codificantes para el aminoácido glicina (correspondiente a la región del péptido 

enlazador). Debido a la mutación silenciosa (se traduce al mismo aminoácido), al obtener 

la secuencia de aminoácidos deducida encontramos 100% de identidad con la secuencia 

esperada (Tabla IX). Por lo anterior, se decidió continuar con los ensayos de expresión 

utilizando el plásmido purificado pET100/scFv9H2F7. Por motivos de confidencialidad, 

en las Tablas de alineamientos de nucleótidos (Tablas VI y VIII) y aminoácidos (Tablas 

VII y IX), las secuencias correspondientes a las regiones determinantes de 

complementariedad fueron sustituidas por letras X. 
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Tabla VI. Alineamiento de la secuencia nucleotídica del plásmido purificado 

pcDNA3.1/scFv9H2F7 y la secuencia templado scFv9H2F7 eucariota. 

Identities: 825/825(100%) Gaps: 0/825(0%) 
 

Query  1    GAATTCCCGCCGCCACCATGGGCTGGTCCTGCATCATTCTGTTTCTGGTGGCCACAGCCA  60 

        |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1    GAATTCCCGCCGCCACCATGGGCTGGTCCTGCATCATTCTGTTTCTGGTGGCCACAGCCA  60 
 

Query  61   CCGGCGTGCACTCTCAAGTTCAGCTGCAAGAGTCTGGCGGCGGACTGGTTCAACCTGGCG  120 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  61   CCGGCGTGCACTCTCAAGTTCAGCTGCAAGAGTCTGGCGGCGGACTGGTTCAACCTGGCG  120 
 

Query  121  GATCTCTGAAGCTGAGCTGTGCCGCCAGCGGCTTCGACTTCAGCXXXXXXXXXXXXXXCT  180 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  121  GATCTCTGAAGCTGAGCTGTGCCGCCAGCGGCTTCGACTTCAGCXXXXXXXXXXXXXXCT  180 
 

Query  181  GGGTCCGACAGGCCCCTGGCAAAGGACTGGAATGGATCGGCXXXXXXXXXXXXXXXXXXX  240 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  181  GGGTCCGACAGGCCCCTGGCAAAGGACTGGAATGGATCGGCXXXXXXXXXXXXXXXXXXX  240 
 

Query  241  XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXAAGTTCATCATCAGCCGGGACAACGCCA  300 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  241  XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXAAGTTCATCATCAGCCGGGACAACGCCA  300 
 

Query  301  AGAACACCCTGTACCTGCAGATGAGCAAAGTGCGGAGCGAGGACACAGCCCTGTACTACT  360 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  301  AGAACACCCTGTACCTGCAGATGAGCAAAGTGCGGAGCGAGGACACAGCCCTGTACTACT  360 
 

Query  361  GTGCCAGAXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXTGGGGCCAGGGCACCACCGTGA  420 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  361  GTGCCAGAXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXTGGGGCCAGGGCACCACCGTGA  420 
 

Query  421  CAGTTTCTAGCGGAGGCGGAGGATCAGGTGGCGGTGGATCTGGCGGTGGTGGCTCTGATA  480 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  421  CAGTTTCTAGCGGAGGCGGAGGATCAGGTGGCGGTGGATCTGGCGGTGGTGGCTCTGATA  480 
 

Query  481  TCCAGATGACACAGAGCCCCAGCAGCCTGTTTGCCAGCCTGGGCGATACCATCACCATCA  540 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  481  TCCAGATGACACAGAGCCCCAGCAGCCTGTTTGCCAGCCTGGGCGATACCATCACCATCA  540 
 

Query  541  CCTGTXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCA  600 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  541  CCTGTXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCA  600 
 

Query  601  ACATCCCCAAGCTGCTGATCTACXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXGGCGTGCCCAGCAGAT  660 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  601  ACATCCCCAAGCTGCTGATCTACXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXGGCGTGCCCAGCAGAT  660 
 

Query  661  TTTCTGGCAGCGGCTCTGGCACCGGCTTCACCCTGACAATATCTAGCCTGCAGCCTGAGG  720 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  661  TTTCTGGCAGCGGCTCTGGCACCGGCTTCACCCTGACAATATCTAGCCTGCAGCCTGAGG  720 
 

Query  721  ATATCGCCACCTACTACTGTXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXTTTGGCGGAGGCA  780 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  721  ATATCGCCACCTACTACTGTXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXTTTGGCGGAGGCA  780 
 

      Query  781  CCAAGCTGGAAATCAAGCACCACCATCATCACCACTGATAAGCTT  825 

                  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

      Sbjct  781  CCAAGCTGGAAATCAAGCACCACCATCATCACCACTGATAAGCTT  825 
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Tabla VII. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos deducida del plásmido 

pcDNA3.1/scFv9H2F7 y secuencia de aminoácidos templado scFv9H2F7 eucariota. 

Identities 

266/266(100%) 

Positives 

266/266(100%) 

Gaps 

0/266(0%) 
 

Query  1    MGWSCIILFLVATATGVHSQVQLQESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFDFSXXXXXWVRQAP  60 

        MGWSCIILFLVATATGVHSQVQLQESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFDFSXXXXXWVRQAP 

Sbjct  1    MGWSCIILFLVATATGVHSQVQLQESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFDFSXXXXXWVRQAP  60 

 

Query  61   GKGLEWIGXXXXXXXXXXXXXXXXXKFIISRDNAKNTLYLQMSKVRSEDTALYYCARXXX  120 

       GKGLEWIGXXXXXXXXXXXXXXXXXKFIISRDNAKNTLYLQMSKVRSEDTALYYCARXXX 

Sbjct  61   GKGLEWIGXXXXXXXXXXXXXXXXXKFIISRDNAKNTLYLQMSKVRSEDTALYYCARXXX  120 

 

Query  121  XXXXXXXWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLFASLGDTITITCXXXX  180 

       XXXXXXXWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLFASLGDTITITCXXXX 

Sbjct  121  XXXXXXXWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLFASLGDTITITCXXXX  180 

 

Query  181  XXXXXXXWYQQKPGNIPKLLIYXXXXXXXGVPSRFSGSGSGTGFTLTISSLQPEDIATYY  240 

       XXXXXXXWYQQKPGNIPKLLIYXXXXXXXGVPSRFSGSGSGTGFTLTISSLQPEDIATYY 

Sbjct  181  XXXXXXXWYQQKPGNIPKLLIYXXXXXXXGVPSRFSGSGSGTGFTLTISSLQPEDIATYY  240 

 

 Query  241  CXXXXXXXXXFGGGTKLEIKHHHHHH  266 

             CXXXXXXXXXFGGGTKLEIKHHHHHH 

 Sbjct  241  CXXXXXXXXXFGGGTKLEIKHHHHHH  266 

 

 

 

 

 

  



 

38 
 

Tabla VIII. Alineamiento de la secuencia nucleotídica del plásmido purificado 

pET100/scFv9H2F7 y la secuencia templado scFv9H2F7 procariota. 

Identities: 953/954(99%) Gaps: 0/954(0%) 
 

      Query  1    GGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATG  60 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

      Sbjct  32   GGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATG  91 
 

Query  61   CGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATG  120 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  92   CGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATG  151 
 

Query  121  GGTCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCATCCCTTCACCATGGCTCAAGTCCAA  180 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  152  GGTCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCATCCCTTCACCATGGCTCAAGTCCAA  211 
 

Query  181  CTGCAAGAATCGGGTGGTGGTCTGGTCCAACCGGGTGGCTCCCTGAAACTGTCGTGTGCG  240 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  212  CTGCAAGAATCGGGTGGTGGTCTGGTCCAACCGGGTGGCTCCCTGAAACTGTCGTGTGCG  271 
 

Query  241  GCGTCGGGCTTTGATTTTAGTXXXXXXXXXXXXXXXTGGGTTCGCCAGGCACCGGGCAAA  300 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  272  GCGTCGGGCTTTGATTTTAGTXXXXXXXXXXXXXXXTGGGTTCGCCAGGCACCGGGCAAA  331 
 

Query  301  GGTCTGGAATGGATTGGCXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX  360 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  332  GGTCTGGAATGGATTGGCXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX  391 
 

Query  361  XXXXXXXXXAAATTCATTATCTCACGTGACAACGCGAAAAATACGCTGTACCTGCAGATG  420 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  392  XXXXXXXXXAAATTCATTATCTCACGTGACAACGCGAAAAATACGCTGTACCTGCAGATG  451 
 

Query  421  AGCAAAGTCCGTTCTGAAGATACCGCGCTGTATTACTGCGCCCGCXXXXXXXXXXXXXXX  480 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  452  AGCAAAGTCCGTTCTGAAGATACCGCGCTGTATTACTGCGCCCGCXXXXXXXXXXXXXXX  511 
 

Query  481  XXXXXXXXXXXXXXXTGGGGCCAAGGCACCACGGTGACGGTTTCCTCAGGCGGTGGCGGT  540 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  512  XXXXXXXXXXXXXXXTGGGGCCAAGGCACCACGGTGACGGTTTCCTCAGGCGGTGGCGGT  571 
 

Query  541  TCAGGCGGTGGTGGTTCGGGCGGTGGCGGTAGCGATATTCAGATGACCCAATCTCCGTCG  600 

       ||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  572  TCAGGCGGTGGCGGTTCGGGCGGTGGCGGTAGCGATATTCAGATGACCCAATCTCCGTCG  631 
 

Query  601  AGCCTGTTTGCAAGTCTGGGTGACACCATTACGATCACCTGTXXXXXXXXXXXXXXXXXX  660 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  632  AGCCTGTTTGCAAGTCTGGGTGACACCATTACGATCACCTGTXXXXXXXXXXXXXXXXXX  691 
 

Query  661  XXXXXXXXXXXXXXXTGGTATCAGCAAAAACCGGGTAACATTCCGAAACTGCTGATCTAC  720 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  692  XXXXXXXXXXXXXXXTGGTATCAGCAAAAACCGGGTAACATTCCGAAACTGCTGATCTAC  751 
 

Query  721  XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXGGTGTGCCGAGTCGCTTTTCCGGCTCAGGTTCGGGCACC  780 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  752  XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXGGTGTGCCGAGTCGCTTTTCCGGCTCAGGTTCGGGCACC  811 
 

Query  781  GGTTTCACGCTGACCATTTCTAGTCTGCAGXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXCAG  840 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  812  GGTTTCACGCTGACCATTTCTAGTCTGCAGXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXCAG  871 
 

Query  841  CAAGGTCAAAGCTATCCGTACACCTTCGGCGGCGGCACGAAACTGGAAATCAAACGCGCA  900 

       |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  872  CAAGGTCAAAGCTATCCGTACACCTTCGGCGGCGGCACGAAACTGGAAATCAAACGCGCA  931 
 

     Query  901  GCGGCTCATCATCATCACCACCACTGAAAGGGCGAGCTCAACGATCCGGCTGCT  954 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

      Sbjct  932  GCGGCTCATCATCATCACCACCACTGAAAGGGCGAGCTCAACGATCCGGCTGCT  985  
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Tabla IX. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos deducida del plásmido 

pET100/scFv9H2F7 y secuencia de aminoácidos templado scFv9H2F7 procariota. 

Query  1    QFPSRNNFVLEGDIHMRGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDHPFTMAQVQLQES  60 

            QFPSRNNFVLEGDIHMRGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDHPFTMAQVQLQES 

Sbjct  12   QFPSRNNFVLEGDIHMRGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDHPFTMAQVQLQES  71 

 

Query  61   GGGLVQPGGSLKLSCAASGFDFSXXXXXWVRQAPGKGLEWIGXXXXXXXXXXXXXXXXXK  120 

            GGGLVQPGGSLKLSCAASGFDFSXXXXXWVRQAPGKGLEWIGXXXXXXXXXXXXXXXXXK 

Sbjct  72   GGGLVQPGGSLKLSCAASGFDFSXXXXXWVRQAPGKGLEWIGXXXXXXXXXXXXXXXXXK  131 

 

Query  121  FIISRDNAKNTLYLQMSKVRSEDTALYYCARXXXXXXXXXXWGQGTTVTVSSGGGGSGGG  180 

            FIISRDNAKNTLYLQMSKVRSEDTALYYCARXXXXXXXXXXWGQGTTVTVSSGGGGSGGG 

Sbjct  132  FIISRDNAKNTLYLQMSKVRSEDTALYYCARXXXXXXXXXXWGQGTTVTVSSGGGGSGGG  191 

 

Query  181  GSGGGGSDIQMTQSPSSLFASLGDTITITCXXXXXXXXXXXWYQQKPGNIPKLLIYXXXX  240 

            GSGGGGSDIQMTQSPSSLFASLGDTITITCXXXXXXXXXXXWYQQKPGNIPKLLIYXXXX 

Sbjct  192  GSGGGGSDIQMTQSPSSLFASLGDTITITCXXXXXXXXXXXWYQQKPGNIPKLLIYXXXX  251 

 

Query  241  XXXGVPSRFSGSGSGTGFTLTISSLQPEDIATYYCXXXXXXXXXFGGGTKLEIKRAAAHH  300 

            XXXGVPSRFSGSGSGTGFTLTISSLQPEDIATYYCXXXXXXXXXFGGGTKLEIKRAAAHH 

Sbjct  252  XXXGVPSRFSGSGSGTGFTLTISSLQPEDIATYYCXXXXXXXXXFGGGTKLEIKRAAAHH  311 

 

Query  301  HHHHKGELNDPAA  313 

            HHHHKGELNDPAA 

Sbjct  312  HHHHKGELNDPAA  324 

 

Identities 

313/313(100%) 

Positives 

313/313(100%) 

Gaps 

0/313(0%) 
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Expresión de scFv anti-DEC205 en E. coli Rosetta 2 (DE3) 

 

Ante las condiciones de expresión empleadas, concentración de IPTG de 1 mM, 37°C, 24 

h de expresión, se detectó la producción del scFv anti-DEC205 en la fracción insoluble 

como cuerpos de inclusión (Figura 12, carril 6, flecha roja). Al cosechar la biomasa 

posterior a la cinética de sobreexpresión, se obtuvieron 4.7 gramos de pellet por litro de 

cultivo, rendimiento semejante al reportado por otros autores empleando la cepa E. coli 

Rosetta 2 (DE3) y condiciones de expresión similares (Sharma y col., 2014; Lamberski y 

col., 2006). Debido a que la cepa de expresión empleada no posee características que 

permitan la formación de enlaces disulfuro, el scFv fue expresado como proteína 

incorrectamente plegada, como agregados en cuerpos de inclusión. Después de extraer y 

lavar los cuerpos de inclusión de 1 gramo de pellet, estos fueron solubilizados mediante 

la adición de urea 8 M, la cual lleva a la disrupción de interacciones no covalentes en los 

agregados proteicos. Seguido al tratamiento de extracción y solubilización, se analizó el 

producto obtenido observándose una banda de peso aproximado a 31 kDa (Figura 13 A, 

carril 2, flecha roja). 

Una vez solubilizados, la terminación de 6 repeticiones de histidina en el scFv anti-

DEC205, permitió llevar a cabo su purificación por IMAC, donde se aisló una banda pura 

(Figura 13 A, carriles 4 al 8). Al realizar cuantificación de proteína por ensayo de 

Bradford, de determinó una concentración total de 7 mg de scFv obtenido en las fracciones 

eluidas de la columna de IMAC, rendimiento bajo considerando lo reportado por otros 

autores, donde se alcanzan hasta 13 mg de scFv en cuerpos de inclusión por gramo de 

pellet bacteriano (Patil y col., 2017). 

Sin embargo, el rendimiento de la columna de purificación IMAC no fue el óptimo, 

dado que se observa la presencia de la banda de 31 kDa en remanente de cuerpos de 

inclusión solubilizados y filtrados por la columna (Figura 13, carril 3) correspondiente al 

scFv que no fue capturado por la matriz de IMAC.  
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Figura 12. Expresión de scFv anti-DEC205 en E. coli Rosetta 2 (DE3) inducida con 1 

mM de IPTG a 37°C durante 0 y 24 h. SDS-PAGE 12%, tinción azul de Coomassie. 1: 

Marcador kDa. 2: fracción soluble tiempo 0. 3: fracción soluble inducida, tiempo 24. 3: 

fracción soluble no inducida, tiempo 24; 4: fracción insoluble, tiempo 0. 5: fracción 

insoluble inducida, tiempo 24. 6: fracción insoluble no inducida, tiempo 24.  
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Figura 13. Cuerpos de inclusión solubilizados y fracciones eluidas purificación de scFv 

anti-DEC205 por IMAC. A. SDS-PAGE al 12%, tinción azul de Coomassie. 1: Marcador 

kDa; 2: Cuerpos de inclusión solubilizados. 3: Cuerpos de inclusión solubilizados post-

IMAC. 4: scFv fracción 11. 5: scFv fracción 12. 6: scFv fracción 13. 7: scFv fracción 14. 

8: scFv fracción 15. 9: scFv replegado. 10: scFv replegado. B. Western blot. 

Confirmación de purificación de scFv empleando anticuerpo anti-polihistidina conjugado 

con fosfatasa alcalina. 
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Los sistemas de expresión procariotas son eficientes en la producción de rAbs que no 

requieren modificaciones postraduccionales. Cuando la proteína heteróloga a sobre 

expresar requiere la formación de puentes disulfuro, suelen emplearse cepas de E. coli 

modificadas para promover un ambiente oxidante en citoplasma (Gopal y Kumar, 2013), 

secuencias señal secretoras al espacio periplásmico (Schlegel y col., 2013), y co-expresión 

de moléculas chaperonas citoplasmáticas (Yousefi y col., 2018), condiciones que permiten 

la formación de enlaces disulfuro y correcto plegamiento de scFv. 

Aun cuando existen diversas opciones para facilitar la formación de enlaces disulfuro 

y correcto plegamiento de los scFv in vivo, el tratamiento para replegamiento in vitro es 

una opción para la producción de scFv funcionales (Sun y col., 2014). Puesto que las 

condiciones de expresión del scFv en el sistema no fueron previstas para prevenir la 

formación de agregados proteicos y correcto plegamiento in vivo, fue requerido llevar a 

cabo el replegamiento de la proteína scFv in vitro. Durante el proceso de replegamiento, 

la presencia de 1 mM de glutatión disulfuro y 2 mM de glutatión permitió la formación de 

enlaces disulfuro controlando la relación molar de glutatión oxidado a reducido. Según 

condiciones para replegamiento de scFv establecidas en estudios previos, se reporta 

rendimiento de 10.2 mg de proteina activa por litro de cultivo (Bu y col., 2013), 

relativamente bajo en comparacion con otros sistemas de expresion. Sin embargo, para el 

caso del scFv anti-DEC205 no se llevó a cabo el cálculo en rendimiento en recuperacion 

de scFv biologicamente funcional. Se confirmó la purificación del scFv anti-DEC205 

mediante western blot, empleando un anticuerpo de detección anti-polihistidinas 

conjugado con fosfatasa alcalina (Figura 13 B).  

A la fecha, han sido reportados diversos sistemas de replegamiento de scFv insolubles 

(Guo y col., 2006; Sinacola y Robinson, 2002; Tsumoto y col., 1998). La presencia de 

puentes disulfuro en los scFv puede representar un desafío para la apropiada expresión de 

la proteína recombinante en el citoplasma reductor de E. coli (Guglielmi y Martineau, 

2009). Utilizando el protocolo de purificación, solubilización y replegamiento in vitro del 
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scFv anti-DEC205 en cuerpos de inclusión, se logró obtener un scFv biológicamente 

funcional expresado en el sistema E. coli Rosetta 2 (DE3). 

 

Expresión de scFv anti-DEC205 en línea celular Expi293 

 

En diferentes tiempos post-transfección de la línea celular Expi293, se tomaron muestras 

de sobrenadante para ser analizadas en busca de la expresión del scFv anti-DEC205. La 

construcción del gen scFv9H2F7 para expresión en sistema eucariota contiene la 

secuencia señal secretora MGWSCIILFLVATATGVHS, la cual ha sido funcional para el 

transporte de rAbs al espacio extracelular (Lu y Zhu, 2014). De manera similar, fue posible 

la secreción del anticuerpo scFv hacia el sobrenadante, siendo confirmada su expresión 

desde el día 1 al día 4 (Figura 14, carril 2 al 4, flecha roja) observándose la presencia de 

múltiples bandas entre las que se encuentra una de 27 kDa. Al comparar el patrón de 

bandas del sobrenadante de células Expi293 transfectadas con el plásmido vector de 

expresión (Figura 14, carril 5), se observa la ausencia de la banda de 27 kDa presente en 

la transfección con pcDNA3.1/scFv9H2F7. Con lo anterior, se descartó la posibilidad de 

que se tratara de una proteína propia del sistema de expresión y su metabolismo. 

A diferencia del gen scFv9H2F7 para expresión en sistema procariota, el constructo de 

expresión en eucariotas resulta en la producción de un scFv anti-DEC205 con un peso 

estimado de 27 kDa, dado que el vector le otorga menos aminoácidos extras a los del 

propio scFv. El periodo óptimo de cosecha fue al día 4 post-transfección, puesto que la 

viabilidad celular se encontraba alrededor de 55% y la concentración de proteína en 

sobrenadante aproximadamente 353.5 µg/mL. Al realizar la purificación mediante IMAC, 

se retuvo en su totalidad el scFv anti-DEC205 en la columna cromatográfica, dado que no 

se observa la presencia de la banda de 27 kDa en el sobrenadante que fue pasado a través 

de la columna (Figura 15, carril 3). Posterior a la elución del scFv, se obtuvieron 5 

fracciones de 3 mL, las cuales resultaron positivas a la presencia de una banda única de 

27 kDa. A través de western blot, empleando un anticuerpo anti-polihistidinas conjugado 

con fosfatasa alcalina, se confirmó la purificación del scFv anti-DEC205 (Figura 15 B). 
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Figura 14. Análisis de sobrenadantes de transfección línea celular Expi293 con 

pcDNA3.1/scFv9H2F7. SDS-PAGE al 12%, tinción azul de coomassie. 1: Marcador kDa. 

2: sobrenadante transfección Expi293 día 1. 3: sobrenadante transfección Expi293 día 3. 

4: sobrenadante transfección Expi293 día 4. 5: sobrenadante transfección Expi293 día 4 

con control de expresión (codificante a IgG de conejo). 
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Figura 15. Sobrenadante transfección de células Expi293 y fracciones eluidas de la 

purificación de scFv anti-DEC205 por IMAC. A. SDS-PAGE, tinción azul de Coomassie. 

1: Marcador kDa. 2: Sobrenadante transfección Expi293. 3: Sobrenadante transfección 

Expi293 post-IMAC. 4: scFv fracción 6. 5: scFv fracción 7. 6: scFv fracción 8. 7: scFv 

fracción 9. 8: scFv fracción 10. 9: scFv fracción 11. 10: scFv fracción 12. B. Western blot. 

Confirmación de purificación de scFv empleando anticuerpo anti-polihistidina conjugado 

con fosfatasa alcalina. 
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La línea celular Expi293 ha sido adaptada para crecer en suspensión alcanzando mayor 

densidad celular que su línea celular parental HEK293 y, por lo tanto, mayor rendimiento 

en la producción de rAbs (Chiou y col., 2014). Posterior a la purificación, se obtuvo 

rendimiento total de aproximadamente 6 mg de scFv anti-DEC205 por transfección de 

células Expi293 en 30 mL de cultivo. El rendimiento obtenido es por mucho mayor a los 

30 mg/L y 22 mg/L que reportan otros autores en producción de rAbs a través del sistema 

de expresión Expi293 (Fang y col., 2017; Hultqvist y col., 2017). 

Aunque existen diversos reactivos empleados para la transfección transitoria de líneas 

celulares de mamífero, en el presente trabajo se utilizó el reactivo de transfección mediada 

por lípidos Expifectamine™ 293. Dicho reactivo está conformado por lípidos catiónicos, 

los cuales ofrecen una mayor eficiencia en la transfección de células de mamífero (Zhi y 

col., 2010). Contrastando con el sistema empleado por Fang y cols., 2017 y Hultqvist y 

cols., 2017, aunque fue utilizado el mismo sistema de expresión Expi293, el reactivo de 

transfección que los autores eligieron fue a base del polímero catiónico polietilenimina 

(PEI). Si bien posee la ventaja de ser más económico y accesible, el PEI presenta un menor 

rendimiento en transfección y por ello la producción de rAbs por litro de cultivo resulta 

en menor concentración, en comparación con el reactivo de transfección Expifectamine. 

 

Evaluación de Actividad Biológica de scFv anti-DEC205 

 

Reconocimiento de scFv Hacia Dominio Extracelular de Receptor DEC205 

 

Partiendo de la caracterización del receptor DEC205 porcino (Flores-Mendoza y col., 

2010), se empleó el fragmento correspondiente a los aminoácidos 810-925 del dominio 

extracelular del receptor para generar el mAb anti-DEC205 (Flores-Mendoza y col., 

2012). Basados en el hecho que las secuencias para la construcción del scFv anti-DEC205 

provienen del mAb anti-DEC205 porcino, se evaluó la capacidad de reconocimiento del 

scFv anti-DEC205 hacia dominio extracelular del receptor. Considerando la característica 

de los scFv en conservar la especificidad del mAb parental del cual derivan, mediante 
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western blot se llevó a cabo la evaluación de reconocimiento de los scFv hacia el dominio 

extracelular del receptor (peso estimado 190 kDa). Como resultado, se observó que los 

scFv expresados en sistema E. coli Rosetta 2 (DE3) y en línea celular Expi293, presentan 

capacidad de reconocer el dominio extracelular del DEC205, (Figura 16, carriles 2 y 3, 

respectivamente).  

La detección del reconocimiento del scFv hacia el dominio extracelular del receptor 

DEC205 se realizó empleando el mAb anti-polihistidina conjugado con fosfatasa alcalina 

y posterior adición del sustrato de la enzima. El carril 4 de la Figura 16 corresponde al 

tratamiento del dominio extracelular del receptor DEC205 únicamente con el anticuerpo 

de detección. Tras no observar una banda positiva en carril 4 de la Figura 16, se comprobó 

que la detección de la banda de 190 kDa en los carriles 2 y 3 corresponde al 

reconocimiento del scFv anti-DEC205 expresados en los sistemas procariota y eucariota, 

respectivamente. Al observar reconocimiento por parte de los scFv anti-DEC205 en 

western blot, se puede inferir que el antígeno que se reconoce es un epítope lineal del 

dominio extracelular del receptor, puesto que su estructura nativa fue desnaturalizada 

mediante el tratamiento por SDS-PAGE. 

Siendo consistente con la capacidad de reconocimiento a antígeno del mAb anti-

DEC205 del cual derivan, ambos scFv anti-DEC205 conservaron su capacidad de 

reconocer al dominio extracelular del receptor DEC205 con peso aproximado a 190 kDa. 
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Figura 16. Evaluación de la capacidad de reconocimiento de los scFv anti-DEC205 

expresados en sistemas Expi293 y E. coli Rosetta 2 (DE3) hacia el dominio extracelular 

del receptor DEC205. Western blot. 1: Marcador kDa. 2: Dominio extracelular del 

DEC205 incubado con scFv anti-DEC205 expresado en E. coli + mAb anti-polihistidina 

conjugado con fosfatasa alcalina. 3: Dominio extracelular del DEC205 incubado con scFv 

anti-DEC205 expresado en Expi293 + mAb anti-polihistidina conjugado con fosfatasa 

alcalina. 4: Dominio extracelular del DEC205 incubado con mAb anti-polihistidina 

conjugado con fosfatasa alcalina.  
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Reconocimiento de scFv anti-DEC205 Hacia Células DEC205+ 

 

La estrategia de direccionamiento de antígenos hacia células presentadoras ha mostrado 

resultados prometedores en el establecimiento de la respuesta inmune celular y humoral. 

En particular, el direccionamiento de antígenos a células dendríticas a través del 

reconocimiento de receptores de superficie es una estrategia popular para el desarrollo de 

herramientas profilácticas (Kwon y col., 2005). El creciente interés en células dendríticas 

DEC205+ como blanco para el direccionamiento de antígenos radica en su capacidad de 

captar antígenos, activación de linfocitos T näive y presentación cruzada por MHC clase 

I y II (Johnson y col., 2008). Sin embargo, la optimización de mecanismos de entrega de 

antígenos hacia células dendríticas sigue siendo explorada. 

Una forma de evaluar la capacidad de reconocimiento de los scFv es utilizar un 

anticuerpo secundario anti-6xHist, ya que es común utilizar este tipo etiquetas para 

facilitar su identificación. Algunos autores utilizando este tipo de etiquetas han logrado 

identificar scFv por citometría (Zhu y col., 2012). Sin embargo, en las condiciones de 

trabajo de nuestro laboratorio esto no fue posible (datos no mostrados). Otra estrategia es 

realizar un marcaje directo del scFv con algún fluorocromo, pero esto no fue posible. Por 

lo anterior, la capacidad de reconocimiento se evaluó con en ensayos de bloqueo de 

receptor, donde el scFv evitaría el reconocimiento del anticuerpo monoclonal hacia el 

receptor DEC205.  

Con la finalidad de confirmar la especificidad del scFv hacia el receptor DEC205 en 

su conformación nativa, se realizaron ensayos de bloqueo de receptor con los scFv 

producidos por los sistemas de expresión E. coli Rosetta 2 (DE3) y Expi293. El 

fundamento de dichos ensayos consiste en la incubación de las PBMCs con los scFv anti-

DEC205 y posteriormente con el mAb anti-DEC205 conjugado con PE. Al presentar 

reconocimiento de scFv hacia el receptor DEC205, se impide el reconocimiento por parte 

del mAb anti-DEC205 conjugado con PE, produciendo una disminución en el porcentaje 

de células DEC205+ reconocidas por el anticuerpo conjugado. 
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Cuando se utilizó el scFv anti-DEC205 producido en E. coli Rosetta 2 (DE3), se 

observó una reducción en la capacidad de reconocimiento del mAb anti-DEC205 

conjugado con PE hacia células DEC205+ del 49.1% (Figura 17 B) a 25.4% (Figura 17 

C). De manera interesante, cuando se duplicó la cantidad de scFv empleado para el 

bloqueo del receptor, el reconocimiento del mAb anti-DEC205 conjugado con PE 

disminuyó hasta 5.1% (Figura 17 D). Por otro lado, resultados similares fueron observados 

cuando se realizó bloqueo del receptor con el scFv anti-DEC205 producido en la línea 

celular Expi293, observándose disminución de 49.1% a 23.5% (Figura 17 E) y 5.9% 

cuando se duplicó la cantidad de anticuerpos scFv anti-DEC205 (Figura 17 F). 

Como se observa en la Figura 17, el marcaje previo de PBMCs con scFv produce el 

bloqueo del receptor DEC205 lo cual culmina en la disminución del porcentaje de 

reconocimiento de células DEC205+ por parte del mAb anti-DEC205. Además, dicho 

efecto se observó incrementado cuando la cantidad de anticuerpo scFv anti-DEC205 fue 

duplicada, siendo de esta forma confirmada la capacidad de reconocimiento de scFv hacia 

el receptor DEC205. Basado en lo anterior, se afirma la funcionalidad de los scFv al unirse 

a la forma nativa del receptor DEC205 en PMBCs de cerdo. 

Actualmente, anticuerpos scFv los cuales conservan la especificidad de reconocimiento 

a antígeno del mAb parental han sido popularmente utilizados en aplicaciones clínicas y 

diagnósticas. Su creciente aplicación se debe a las cualidades que poseen, como un bajo 

peso molecular, mayor penetración en tejidos y reducción en inmunogenicidad (Raju y 

Strohl, 2013). La producción de rAbs como los scFv, representan una alternativa válida 

para ensayos de direccionamiento de antígenos. Ante esta situación, la construcción de un 

anticuerpo scFv funcional con la capacidad de reconocer al receptor DEC205 porcino, 

representa una opción viable en la búsqueda de plataformas de entrega de antígenos hacia 

células dendríticas DEC205+ de cerdo. Los scFv anti-DEC205 generados por ambos 

sistemas de expresión, conservaron la capacidad de reconocimiento del mAb del cual 

derivaron las secuencias para su diseño. Ambos scFv tienen potencial para ser utilizados 

como sistemas de entrega en ensayos de direccionamiento de antígenos hacia células 

dendríticas DEC205+ de cerdo, sustituyendo así el empleo de mAbs. 
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Figura 17. Evaluación de la capacidad de reconocimiento de los scFv anti-DEC205 hacia 

células DEC205+ en PBMCs de cerdo por citometría de flujo. Resultados representativos 

de 1 de los 3 ensayos realizados (n=3). A: PBMCs sin marcar. B: PBMCs marcados con 

mAb anti-DEC205 conjugado con PE. C: Bloqueo con 50 µL de scFv anti-DEC205 

producido en E. coli Rosetta 2(DE3). D: Bloqueo con 100 µL de scFv anti-DEC205 

producido en E. coli Rosetta 2(DE3). E: Bloqueo con 50 µL de scFv anti-DEC205 

producido en Expi293. F: Bloqueo con 100 µL de scFv anti-DEC205 producido en 

Expi293.

0.1% 49.1% 

23.5% 5.9% 

25.4% 5.1% 

A                                                                B 

C                                                                D 

E                                                                F 



 

53 
 

CONCLUSIONES 

 

 

1. El diseño del gen scFv9H2F7 y las condiciones de expresión de scFv anti-DEC205 

en el sistema expresión procariota E. coli Rosetta 2 (DE3), así como las 

condiciones empleadas para purificación, solubilización y replegamiento de scFv 

anti-DEC205 fueron eficientes para la obtención de un anticuerpo recombinante 

de cadena sencilla scFv anti-DEC205 biológicamente funcional. 

2. El diseño del gen scFv9H2F7 para producción de scFv anti-DEC205 en sistema 

de expresión eucariota permitió la obtención del anticuerpo recombinante de 

cadena sencilla scFv anti-DEC205 de forma funcional en la línea celular Expi293. 

3. Ambos scFv conservaron su capacidad de reconocimiento a antígeno, evaluado 

directamente por western blot e indirectamente por ensayos de bloqueo de receptor 

DEC205 en citometría de flujo. 

Utilizando el sistema de expresión E. coli Rosetta 2 (DE3) y Expi293 se logró la 

producción de un anticuerpo recombinante scFv anti-DEC205 porcino biológicamente 

funcional. Estos resultados sientan las bases para estudios posteriores de 

direccionamiento de antígenos hacia células DEC205+ de cerdo.  
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The production of recombinant antibodies has had a tremendous impact on several

research fields, most prominently in biotechnology, immunology and medicine, enabling

enormous advances in each. Thus far, a broad diversity of recombinant antibody (rAb)

forms have been designed and expressed using different expression systems. Even

though the majority of rAbs approved for clinical use are targeted to humans, advances in

veterinary medicine seem promising. The aim of this mini-review is to present an update

regarding the rAbs in veterinary medicine reported to date, as well as their potential use in

diagnostics, prophylaxis and therapeutics. Full- and single-chain fragment variables are

the most common forms of rAbs developed for the detection, prevention and control of

parasitic, bacterial and viral diseases, as well as pain and cancer treatment. Nonetheless,

advances in research seem to be skewed toward economically important animals, such

as pigs, cows, poultry and dogs. Although significant results have been obtained from

the rAbs reported here, most have not been developed enough to be approved. Further

research and clinical trials should be encouraged to enable important findings to fulfill

their intended potential to improve animal well-being.

Keywords: recombinant antibodies, biotechnology, veterinary medicine, single-chain antibodies, nanobodies,

chimeric antibodies

INTRODUCTION

Biotechnology has allowed for alternative methods of antibody (Ab) production, thereby reducing
or eliminating the use of experimental animals (1). The selection of an expression system, such as
bacteria, yeast, insect and mammalian cell lines, and transgenic plants (2, 3), depends primarily
on the type of Ab desired. Frenzel et al. (4) published an excellent review on the expression of
recombinant antibodies, discussing the pros and cons of the most-used systems (4).

Abs are glycoproteins that consist of two heavy (H) and two light (L) chains united by disulfide
bonds. Light and heavy chains have a variable (V) and a constant (C) region; in turn, the constant
heavy domain (CH) is divided into three domains (CH1-CH3) and in some cases, four domains.
Variable regions contain “complementarity determining regions” (CDR) that determine the affinity
and specificity of an Ab. The union of variable domain of light chain-constant domain of light chain
(VL-CL) and variable domain of heavy chain-constant domain of heavy chain (VH-CH1) form the
“antigen-binding fragment” (Fab). The rest of the Ab forms the fragment crystallizable region (Fc)
and gives the Ab its effector function (5). The above characteristics represent the classical structure
of an Ab.

Based on the classical structure of an Ab, other forms of rAb have been developed (Figure 1). The
most popular in veterinarymedicine seems to be the single-chain fragment variable (scFv). The scFv
comprises the VL-VH joined by a short peptide linker (6). Another highly reported rAb is the single-
domain antibody (sdAb) or nanobodies, which present the heavy variable region (VHH) only (7).
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Other rAbs, such as triabodies and tetrabodies (2), are not
particularly reported in veterinary medicine (Figure 1). Hybrid
rAbs, chimeric or “–nized,” are common in veterinary medicine.
A chimeric Ab typically consists of the V regions of one Ab
and the C region of another. The “–nized” Ab comprises the
original Ab and CDRs from other species, such as humanized
or porcinized. The main advantage of a hybrid rAb is reduced
immunogenicity while maintaining the specificity of CDRs (8).

Orthoclone (Muromonab-CD3) was the first monoclonal Ab
(mAb) approved in humans (9). Since then, Abs have become
predominant products in the human pharmaceutical market
(10). Since 2015, 23% of the drugs approved by the Food
and Drug Administration in USA have been Abs, including
humanized and chimeric, with just a few used in animals.
This review presents an update of the rAbs reported in the
field of veterinary medicine according to their use in diagnosis,
prophylaxis and therapeutics in different species. However, there
is an emphasis on rAbs in pigs and cows because they represent
more prolific fields. Table 1 summarizes all rAbs described in this
mini-review, showing the expression system, form, target species
and main results. A discussion of the results describing only rAb
production was omitted in the following sections.

RECOMBINANT ANTIBODIES IN
VETERINARY DIAGNOSIS

Pig
Research for new diagnostic tests using rAbs have been
concentrated on porcine circovirus type II (PVC2), classic swine
fever virus (CSF), Brachyspira hyodysenteriae and Taenia spp.
A commercial PVC2 vaccine was used to immunize a camel
and produce a sdAb anti-Cap protein (11). This sdAb showed
high specificity and sensitivity for the detection of PVC2 without
cross reactivity with PCV1, porcine reproductive and respiratory
syndrome virus (PRRSV) GP5 protein or CSF E2 protein.
The sdAb was fused with alkaline phosphatase (sdAb-AP) to
improve diagnosis, and the affinity and sensitivity were higher
than those of the original sdAb (12). Recently, a porcinized
rAb anti-E2 protein of CSFV was produced. This porcinized
rAb was evaluated in diverse assays with good results and
importantly, retained the ability to neutralize CSFV in vitro,
suggesting that it has great potential as a diagnostic tool (13).
Lobova et al. (14) described a scFv capable of detecting B.
hyodysenteriae, an etiological agent of swine dysentery. After
ELISA and immunofluorescent assay (IFA) evaluation, the
authors concluded that this scFv can be used in new diagnostic
tests (14). In the case of parasitic diseases, a sdAb showed no
cross reactivity with T. saginata, T. hydatigena, T. crassiceps, and
Trichinella spiralis antigens, allowing the specific diagnosis of
Taenia solium infection (15).

Cows
The rAbs for the most important pathogens affecting bovines,
including foot and mouth disease virus (FMDV),Mycobacterium
bovis and bovine spongiform encephalopathy (BSE), have been
evaluated by new diagnostic tests. Two scFvs specific for the
3ABC antigen have been reported to differentiate between

vaccinated and infected animals with FMDV. Foord et al. (16)
produced a chicken scFv specific for the 3B region of the 3ABC
antigen and concluded that scFv could be used in a FMDV
differentiating infected from vaccinated animals (DIVA) test
offering superior results compared with those of the 3ABC
antigen in an ELISA, using sera from naïve and infected animals
(16). Sharma et al. (17) validated a scFv in sandwich and
competitive ELISAs and proposed it as an alternative to the
diagnosis of FMDV (17). Other authors have produced a scFv
anti-VP1 protein of FMDV in transgenic Tobacco plants (18).
In the case of the bovine immunodeficiency virus (BIV), a scFv
anti-capsid protein was produced and showed better sensitivity
in ELISA and Western blot (WB) assays than did the mAb,
which is considered the “gold standard” (19). A scFv anti-
HSP65) protein was conjugated to colloidal gold and evaluated
in immunochromatographic tests (ICT) as a capture/secondary
antibody to improveM. bovis diagnosis. This combination could
detect the HSP65 protein dimer by ICT but not by ELISA.
Later, this scFv was fused with a chicken H chain, and the
stability was improved without affecting functionality (20). In
another study, a sdAb produced in camels immunized with
intracellular bacteria Brucella melitensis, which is responsible for
Mediterranean fever in animals and humans, could recognize
antigens of a B. melitensis in ELISA (21). Finally, recombinant
chicken immunoglobulin Y (IgY) (Ab3-15 and Ab4-19) anti-
prion protein (PrPsc) was produced to diagnose BSE, showing
that it can be used to diagnose BSE and other prion diseases (22).

Others
In poultry, a scFv specific for the avian influenza virus (AIV)
was produced and evaluated by ELISA; it showed higher
sensitivity and specificity than previously established protocols
(23). Additionally, scFv anti-phosphoprotein of the Newcastle
disease virus (NDV) showed potential as a detection tool in
ELISA and WB (24). A similar scenario was reported for a scFv
specific to the infectious bursal disease virus (IBDV) (25, 26) and
a scFv specific to avian coccidiosis (27). Taking advantage of the
similarities between the human epidermal growth factor receptor
2 (HER2) and its canine homologue protein, dog epidermal
growth factor receptor (DER2), two rAbs with cross reactivity
were produced, a Fc-sdAb and a GFP-sdAb. Recognition of HER2
and DER2 was evaluated by flow cytometry and IFA to detect
breast cancer cells from humans (SKBR3) and dogs (SH1B and
P114). Therefore, these rAbs can be used to identify malignant
cells and have the potential to be used as immunotherapeutics in
dogs and humans (28).

RECOMBINANT ANTIBODIES IN
IMMUNOPROPHYLAXIS

The amount of research on rAb as a new immunoprophylaxis for
pigs has been enormous compared with that for bovine or other
species. Different forms of rAb for porcine epidemic diarrhea
virus (PEDV), PRRSV, FMDV, African swine fever virus (ASFV),
and Haemophilus parasuis have been produced and evaluated.
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FIGURE 1 | Graphic illustration of the diversity of recombinant antibody formats compared to a full, classic antibody. Abbreviations: variable domain of light chain (VL ),

variable domain of heavy chain (VH), constant light domain (CL ), constant heavy domain (CH), single-chain fragment variable (scFv), antigen-binding fragment (Fab),

fragment crystallizable region (Fc).

However, the majority of rAbs have been directed to PRRSV
control.

Pigs
Antigen targeting to antigen-presenting cells, such as dendritic
cells (DCs), has become an attractive approach in veterinary
medicine (67). Other authors have evaluated this strategy but
not with rAb (68–70). Subranamiam et al. has probed a scFv-
Fc (mouse x pig) specific to DC-SIGN, DEC205 and Langerin
receptors, and fused it with PRRSV structural proteins. The
results showed that DEC205 targeting is the most successful in
improving humoral and cellular responses while not inducing
enough protective immunity (29, 30). In a similar approach,
the administration of a rAb conjugated to peptides of PRRSV

glycoprotein 4 (GP4) was used to target sialoadhesin (CD169),
a receptor present in macrophages and monocytes. This study
showed the production of anti-GP4 and neutralizing antibodies
in immunized and challenged pigs (31). In other strategies, a
sdAb specific to the non-structural protein 9 (nsp9) (Nb6) was
produced to block viral infection. The authors demonstrated
that viral replication was inhibited in a stable Marc-145 cell line
expressing Nb6, proving the potential of sdAb (Nb6) as a new
form of protection against PRRSV (32). Similarly, a chimeric
mouse x pig antibody anti-linear GP5 epitope had neutralizing
activity similar to that of the native mAb (ISU25C1) (33).

Certainly, most rAbs reported today are used to seek control
of PRRSV. However, there are also other rAbs that can be used
to control other diseases. A scFv-Fc (mouse x pig) specific for
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TABLE 1 | Summary of mentioned recombinant antibodies with potential use in veterinary medicine.

Application Ab format Expression

system

Species Main result Reference

Diagnosis sdAb E. coli Pig High specificity and affinity for the capsid protein of PVC

type II.

(11)

sdAb E. coli Pig High sensitivity and specificity recognizing the capsid

protein of PCV type II by ELISA.

(12)

Porcinized full Ab HEK293 Pig Recognizes the E2 protein of CSFV. (13)

scFv E. coli Pig Recognition of B. hyodysenteriae for the diagnosis of swine

dysentery.

(14)

sdAb E. coli Pig Specific recognition of T. solium antigens for the control of

cysticercosis.

(15)

scFv E. coli Cow Binds to the 3B region of 3ABC non-structural protein of

FMDV.

(16, 17)

scFv Plants Cow scFv directed at the VP1 protein of FMDV. (18)

scFv E. coli Cow Highly specific to the capsid protein of BIV. (19)

scFv HEK293 Cow Detection of HSP65 from M. tuberculosis. (20)

sdAb (VHH) E. coli Cow Recognizes B. melitensis strain Riv1 by ELISA. (21)

Full Ab CHO Cow Higher sensitivity to recognize the pathogenic isoform of

prion protein (PrPsc ) than its scFv form.

(22)

scFv E. coli Chicken Specific to the NP of AIV. (23)

scFv E. coli Birds Targeted to P phosphoprotein of NDV involved in

transcription and replication.

(24)

scFv E. coli Chicken Differential diagnosis of classical and very virulent strains of

IBDV.

(25, 26)

scFv E. coli Chicken Recognizes oocyst and macrogamont stages of E. tenella

for the diagnosis of avian coccidiosis.

(27)

Fc-sdAb (Fc-VHH) E. coli Dog Recognizes Canine EGFR to label breast cancer cells. (28)

Prophylaxis scFv-Fc HEK293 Pig Antigen targeting of important structural peptides for PEDV

and PRRSV to dendritic cell receptors.

(29, 30)

Full Ab HEK293 Pig Antigen targeting of the glycoprotein 4 of PRRSV to CD169

receptor.

(31)

sdAb (VHH) E. coli Pig Binds to non-structural protein 9 of PRRSV. (32)

Chimeric M x P Full Ab Sf9 cells Pig Recognizes PRRSV glycoprotein 5 by WB and ELISA,

neutralizing activity in vitro.

(33)

scFv-Fc HEK293 Pig Antigen targeting to Langerin receptor. Enhances humoral

and T CD4 responses against PEDV.

(34)

scFv-Fc HEK293 Pig Reduction of RNA from PEDV in feces. (35)

scFv E. coli Pig Neutralizing activity of PEDV in vitro. (36)

scFv E. coli Pig Recognizes the recombinant C subunit of pAPN by ELISA. (37)

Fused sdAb with pIg (VHH2) Yeast Pig Neutralizing activity in vitro of FMDV and reduced viremia in

vivo.

(38)

VHH3s Yeast Pig Neutralizing activity of FMDV in vitro and delayed clinical

symptoms and transmission in vivo.

(39)

scFv Vero Pig Antigen targeting of ASFV to SLA. (40)

Chimeric M x P

Full Ab

Yeast Pig Growth inhibition of H. parasuis in vitro and partial

protection in vivo to prevent Glasser’s disease.

(41)

scFv E. coli Cow Blocks cell adhesion of ETEC. Reduced ETEC infection in

vivo.

(42)

scFv E. coli Cow Inhibits cell adhesion of ETEC by blocking K99 factor,

evaluated in vitro.

(43)

scFv Plants Cow Diminished ETEC binding ability in calf enterocytes and in

horse blood red cells.

(44)

scFv E. coli Chicken Neutralizing activity against the IBV. (45)

(Continued)
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TABLE 1 | Continued

Application Ab format Expression

system

Species Main result Reference

scFv E. coli Chicken Reduced viral infection of IBDV in ovo. (46)

scFv LMH* cells Chicken Decreased viral titers in vivo of IBDV. (47)

scFv E. coli Chicken Neutralization of NDV, low viral titers and cytopathic effect

in vitro.

(48)

scFv Plants Chicken Diminished oocyst count of E. tenella (coccidia) in feces. (49)

Full Ab Plants Chicken Recognizes oocysts, sporocyst walls and sporozoites

antigens of E. acervulina.

(50)

scFv Plants Chicken Diminished oocysts count of E. tenella in feces. (51)

scFv HEK293 Sheep Improved cellular IFN response to Rift Valley Fever virus

through antigen targeting.

(52)

Therapeutics Full Ab HEK293 Pigs Recognition of groups 1 and 2 hemagglutinins and

neutralizing activity against influenza virus.

(53)

Full Ab CHO Pigs Reduced gross pathology in lungs after challenge with

influenza A virus. No effect on viral titers.

(54)

scFv E. coli Cow Obstruction of tissue adhesion by S. aureus to prevent

bovine mastitis.

(55)

sdAb (VHH) E. coli Cow Recognizes β-hemolysin of S. aureus. Shows neutralizing

activity in vitro.

(56)

Chimeric M x C

Full Ab

CHO Chicken Recognition of VP2 protein of virulent strain of IBDV, 80%

protection in chickens.

(57)

sdAb E. coli Chicken Neutralizing activity specific for the H5 hemagglutinin from

AIV. High protection rates in vivo.

(58)

Fab E. coli Chicken Neutralization and inhibition of hemagglutination in infected

mice.

(59)

scFv E. coli Chicken Reduced viral titers of avian influenza H5N1 virus. (60)

Chimeric M × D Full Ab CHO Dog Effective to treat chronic inflammation in dogs. (61)

Caninized Full Ab CHO Dog Treatment of atopic dermatitis, reduction of pruritus. (62, 63)

scFv CHO and E. coli Dog Anti-canine CD20, potential use in the treatment and

diagnosis of B cell malignancies.

(64)

Caninized Full Ab CHO Dog Recognizes EGFR. Antiproliferative effect of cancer cells in

vitro.

(65)

scFv E. coli Dog Potential use for targeting to canine dendritic cells. (66)

*LMH, Leghorn male hepatoma cell line.

the Langerin receptor expressed on DCs was fused with the
spike protein of PEDV and used to immunize pigs. This strategy
induced IgG and IgA responses, as well as a CD4T cell immune
response (34). When this rAb was tested in sows, an IgG response
but not an IgA response was produced. Piglets born from these
sows were challenged, and maternal immunity reduced fecal
viral shedding, while clinical signs were unaffected (35). In
other reports, a scFv anti-PEDV was tested in vitro and showed
neutralizing activity, a reduced cytopathic effect and a reduction
in viral replication titers (36). Similarly, a scFv against porcine
aminopeptidase N (pAPN) could block the interaction of PEDV
with pAPN, the receptor present in the intestinal epithelium, thus
inhibiting virus entry to cells (37).

FMDV has also been a focus of rAb production. Harmsen et
al. (71) evaluated a sdAb (VHH) as a tool to control FMD in
pigs (71). Subsequently, different forms of sdAbs (VHH2s and
VHH3s) were produced to increase its half-life and neutralizing
activity compared with those of VHH in vitro. In an in vivo
experiment, the authors compared VHH2s and VHH3s forms,

showing the advantages of VHH3 forms; VHH3s delayed the
development of clinical symptoms and FMDV transmission,
basically for the doses, route of administration and higher
neutralizing activity (38, 39). In an effort to control ASFV, a
DNA vaccine encoding a scFv fused with p54 and p30 antigens
was evaluated. Unfortunately, this strategy was unable to induce
protection following a challenge (40).

For bacterial infections, only one rAb has been reported. This
rAb (chimeric mouse × pig antibody) recognizes all serotypes of
Haemophilus parasuis, inhibits the growth of the bacteria in vitro,
and partially protects piglets against infection in vivo (41).

Cows
In contrast to those concerning pigs, there are fewer reports of
rAbs being used to improve bovine diseases. Several attempts
have been made to block Escherichia coli enterotoxigenic (ETEC)
cell-adhesion capacity by targeting K99 fimbriae, a colonization
factor. An in vivo evaluation of a scFv anti-F5 fimbriae (K99)
resulted in less accumulation of fluid in the intestinal loops,

Frontiers in Veterinary Science | www.frontiersin.org 5 July 2018 | Volume 5 | Article 175

https://www.frontiersin.org/journals/veterinary-science
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/journals/veterinary-science#articles


Bustamante-Córdova et al. rAb in Veterinary Medicine

indicative of a reduced ETEC infection in neonatal calves
(42). Moreover, similar scFvs directed at K99 factor have been
evaluated in vitro using horse red blood cells and calf enterocytes
(43, 44) where hemagglutination and binding activity has been
reduced.

Others
A scFv anti-infectious bronchitis virus (IBV) showed neutralizing
activity (45); similarly, a scFv-Fc and scFv anti-infectious bursal
disease virus (IBDV) reduced viral titers in vivo and in ovo (46,
47). NDV is a highly contagious viral infection that affects poultry
and domestic birds. A scFv that recognizes NDV was produced
and evaluated in vitro; the Ab showed neutralizing activity that
resulted in reduced viral titers, as well as a lower cytopathic effect,
in BHK21-infected cells (48). A scFv anti-Eimeria tenella and -
E. acervulina produced in pea plants andNicotiana benthamiana,
respectively (49, 50), reduced the number of oocysts in the feces
of chickens fed with transformed plants, especially when feeding
with pea plants (51). Additionally, IgA rAb anti-E. acervulina
antigens have been produced in N. benthamiana plants as
potential immunotherapy agents for young broilers in which
vaccination is not always successful (50).

In sheep, a DNA vaccine encoding a scFv fused with Rift Valley
Fever Virus Gn peptide was directed at DEC205 and CD11c
receptors. Compared with targeting to CD11c and untargeted
treatment, targeting to DEC205 promoted IFNγ production but
showed an inefficient humoral response (52).

RECOMBINANT ANTIBODIES FOR
THERAPEUTIC PURPOSES

The use of rAb for therapy has been mainly focused on dogs
where personalized treatments are less challenging than those
for farm animals. Examples include therapies for cancer and
inflammatory processes.

Pigs
An anti-influenza virus antibody was obtained from a human
donor after infection with H1N1 swine-origin influenza virus
(SOIV). From this donor, a rAb named F16 was expressed
and evaluated in several animal models. In mice and ferrets,
F16 showed a therapeutic effect after a lethal challenge with
H1N1 and H5N1 viruses, respectively (53). Nonetheless, when
evaluated in pigs, F16 did not alter viral titers, although it reduced
gross lung pathology when challenged (54).

Cows
Bovine mastitis is caused by a variety of pathogens including
Staphylococcus aureus. Tissue adhesion involves multiple
proteins, including fibronectin-binding factor A and clumping
factor A. These two proteins were targeted using a scFv to
obstruct the adhesion mechanisms; therefore, they have potential
to be used to prevent and treat bovine mastitis (55). Similarly,
a sdAb that could recognize and neutralize β-hemolysin from
S. aureus was generated and evaluated in vitro to confirm its
neutralizing activity (56).

Others
Therapy in poultry is, in most cases, not economically practical.
However, the development of rAbs can simplify this practice. In
this manner, a full-IgY rAb that can neutralize IBDV provides
an 80% protection rate, in contrast to yolk antibody that
offers only 40% protection in chickens challenged with IBDV
(57). Similarly, a recombinant adenovirus (Ad5) containing
the encoding sequence of a neutralizing sdAb specific for the
HA1 domain of H5 virus was created. In vivo administration
showed a 90–100% survival rate in lethally challenged mice (58).
Additionally, a Fab that recognizes distinct HA0 hemagglutinin
epitopes showed neutralizing activity and has great therapeutic
potential (59). In this manner, a scFv anti-HA fused with
truncated protamine (scFv-tP) designed to deliver siRNA was
produced (scFv-tP) and evaluated in vitro, showing a reduction
in viral titers (60).

In some cases, human medicine can be adapted for use in
veterinary medicine. An example is a chimeric dog x mouse rAb
derived from a mouse anti-human nerve growth factor (NGF)
mAb (72) used to treat chronic inflammation. In vivo, a single
dose of this rAb showed effectiveness in reducing chronic pain
similar to that of 7 daily doses of meloxicam in dogs, proving
it to be a good alternative for prolonged therapeutic treatments
(61). A full caninized rAb anti-canine IL-31, lokivetmab, has been
produced and evaluated in clinical trials with outstanding results
concerning the control of atopic dermatitis (AD) in dogs (62).
Compared to a daily dose of 5 mg/kg of ciclosporin, a drug
typically used to treat AD, a single dose of 1 mg/kg ameliorated
the symptoms of AD for a month (63). In the field of cancer,
a scFv anti-canine CD20, a cell surface molecule expressed
in normal and tumoral cells, was produced (64). Similarly,
a caninized full Ab against epidermal growth factor receptor
(EGFR) induces significant inhibition in proliferation in vitro and
viability reduction in canine tumor cells that overexpress EGFR
(65). Another anti-tumoral strategy is DC-based vaccination; a
scFv capable of recognizing canine DCs has been produced for
future use in vaccination and therapy (66).

CONCLUSION

The continuous search for alternative ways to control pathogens
influenced the application of rAbs in veterinary medicine, which
appears to be influenced by the type of animal production. Most
reports describing the use of rAbs for diagnosis are concentrated
in cows. Their use for treatment is concentrated in dogs, and use
for immunoprophylaxis is concentrated in pigs. Unsurprisingly,
in the case of pigs, most reports are concentrated on a solution
for PRRSV; alternatively, therapeutic rAb is used to identify
treatments for dog diseases (Table 1). There is a wide diversity
of rAb forms (Figure 1), and not all have been described in
veterinary medicine. However, scFv, chimeric and sdAb are the
most common forms of rAbs reported to date. In the upcoming
years, the use of rAbs for the control of animal diseases will
be a reality and will become a significant part of the economic
world of pharmaceuticals. In summary, for the first time, the
present mini-review describes the progress of rAb use in the
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field of veterinary medicine. This technology has not been fully
exploited for diseases of economically impactful animals. The
development of rAbs has been proven to be a promising tool in
the improvement of animal health.
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