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RESUMEN

La Proteina Verde Fluorescente (Green Fluorescent Protein, GFP) es ampliamente utilizada en ensayos in vivo e in vitro. Se han
generado multiples variantes de esta proteina para diversificar sus caracteristicas, como la enhancedGFP (EGFP) que emite una
sefal de fluorescencia 35 veces mayor en comparaciéon con la proteina silvestre, siendo implementada como proteina fusién en
estudios de localizacion y estabilidad estructural, entre otros. La deteccién de esta proteina y sus variantes puede ser directa o
indirecta, mediante el uso de anticuerpos anti-GFP. Aunque el uso de GFP es generalizado y de evidente utilidad en investigacion y
en docencia, los insumos para su estudio exhiben un alto costo dado que deben ser importados, constituyendo un recurso limitado
en Colombia. El presente trabajo reporta la clonacién y expresion de la proteina recombinante 6xHisEGFP, cuya purificacion se
completd a partir de la fraccién soluble e insoluble del sistema heterélogo Escherichia coli mediante cromatografia de afinidad a
metales inmovilizados y electroforesis preparativa, respectivamente. La proteina purificada se implementé como antigeno para la
produccién de anticuerpos policlonales aviares (IgY) contra la EGFP, los cuales se obtuvieron desde los huevos colectados y el
suero de las sangrias de las gallinas inmunizadas. En este sentido, la estrategia metodolégica planteada constituye un avance en el
desarrollo de un sistema biotecnolégico para la produccién nacional de herramientas moleculares como los anticuerpos
policlonales aviares a bajo costo.
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ABSTRACT

Green Fluorescent Protein (GFP) is widely used in in vivo and in vitro assays. Multiple variants of this protein have been generated
to diversify its characteristics, such as the enhancerd GFP (EGFP) that emits a 35-fold higher fluorescence signal compared to the
wild-type protein, being implemented as a fusion reporter in localization and structural stability studies, among others. Detection of
this protein can be direct or indirect, fusing anti-GFP antibodies. Although the use of GFP is generalized and of evident utility in
research and teaching, the molecular tools for its study exhibit a high cost since they must be imported, constituting a limited re-

* Laboratorio de Investigaciones Basicas en Bioquimica (LIBBIQ), Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia.
Correspondencia: Maria Helena Ramirez Herndndez. mhramirezh@unal.edu.co
Nota sobre los autores. Valentina Gémez Osorio y Sebastian Gonzélez Rodriguez contribuyeron igualmente en el desarrollo
del trabajo.

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XXV No. 1 Enero - Junio 2023, 57 - 68 57



source in Colombia. This work reports the cloning and expression of the recombinant protein 6xHisEGFP, whose purification was
completed from the soluble and insoluble fraction of the heterologous Escherichia coli system by immobilized metal affinity chroma-
tography and preparative SDS-PAGE, respectively. The purified protein was implemented as an antigen to produce avian polyclonal
antibodies (IgY) against EGFP, which were obtained from collected eggs and blood serum from immunized hens. In this sense, the
proposed methodological strategy constitutes an advance in the development of a biotechnological system for the national produc-
tion of molecular tools such as avian polyclonal antibodies at low-cost.
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INTRODUCCION

La Proteina Verde Fluorescente, (GFP por sus siglas en
inglés, Green Fluorescent Protein) es ampliamente
utilizada en dareas de la bioquimica, biologia molecular y
celular. En 1963, la GFP se aisl6 desde la medusa
Aequorea victoria (Shimomura, Johnson y Shaiga, 1962),
y posteriormente se logré su expresiéon en un sistema
heter6logo (Chalfie et al. 1994), conduciendo a la
generacion de variantes con caracteristicas de utilidad
biotecnolégica mediante mutagénesis dirigida (Tsien et
al, 1995). Desde entonces, se han desarrollado
multiples aplicaciones para la GFP como proteina
reportera, marcador celular o indicador de dimerizacion,
entre muchas otras (Remington, 2011).

El éxito de la GFP se debe a su particular estructura que
contiene una secuencia de aminodacidos especifica
suficiente para emitir fluorescencia, a diferencia de otras
proteinas que requieren cofactores externos para
fluorescer. Adicionalmente, posee un bajo peso molecular
(27 kDa) que favorece su solubilidad en medios acuosos,
ofreciendo ventajas para su uso biotecnolégico
(Stepanenko et al, 2013). Estructuralmente, la GFP se
compone de 238 residuos de aminoacidos organizados
en un barril B, en cuyo interior una o hélice contiene al
croméforo, el cual se produce mediante un proceso auto-
catalitico de ciclacion que requiere la presencia de
oxigeno molecular para completarse (Flores et al., 2013,
Arpino et al., 2012).

Mediante mutagénesis dirigida se ha modificado la
secuencia primaria de la proteina, alterando aminoacidos
especificos que han derivado en proteinas fluorescentes
con cambios en su espectro de excitacion y emision,
termo-estabilidad y sensibilidad a cambios de pH
(Patterson et al, 1997; Zacharias y Tsien, 2006). La GFP-
enhanced (EGFP por sus siglas en inglés, Enhancer GFP),
posee un peso molecular aproximado de 28 kDa y dos
mutaciones puntuales que incrementan 35 veces la
intensidad de la fluorescencia. Asi, el cambio S/T 65
promueve la ionizacién del croméforo, aumentando la
sefal emitida, mientras que la sustitucion F/L 64 estabiliza
el plegamiento de la proteina (Zhang et al., 1996).

Aprobado: mayo 15 de 2023

Aunque la detecciéon de la GFP se realiza in-situ,
frecuentemente es necesario implementar su deteccién
indirecta, lo cual implica el uso de anticuerpos para
amplificar la sefal o reconocer la proteina en extractos
desnaturalizados como los empleados en ensayos de
Western blot o Dot blot, entre otros.

Dada la utilidad de la GFP a nivel biotecnolégico vy al
alto costo de los productos disponibles comercialmente
para su deteccion indirecta, se presenta la producciéon
de la proteina recombinante 6xHisEGFP y su
implementacion como antigeno para la produccién de
anticuerpos policlonales aviares (1gY), reduciendo costos
y brindando una alternativa de produccién nacional para
este tipo de herramientas moleculares.

MATERIALES Y METODOS

Expresion y purificacion de la proteina recombinante
EGFP en sistema heterdlogo Escherichia coli

Se realiz6 la amplificacién de la secuencia codificante
de la GFP a partir del vector pSP72RaneoaGFP (Atayde
et al, 2012), donado por la Doctora Maria Marcela
Camacho de la Universidad Nacional de Colombia,
utilizando la proteina Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase (New England Biolabs) y los
oligonucleétidos Fw  GFP  pET100 57-
CACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGA-3" y Rv GFpP
pET100 57 -TACTTGTACAGCTCGTCCATGCCG-3". H
amplificado obtenido se purificé utilizando el kit Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System (PROMEGA) y se
clon6 en el vector pET100/D-TOPO (Invitrogen) el cual
otorga una etiqueta de histidinas (6xHis) a la proteina
recombinante en su  N-erminal. Se realiz6
transformacién por choque térmico en E. coli TOP10
(ThermoFisher Scientific) y selecciéon a 37 °C durante
toda la noche en medio LB+Amp (LB: triptona 1%,
extracto de levaduras 0.5%, NaCl 1%). Se verificaron los
clones positivos por PCR de colonia, empleando los
primers mencionados. Mediante lisis alcalina se
obtuvieron los  vectores pET100/EGFP vy se
transformaron en la cepa de expresion E. coli BL21 STAR
DE3 (Invitrogen). La expresion se indujo en medio
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LB+Amp (0.1 mg/mL) empleando isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG) 1.4 mM a 37 °C (Villamil-
Silva et al., 2021).

Posteriormente, se realizé una centrifugacion a 8000
rom durante 5 minutos (Heraeus Megafuge 16R,
ThermoFisher), para luego descartar el sobrenadante y
proceder con la purificacién de la proteina del paquete
celular (ver siguiente pdrrafo). El proceso se monitore6
por SDS-PAGE 12%, utilizando azul de Coomassie e
inmunodeteccién (Sambrook y Russell, 2001). Para
confirmar la presencia de la proteina 6xHisEGFP, el
western blot se realizé sobre una membrana PVDF
(polifluoruro de vinilideno) utilizando como anticuerpo
primario o-GFP producido en conejo (Molecular Probes,
ThermoFisher) y como anticuerpo secundario a-conejo
biotinilado acoplado a fosfatasa alcalina (Sigma) en
dilucion 1:8000, de acuerdo con la metodologia
propuesta por Liu y colaboradores (2014).

Para la purificacion de la proteina recombinante se
realizo lisis celular del cultivo inducido. Para ello, se
ejecutaron procesos de lisis enzimatica y mecénica. Para
la primera, se utiliz6 buffer de lisis (pH 8.0) compuesto
por 50 mM NaH,PO,, 500 mM NaCl, 2 mM MgCl,,
glicerol 1% (v/v), 10 mM imidazol, lisozima (0,5 mg/mL)
y coctel inhibidor de proteasas (Sigma P8340). Este fue
anadido en proporcién 7 mL / gramo de peso himedo
celular y se incub6 durante 1.5 horas a 4 °C y en
agitacion constante. Después, se realizo la lisis mecanica
mediante sonicacion, en ciclos de 15 segundos de
sonicacion y 45 segundos de reposo, para un total de 3
minutos de sonicacion. Finalmente, se llevé a cabo una
centrifugacion a 14000 rpm por 30 minutos a 4 °C
(Heraeus Megafuge 16R, ThermoFisher). De este modo,
se obtuvo tanto la fraccién soluble como la insoluble, a
partir de las cuales se purificé la proteina 6xHisEGFP.

Los procedimientos de purificacién se llevaron a cabo
siguiendo la metodologia propuesta por Contreras et al.,
2015. Inicialmente, se realiz6 la purificacion de la
fraccion soluble por medio de una cromatografia de
afinidad a cobalto (Qiagen). En ella, se tomaron 36 pL
de resina previamente equilibrada en buffer de lisis por
cada mililitro de sobrenadante. La mezcla se incubé por
1 hora sobre hielo. Seguido, se centrifugé a 2000 rpm
durante 3 minutos a 4°C (Heraeus Megafuge 16R,
ThermofFisher). El pellet que contenia la resina y la
proteina se lavé con buffer de lisis y se centrifugd a
2000 rpm por 2 minutos a 4 °C. El pellet se lavé
nuevamente, utilizando buffer de lisis con imidazol 20
mM. Después, se transfirid a la columna cromatografica
y se realizaron lavados utilizando buffer de lisis con
imidazol 70mM. Posterior, se realizaron 3 eluciones,

utilizando imidazol 300mM. El proceso de purificacién
se monitore6 por SDS-PAGE 12%.

Por otro lado, la fraccién insoluble se purificé a partir de
cuerpos de inclusion, de acuerdo con metodologias
estandarizadas (Palmer et al,, 2012). De este modo, se
homogenizo el pellet en buffer de lavado (tris-HCI 100
mM pH 7.0, EDTA 5mM, ditiotreitol 5 mM, urea 2 M y
triton X-100 2%), se llevé a cabo una centrifugacion a
12000rpm por 30 minutos a 4°C, repitiendo esto 3
veces. Después, se homogenizo el pellet en buffer de
lavado (Tris-HCI 100 mM pH 7.0, EDTA 5 mM y DTT 5
mM) y se centrifugé a 12000 rpm por 30 minutos a 4°C.
El pellet obtenido se homogeneizé en buffer de
extraccion (TrissHCl 50 mM pH 7.0, EDTA 5 mM, DTT 5
mM y guanidina-HCl 8 M) y se centrifugd a 14000 rpm
por 1 hora a 4°C. Después, se recolect6 el sobrenadante
y se sometié a didlisis durante 2 horas con buffer de
dialisis (TrissHCl 50 mM, NaCl 150mM) con agitacion
constante y sobre hielo utilizando una membrana de 10
kDa de MWCO (Molecular Weight Cut-Off). Se
centrifugd a 12000 rpm por 20 minutos y los pellets se
cargaron en SDS-PAGE preparativo. Luego, la fraccion
del gel que contenia la proteina de interés se macero y
eluyé con agua MilliQ a 37 °C. Finalmente, se realizé
una centrifugacion a 5000 rpm por 5 minutos y se
obtuvo la proteina en el sobrenadante. La proteina
purificada tanto de la cromatografia de afinidad como a
partir de los cuerpos de inclusién se cuantificé mediante
el método de Bradford (Hammond & Kruger, 1988) y se
utilizé6 para la inoculacion de gallinas, con el fin de
producir anticuerpos policlonales anti 6xHis-EGFP.

Obtencion de los anticuerpos policlonales contra EGFP
(ab6xHis-EGFP-IgY) empleando modelo aviar

Se emplearon gallinas de la raza Hy-line Brown de 56
semanas, la inoculacién se realizé siguiendo el
protocolo previamente estandarizado en nuestro grupo
de investigacion (Moreno-Gonzalez et al., 2013). Se
realizé un total de 4 inoculaciones durante un periodo
de 36 dias, cada una empleando 150 pg de la proteina
6xHisEGFP purificada. En la primera inoculacion se
emple6 el adyuvante completo de Freund (Sigma,
F5881) en relacion 1:1 para emulsificar el antigeno,
mientras que, en las posteriores se usé el adyuvante
incompleto. El volumen final del in6culo en cada caso
fue de 300 pL. Se empleé un individuo como control,
empleando PBS en lugar de inmundégeno. Los huevos se
colectaron diariamente durante todo el proceso.
Igualmente, se tomaron 4 sangrias en los dias 0, 8, 16 y
24 para la evaluacion de sueros preinmunes e inmunes.
Las gallinas se mantuvieron y manipularon en el bioterio
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de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota.

Purificacion de los anticuerpos a6xHis-EGFP-IgY

Este protocolo se basa en reportes previos para la
purificacion de IgY (Pauly et al, 2011). A partir de los
huevos colectados se extrajo la yema, la cual se
transfirié a un tubo plastico de 50 mL. A cada una se le
anadié PBS 1X (NaCl 0.138 M, KCI 3mM, Na,HPO, 8.1
mM, KH,PO, 1.5 mM, pH 7.4) en una relacién 1:1. Se
procedié a purificar los IgY, tomando inicialmente
alicuotas de 1 mL del volumen total de la solucién. La
delipidacién de la muestra se realiz6 con PEG6000 3.5
% (p/v). La fraccion soluble resultante, se sometié a
procesos de precipitaciéon fraccionada con PEG6000
8.5% 'y 12%, purificando selectivamente las
inmunoglobulinas presentes. Estos pasos se realizaron
agitando por 10 min y centrifugando a 14000 rpm por
20 min a 4 °C en rotor HIGHConic™ (Heraeus
Megafuge 16R, ThermoFisher). El pellet obtenido luego
de la purificacién se resuspendié en 400 pL de PBS 1Xy
se almacené a -20 °C. El proceso se analiz6 por SDS-
PAGE 12% (Laemmli, 1970).

A partir de las sangrias colectadas se realizé la
extraccion de 1IgY, para ello se procedié a coagular la
sangre por 30 min a 37 °C. Posteriormente, se
centrifugé a 12000 rpm por 20 min a 4 °C en rotor
HIGHConic™ (Heraeus Megafuge 16R, ThermoFisher).
Luego, se recolecto el sobrenadante (suero), el cual se
almacen6 con glicerol 20 % a -80 °C. Para evaluar
anticuerpos abxHisEGFP-IgY presentes en los sueros, se
realizé un western blot en reconocimiento del antigeno
(6xHisEGFP  purificada) usando como anticuerpo
primario cada uno de los sueros en una dilucién de
1:3000. Se utiliz6 algY-fosfatasa alcalina 1:10000
(Sigma) como anticuerpo secundario (Moreno-Gonzalez
etal., 2013).

Con el objetivo de purificar los anticuerpos a6xHis-EGFP
-IgY a partir de los sueros extraidos, se utilizé el método
de afinidad al antigeno. Para ello se cargaron 250 ug de
la proteina recombinante purificada en SDS-PAGE 12%
y se transfiri6 a una membrana de PVDF (200mV, 2 h).
La porcién de la membrana que contenia la proteina
6xHis-EGFP (Banda de 30 kDa), visualizada con rojo
Ponceau, se extrajo, se lavé con TBST por 10 min y se
bloqueé con TBST leche 5 % por 1 h. El exceso de leche
se retiré realizando 3 lavados con TBST durante 10 min.
Después, la membrana se corté en cuadros pequefos (2
x 2 mm), los cuales se incubaron con 500 uL de suero
durante toda la noche (O.N). El suero con los
anticuerpos no unidos se retiré de los tubos mediante

pipeteo y se almacené a -20 °C. Los cuadros de
membrana se trataron con TBST hasta que los lavados
extraidos presentaran una absorbancia menor a 0,1 a
280 nm. La elucién de los anticuerpos abxHis-EGFP-IgY
se realizé adicionando 150 pL de glicina 100 mM pH
2,5 incubando durante 10 min en agitacion constante.
Seguido, el pH de los eluidos se neutralizé agregando
15 uL de Tris HCI 2 M pH 8.5. Finalmente, los abxHis-
EGFP-IgY se almacenaron a -20°C.

Evaluacion de los anticuerpos a6xHis-EGFP-1gY

Para evaluar los anticuerpos obtenidos a partir de la
yema de huevo, se realizé un ensayo ELISA indirecto, en
donde se usaron placas de 96 pozos. Se adicionaron
100 pL de 6xHis-EGFP 10 pug/mL en buffer carbonatos
pH 9.6 por pozo, y se incubé durante 1Th a 37°C, y
luego toda la noche a 4 °C. Durante la incubacion la
placa se mantuvo sellada con una capa plastica (vinipel)
y una de papel aluminio. Posteriormente, se bloquearon
los pozos con 200uL de PBS leche 5 % 2 h a 37 °C. El
anticuerpo primario a6xHis-EGFP-IgY se adicion6 en una
dilucién de 1:500 en PBS por 2 h a 37 °C. Se realizaron
3 lavados con PBS. El anticuerpo secundario algY-HRP
(Sigma) en una dilucién 1:8000 en PBS se incub6 por 2
h a 37 °C, y se repitieron los lavados. Finalmente, se
realiz6 el revelado empleando 2,2’ azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido  sulfénico) (ABTS-Sigma) vy
peroxido de hidrégeno en buffer citrato-fosfato 100 mM
pH 5.0, incubando 1 h a 37 °C. La lectura del ELISA se
realizé midiendo la absorbancia a 405nm.

Con base en los resultados obtenidos en el ELISA, se
seleccionaron los huevos con mayor concentracion de
anticuerpos (correspondientes a la mayor absorbancia a
405nm). De los huevos seleccionados se purificaron las
IgY a partir de la totalidad de la yema solubilizada en
PBS 1X, empleando la precipitacion con PEG6000 vy
afinidad al antigeno, como se describié anteriormente
(Pauly et al., 2011). Se comparé el reconocimiento entre
los anticuerpos obtenidos a partir de sueros y de yemas
de huevo (dilucion 1:3000) mediante Western blot. Se
utilizé el anticuerpo secundario algY-fosfatasa alcalina
en una dilucion 1:10000 (Gallus Inmunitech).
Finalmente, se evalué la especificidad de los anticuerpos
por la 6xHisEGFP mediante western blot, utilizando la
proteina recombinante 6xHis-RBD, el anticuerpo
primario  abxHis-EGFP-IgY purificado anteriormente
(dilucién 1:3000) y el anticuerpo secundario algyY-
fosfatasa alcalina  (1:10000). Como control de
inmunodeteccion se utilizé el anticuerpo primario
abxHis comercial (1:5000, 6x-His Tag Monoclonal
Antibody  (HIS.H8) Invitrogen) y el anticuerpo
secundario aMouse acoplado a fosfatasa alcalina
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(1:10000, Anti-Mouse  1gG-Alkaline
antibody produced in goat, Sigma).

Phosphatase

RESULTADOS

La proteina recombinante 6xHisEGFP se purifico desde
fracciones solubles e insolubles del sistema heterélogo
de expresion

El vector de expresion pSP72RaneoaGFP se utilizé
como plantilla para la amplificacion por PCR del
fragmento egfp de interés (~719pb) (Figura 1A). El
fragmento amplificado se purific6 y cloné en el
plasmido pET100/D-TOPO, obteniéndose el vector de
expresion pETT100-EGFP. La expresion de la proteina
recombinante 6xHisEGFP en E. coli BL21 STAR DE3,
incrementé  conforme el tiempo de induccién,
observandose la expresiéon prominente de una banda
del peso esperado para la proteina 6xHisEGFP (~30
kDa) (Figura 1By C).

Una vez seleccionadas las colonias que expresaron la
proteina recombinante 6xHisEGFP y establecidas las
condiciones de induccién, se escalé el cultivo a 500 mL.
Las bacterias se colectaron y se lisaron para obtener dos
fracciones: soluble e insoluble (cuerpos de inclusién), las
cuales permitieron la purificacion tanto de la proteina
recombinante 6xHisEGFP en su estado nativo como
desnaturalizado, mediante cromatografia de afinidad a
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metales inmovilizados (IMAC) y extraccién a partir de
SDS-PAGE preparativo, respectivamente (Figura 2). La
proteina de interés purificada constituye el primer paso
para la produccion y posterior evaluacion de los
anticuerpos policlonales a6xHis-EGFP-IgY.

Los anticuerpos policlonales a6xHis-EGFP-IgY
producidos son funcionales y especificos

La proteina recombinante 6xHisEGFP purificada tanto
desde la fraccion soluble como insoluble, se empled
como antigeno durante la inmunizacién, para producir
anticuerpos policlonales, que reconocieran tantos
epitopos estructurales nativos, como desnaturalizados.
La recoleccién de huevos y sangrias de las gallinas
inmunizadas permitié6 monitorear la produccién de los
anticuerpos ab6xHis-EGFP-IgY durante el programa de
inmunizacién, obteniéndose anticuerpos IgY en ambas
muestras a lo largo del proceso. La concentracion de
IgYs totales presentes en los huevos colectados con
respecto al programa de inmunizacién, incrementa
hacia las dos dltimas inoculaciones, aunque se observo
un dato atipico para la muestra nimero 4 (Figura 3).

Con el prop6sito de evaluar la respuesta inmune ante el
antigeno 6xHisEGFP, se realiz6 el ensayo ELISA
indirecto con las muestras colectadas, lo cual permitié
seleccionar especificamente los huevos que presentaban
una mayor concentracion de anticuerpos especificos

NI 4h ON

Figura 1. Produccion de la proteina recombinante 6xHis-EGFP. A. Clonacién-amplificacion del fragmento correspondiente a la
region codificante para la EGFP (719 pb) a clonar en pET100/D-TOPO. Electroforesis en gel de agarosa 1 % (P/V) TAE 1X y
tincion con bromuro de etidio (0,5 pg/mL). B. Expresion de la 6xHis-EGFP (~30 kDa) en células E. coli BL21 STAR DE3 inducidas
con IPTG 1,4 mM por 4 horas y toda la noche (16 horas). SDS-PAGE 12%. Revelado mediante tinciéon con Azul de Coomassie. C.
western blot empleando una membrana PVDF vy el anticuerpo primario o-GFP (1:3000) y el secundario a-Mouse acoplado a
fosfatasa alcalina (1:8000). M: Marcador de peso molecular (GeneRuler 100bp DNA ladder, Pierce™, Unstained Protein MW
Marker, Thermo Scientific). EGFP: amplificacion del gen codificante para la EGFP. (-): Control negativo (H,O como plantilla). N.I.:
células No Inducidas. 4h: Células inducidas por 4 horas. O.N.: células inducidas durante toda la noche. Flecha verde: bandas en el

peso esperado.

Produccion de anticuerpos policlonales a6xHis-EGFP-IgY

61



A B
F. SOLUBLE F. INSOLUBLE F.SOLUBLE F.INSOLUBLE

NI FS 11 El1 M FI CI BM NI FS L1 El FI CI BM

116

66

45

35

25

14—

Figura 2. Purificacién de la proteina 6XHis-EGFP a partir de la fraccion soluble e insoluble, mediante IMAC y SDS-PAGE
preparativo, respectivamente. A. SDS-PAGE 12%, tincién con Azul de Coomassie. B: western blot empleando una membrana de
nitrocelulosa, anticuerpo primario o-GFP (1:5000) y anticuerpo secundario a-Mouse acoplado a fosfatasa alcalina (1:10000). La
flecha verde corresponde a la banda ~30 kDa de peso esperado para la proteina 6xHis-EGFP. F. SOLUBLE: Fraccién soluble; F.
INSOLUBLE: Fraccion insoluble NI: células no inducidas; FS: Fraccién soluble; L1: Lavado 1; E1: Eluido 1; M: Marcador de peso
molecular en kDa; Fl: Fraccién insoluble; Cl: cuerpos de inclusion; BM: Banda Media del gel preparativo.

Concentracion (mg/ml)

0 10 20 30

Numero de Huevo

Figura 3. Cuantificacion de las IgY totales de las yemas de huevo
recolectadas durante la inmunizacién. La cuantificacién se completé por el
método de Bradford. Las flechas negras corresponden a los dias en donde
se realizd la inmunizacién.
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abxHis-EGFP-IgY, para realizar la purificacion total del
solubilizado de yema inicial. En este experimento se
utilizé una dilucion 1:500 de los anticuerpos, puesto
que ensayos ELISA preliminares en los que se utilizaron
diferentes diluciones, indicaron la utilidad de esta. Los
huevos seleccionados para obtener el lote final de
anticuerpos correspondieron a aquellos que exhibieron
mayor absorbancia a 405 nm (Figura 4). La prueba
estadistica aplicada indic6 una diferencia significativa
entre la primera fase (inmunizaciones 1y 2), para la cual
no se espera gran cantidad de IgYs especificos, en
comparaciéon con la segunda fase (inmunizaciones 3 vy
4). Teniendo esto en cuenta, se utilizé un huevo de esta
dltima (huevo 29) para los siguientes ensayos de
inmunodeteccion.

Por su parte, los sueros obtenidos de las sangrias se
evaluaron utilizandolos como anticuerpos primarios en un
ensayo de inmunodeteccion por western blot, empleado la
proteina previamente purificada. Se observé que las
sangrias recolectadas reconocen especificamente el
antigeno sin exhibir reaccion cruzada contra la proteina
control del ensayo de inmunodeteccion (BSA correspon-
de a albimina de suero bovino), indicando Ila
especificidad de los anticuerpos obtenidos.
Adicionalmente, aunque todas las sangrias detectaron el
antigeno 6xHis-EGFP, a excepcion de la sangria pre-
inmune, las sangrias inmunes finales (3 y 4) exhibieron la
sefal mas intensa, como era de esperarse (Figura 5).

Los anticuerpos ab6xHis-EGFP-IgY obtenidos tanto de
huevos como de sueros sanguineos que presentaron
mayor reconocimiento del antigeno, se evaluaron
paralelamente mediante western blot. Se observé que
existe un reconocimiento selectivo al antigeno,
detectandose una senal mas intensa con los sueros
inmunes en comparaciéon con los anticuerpos
provenientes de las yemas de los huevos (Figura 6).

Finalmente, se comprob6 por medio de western blot
que los anticuerpos a6xHis-EGFP-IgY son especificos
dado que no reconocen la etiqueta de Hexa-histidinas
(Figura 7).

DISCUSION

La produccion local de la EGFP y un anticuerpo policlonal
contra esta, dos herramientas de amplio uso en
investigacion y docencia se abordé en este trabajo,
integrando herramientas moleculares y bioquimicas. Para
ello se parti6 del vector pSP72RaneoaGFP para amplificar
y clonar la regién codificante para la EGFP (Figura 1A). El
vector recombinante obtenido  pET100-6xHisEGFP,
permitié expresar una proteina de ~ 30kDa, cuyo N-

terminal presenta la etiqueta 6xHis. Se ha reportado que la
localizacion de esta etiqueta en el extremo N-terminal,
especificamente para la variante GFPuv, no afecta la
fluorescencia de la proteina e incrementa los niveles de
expresion, manteniendo su solubilidad en E. coli (Park et
al., 2015). Por esta razon se eligio posicionar la etiqueta en
este extremo de la proteina.

La expresion en el sistema heterélogo se establecio
evaluando la concentracion de inductor y tiempo de
induccién. Se observé que una mayor concentracion de
inductor (IPTG 1.4mM) junto con un periodo de
induccién prolongado (ON) favorecen la expresion
abundante de la proteina recombinante (Figura 1B).
Asimismo, se notdé que las bacterias transformadas que
no fueron tratadas con IPTG (células no inducidas),
expresaron la proteina 6xHisEGFP como se evidencia en
el ensayo de western blot (Figura 1C). La posible
explicacion para esta sefal es el proceso de
autoinduccion, en el cual la disminucion de glucosa en
el medio de cultivo durante incubaciones prolongadas
promueve la transcripcién del operdn lac a través de la
proteina reactiva C (CRP), en respuesta al incremento
de AMPc (Crowley et al.,, 2019). Este comportamiento
puede limitarse mediante el suplemento de glucosa en
el medio de induccién.

Otras posibilidades atribuyen la autoinduccion a
mutaciones puntuales del represor que disminuyen su
afinidad por la secuencia de ADN, o bien afectaciones
en el equilibrio conformacional del represor (Almond,
2014). Para los propositos de este acercamiento
metodolégico la autoinducciéon podria constituir una
estrategia para inducir la expresion en ausencia de
inductor reduciendo los costos de produccion. Sin
embargo, este fenémeno de autoinduccion no ocurre
en todos los casos, siendo uno de los factores
principales el volumen de cultivo: a escala piloto (10 mL,
Figura 1C) se evidencié autoinduccién, pero a mayor
volumen (500 mL, Figura 2) no se observa la proteina de
interés en las células no inducidas.

La proteina recombinante se encontré en la fraccién
soluble y en la insoluble, lo cual permitié desarrollar dos
estrategias para su purificacion (Figura 2). El protocolo
IMAC, empleando una resina de cobalto para la
purificacion de la proteina soluble, aprovechando la
presencia de la etiqueta 6xHis en el extremo amino
terminal, indicé un mayor grado de pureza en el eluido
1 (Figura 2) obtenido con buffer de elucién en presencia
de 75 mM de imidazol. En lavados previos, la
preparacion contenia impurezas (e.g. lavado 1 (Figura
2A)), por lo que se determiné que los eluidos 1 y 2
constituyen Optimas soluciones de la proteina soluble y
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Figura 4. Evaluacion de los anticuerpos abxHis-EGFP-IgY mediante ELISA. La proteina recombinante 6xHis-EGFP se emple6 como
antigeno y las IgY generadas durante la inmunizacién y purificadas por el método de precipitacion diferencial con PEG6000, se
utilizaron como anticuerpo primario (1:500). Anticuerpo secundario a-IgY-HRP (Sigma) (1:8000). El revelado se realizé empleando
2,2’ azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-dcido sulfénico) (ABTS, Sigma) y peroxido de hidrégeno. Primera fase: huevos recolectados
posterior a las primeras dos inmunizaciones. Segunda fase: huevos recolectados posterior a las dltimas dos inmunizaciones. Los
datos representan promedio + desviacién estindar (n = 2). El asterisco corresponde a una diferencia significativa entre las
absorbancias registradas en la primera fase y las registradas en la segunda. Las flechas negras corresponden a los dias en donde se
realizé la inmunizacion.
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Figura 5. Evaluacion de los anticuerpos abxHis-EGFP-IgY a partir de sueros mediante western blot. Se analizaron las 4 sangrias
colectadas durante la inmunizacién y el control no relacionado. (-): BSA (150ng); EGFP: 6xHisEGFP (250 ng). Anticuerpo primario:
sangrias colectadas (1:3000). Anticuerpo secundario: a-lgY acoplado a fosfatasa alcalina (1:10000). Control: cuarta sangria de
individuo inmunizado con PBS. Sangria preinmune: Sangria recolectada previa a la inmunizacién con 6xHisEGFP. La flecha verde
corresponde a la banda ~30 kDa de peso esperado para la proteina 6xHis-EGFP. Membranas de nitrocelulosa.
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Figura 6. Evaluacion comparativa de anticuerpos a6xHis-EGFP-IgY purificados por afinidad a partir de yemas y sueros mediante
western blot. Empleando los anticuerpos purificados, se evalué el reconocimiento de estos frente a la proteina recombinante y a
un control negativo (BSA). Anticuerpo primario a6xHis-EGFP-IgY purificado (1:3000, suero o yema) y anticuerpo secundario o-1gY
acoplado a fosfatasa alcalina (1:10000). M: Marcador de peso molecular en kDa. (-): BSA (150ng); EGFP: 6xHisEGFP (250ng). La
flecha verde corresponde a la banda ~30 kDa de peso esperado para la proteina 6xHis-EGFP. Membranas de nitrocelulosa.
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Figura 7. Evaluacion de la especificidad de los anticuerpos a6xHis-EGFP-IgY. Se empled la proteina recombinante 6xHis-RBD (control
de 6xHis). A. SDS-PAGE 12% donde se cargaron las 3 proteinas de prueba para el experimento de inmunodeteccién. Tincién con Azul
de Coomassie. B. Western blot empleando como anticuerpo primario 46xHis-EGFP-IgY purificado de sangria (1:3000) y como anticuer-
po secundario a-IgY acoplado a fosfatasa alcalina (1:10000). C. Western blot empleando como anticuerpo primario 46xHis-IgG comer-
cial (1:5000; Invitrogen) y como anticuerpo secundario a-Mouse acoplado a fosfatasa alcalina (1:10000; Sigma). M: Marcador de peso
molecular (Opti-Protein Express Marker, abm); (-): BSA, 150 ng; RBD: 6xHis-RBD (proteina recombinante purificada), 250 ng; EGFP:
6xHisEGFP, 250 ng. Membranas de PVDF.
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mayoritariamente purificada, con concentraciones de
0,29 y 0,1 pg/uL. Lo anterior, se confirmé mediante
western blot (Figura 2B).

Con respecto a la fraccion insoluble, se determiné que es
donde se ubica la mayor cantidad de proteina
recombinante. Si se considera el peso total de las bacterias
del cultivo inicial 500 mL (2.5 mg) y la masa obtenida de
proteina recombinante 6xHissEGFP desde cada proceso
de purificacion, (0.5 mg IMAC y 4.1 mg SDSPAGE
preparativo), podemos estimar que cerca del 89% se
acumulé como cuerpos de inclusion. La presencia
mayoritaria de los cuerpos de inclusién puede explicarse
por distintas razones. En primer lugar, la sobreexpresion
inducida con altas concentraciones de IPTG puede
generar  concentracion excesiva de la  proteina
recombinante, resultando en la agregacion de esta (Singh
et al., 2015). Aunque la GFP es una proteina altamente
soluble, el promotor T7 que regula el vector pET100, es un
promotor fuerte que generalmente se relaciona con la
formacién de cuerpos de inclusion. Esto constituye una
ventaja para la generacion de anticuerpos, dado que se
pueden emplear como antigeno.

En cuanto al rendimiento de purificacién, expresado en
mg de 6xHis-EGFP / g de bacteria, se obtuvo 0.20mg/g
para la purificacion desde la fraccién soluble y 1.64mg/g
para la purificacion desde la fraccion insoluble, siendo el
rendimiento total de la purificacion de 1.84 mg de 6xHis
-EGFP / g. En cuanto a los mg obtenidos de proteina
recombinante (4.6 mg), estos corresponden a los rangos
reportados (McRae et al., 2005).

La purificacion por SDS-PAGE preparativo a partir de los
cuerpos de inclusion permitié aislar la proteina 6xHis-
EGFP en concentracion 0.43 pg/uL desde la banda
media del gel. Las proteinas purificadas por IMAC y SDS
preparativo sirvieron para la generacion de anticuerpos
policlonales diversos, dirigidos tanto a epitopos
conformacionales como desnaturalizados, capaces de
reconocer la proteina nativa y desnaturalizada.

La cinética de produccion de los IgY se determind
mediante cuantificacién de la concentracion de IgYs
provenientes de la yema de huevo, en relacién con el
esquema de inmunizacion (Figura 4). Se observé un
ligero incremento de las inmunoglobulinas hacia las dos
dltimas  inoculaciones (segunda fase). Esto debido
posiblemente al reto y a la memoria inmunolégica
generada en la primera fase (primera y segunda
inmunizacion). Adicionalmente, algunas muestras como
el huevo 4 indicaron un comportamiento atipico propio
de la variabilidad intrinseca de los sistemas biolégicos.

La evaluacion mediante ELISA de los anticuerpos
especificos sobre la proteina recombinante 6xHis-EGFP,
indican que los mayores valores de absorbancia que se
registran dada la presencia de anticuerpos ab6xHis-EGFP-
IgY, corresponden a los huevos recolectados después de
la tercera y cuarta inoculacion. Esto se debe al desarrollo
de una respuesta inmune humoral en la primera fase de
inmunizacién (Mdller et al.,2015).

En los sueros evaluados mediante ensayos de
inmunodeteccion (Figura 6), se observo que las sangrias
recolectadas en las dltimas fases de la inoculacion
(sangrias 3 y 4) exhibieron una mayor sefal en el
western blot. Esto coincide con los resultados obtenidos
para los anticuerpos purificados a partir de las yemas de
huevo. En este punto, resulta importante aclarar que el
gran interés de obtener IgYs esta dado por la posibilidad
de purificarlas no sélo a partir del suero inmune de los
individuos, sino también desde las yemas de los huevos,
ya que es un proceso no invasivo y altamente eficiente.
Las IgY son el unico isotipo de anticuerpos transferidos
hacia los futuros embriones como mecanismo para
responder ante patégenos circundantes, ain sin haber
desarrollado su sistema inmune humoral, fenémeno
denominado inmunidad vitelina (Montini et al, 2018;
Criste et al, 2019). En complemento, los IgY son los
anticuerpos mas abundantes dentro de la galling,
constituyendo  aproximadamente  75% de los
anticuerpos totales, siendo equivalentes a los IgG de
mamiferos (Miller et al, 2015). Se ha explorado el
potencial de los anticuerpos de yema de huevo como
herramienta de diagnéstico de enfermedades aviares,
encontrandose que estos sirven para conocer el estado
inmunolégico de las aves, siendo equiparable a los
examenes realizados con anticuerpos de suero (Sa e
Silva & Swayne, 2012; Abdelwhab et al., 2016). No
obstante, también es posible realizar pruebas de
reconocimiento especifico (como western blot) a partir
de sangrias, sin la necesidad de purificar los anticuerpos
desde las yemas (Figura 4).

Es importante resaltar que los anticuerpos producidos
fueron especificos exclusivamente para la 6xHisEGFP y
no para otras proteinas con la misma etiqueta (Figura 7).
De acuerdo con estudios previos en modelos murinos,
se ha localizado una regién de la proteina hacia el
extremo C-terminal que presenta inmunogenicidad
(Gambotto et al., 2000). En complemento, se realizé un
analisis bioinformatico utilizando el servidor EllisPro para
identificar los posibles epitopos de la proteina
(Ponomarenko et al, 2008). De esta manera, se
encontraron 7 regiones peptidicas con potencial de
epitopos lineales diferentes a la etiqueta de histidinas.
Teniendo esto en cuenta, se puede evidenciar que los
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anticuerpos producidos reconocen estas regiones de la
6xHisEGFP en vez de su etiqueta en el N-terminal.

Comparando estos anticuerpos con aquellos obtenidos
en los modelos mamiferos, encontramos ventajas para
realizar estudios de diversa indole. En primer lugar, la
posibilidad de purificar estos anticuerpos desde las
yemas de los huevos constituye un método no invasivo
y ofrece una ventaja en cuanto a la cantidad de
anticuerpos producidos, siendo superior a aquella dada
en conejos (Sheng et al., 2015). Adicionalmente, el uso
de estos anticuerpos aviares ha abordado el desarrollo
de metodologias de diagnéstico y produccién de
alimentos funcionales, debido a su potencial
neutralizador. Aunque el mercado internacional ofrece
multitud de anticuerpos, los altos costos y los tiempos
de importacion constituyen una limitante. Es importante
desarrollar a nivel local la capacidad de generar
herramientas moleculares que ofrezcan una solucién a
los requerimientos locales y que puedan ser una
posibilidad innovadora y de apropiacién en Colombia.

CONCLUSION

Con el propésito de proyectar la academia en el sector
productivo y beneficiar a la comunidad cientifica
mediante la generacion de dos herramientas de amplia
utilidad, se obtuvo la proteina recombinante 6xHisEGFP
de forma nativa y desnaturalizada, mediante la
construccién de un vector recombinante de expresion
en E. coli, permitiendo la produccion de anticuerpos
policlonales especificos a6xHis-EGFP-IgY, empleando el
modelo aviar. Las  herramientas  moleculares
desarrolladas en el presente trabajo pueden ser
ampliamente utilizadas en investigacion y docencia, por
lo cual representan una apuesta a la busqueda de
insumos mas asequibles para los laboratorios a nivel
nacional.
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