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Introducción. La habilidad de los anticuerpos para 
complementar al antígeno ha sido explotada 
exitosamente para producir anticuerpos catalíticos. 
Debido a la actividad catalítica de estos anticuerpos, se 
les denomina abzimas. Los tiburones son los organismos 
más primitivos que poseen anticuerpos como parte de su 
sistema inmune, entre los que destacan las IgNAR (1). 
Las IgNAR poseen la particularidad de unirse al antígeno 
a través de solamente una región variable (1), son 
estables, solubles y presentan un CDR3 largo y variable 
(2). Por otro lado, la corismato mutasa es una enzima 
esencial para la producción de los aminoácidos 
aromáticos y solamente se encuentra en bacterias, algas, 
hongos y plantas. Se ha explorado la actividad corismato 
mutasa de anticuerpos (3), pero no se ha logrado superar 
la actividad de las enzimas naturales. 
 
Debido a las ventajas de las IgNAR, analizamos la 
actividad corismato mutasa de fragmentos vNAR de una 
biblioteca no inmune del tiburón Heterodontus francisci. 

 
Metodología. Reamplificamos una biblioteca de fagos 
que expresan vNAR(4). Seleccionamos fagos específicos 
usando como antígeno un análogo del estado de 
transición de la CM (TSA/CM)(4).Para hacer la 
bioselección usamos dos diluciones del antígeno: 
1:100(D100) y 1:500(D500). Extrajimos fagémidos 
pComb3x y expresamos las proteínas en dos cepas: 
TOP10F′ y Fa114. Construimos oligonucleótidos para 
subclonar en pTrc99a y posteriormente expresar en 
Fa114 (esta cepa es derivada de Fa113 y no produce 
corismato mutasa y prefenato deshidrogenasa). 
Realizamos ELISA para verificar la unión del antígeno y 
los vNAR que expresan nuestros clones. Transformamos 
en Fa114tyrA (produce prefenato deshidrogenasa) e 
hicimos complementación en medio mínimo para verificar 
actividad catalítica in vivo. Determinamos la actividad in 
vitro midiendo la desaparición del corismato a 275 nm. 
 
Resultados y discusión. Aislamos 92 clones positivos 
vNAR de las rondas 3 y 4 (R3 y R4).Tratamos de 
diferenciar los clones de la R4 mediante digestión con la 
enzima de restricción BstO I, pero los patrones de 
bandas eran iguales. Se analizaron las secuencias de 20 
clones de R4, y encontramos 6 clones diferentes. 
También analizamos las secuencias de 26 clones de R3, 
pero solo 8 clones presentan el inserto vNAR completo. 
Existe poca variabilidad en las secuencias de R4 
comparada con R3, especialmente en las clonas D100. 

El clon 011-R4 y el clon 042-2-R3 reconocen al antígeno 
más que al BSA en las pruebas de ELISA y degradan el 
corismato, pero al parecer su capacidad catalítica no es 
suficiente para complementar a las células Fa114tyrA. 

Cinética enzimática de extractos celulares de las clonas 011-R4 
y 042-2-R3, comparada con C+ y PBS1x. 

Conclusiones. Logramos seleccionar dos clones 
específicos contra el TSA/CM de una biblioteca no 
inmune del tiburón H. francisci y catalizan la reacción 
correspondiente corismato mutasa. 
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