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Resumen

De las 34,000 especies de arafas descritas hasta el momento, s6lo pocas son
consideradas como peligrosas para los humanos; tal es el caso de los géneros Latrodectus,
Loxosceles, Atrax, entre otros. Las arafias del género Loxosceles, mejor conocidas como
violinistas (por la silueta en forma de violin en la parte dorsal de su cefalotorax), son
capaces de producir un grado de envenenamiento severo conocido como loxoscelismo. La
relevancia de este género radica en su amplia distribucion, pudiéndose encontrar en casi
cualquier tipo de habitat. En México se estiman alrededor de 40 especies de Loxosceles, de
las 100 descritas a nivel mundial.

En los humanos el veneno de las arafias violinistas puede provocar dafios a nivel
cutaneo (lesiones necrdticas en la piel y tejido subcutaneo) o, en menor proporcion,
lesiones viscero-cutaneas (coagulacion intravascular diseminada y fallas renales).
Actualmente se sabe que el componente mayoritario del veneno de las violinistas es la
esfingomielinasa D (SMD), enzima responsable de desencadenar las reacciones que
conducen a las lesiones cutaneas y, posiblemente, a las viscero-cutaneas. Sin embargo, atin
falta identificar el sustrato sobre el cudl acttia la SMD in vivo.

Con el proposito de estudiar la posible interaccion SMD-células en el loxoscelismo,
se generd una proteina recombinante quimérica, rGFP-Lbl, correspondiente a la SMD
isoforma 1 de L. boneti (Lbl) fusionada a un marcador fluorescente tipo GFP (green
fluorescent protein). Dicha quimera pudiera ser una valiosa herramienta para estudios
histopatologicos del loxoscelismo. Por lo cual, en el presente trabajo se evalud la expresion,
purificacion y caracterizacion de la quimera rGFP-Lbl.

La proteina rGFP-Lb1, cuyo extremo N-terminal incluye una serie de 6 histidinas,
fue expresada en E. coli y purificada por cromatografia de afinidad a niquel. El analisis de
las fracciones cromatograficas mostro la co-purificacion de dos proteinas: una de 57 kDa
que corresponde al tamafo esperado para la quimera rGFP-Lbl y otra de 29 kDa. Una
segunda etapa de purificacion por FPLC de intercambio anidnico permitio la separacion de
las proteinas. Los analisis por espectrofotometria y espectrofluorimetria demostraron que
ambas proteinas presentan propiedades semejantes a las de la proteina rGFP utilizada en
este estudio. Sin embargo, s6lo la proteina de 57 kDa (rGFP-Lb1) present6 una actividad de

SMD, estequiométricamente comparable a la de la proteina recombinante de la isoforma 1



de L. boneti (rLbIN). De igual manera, rGFP-Lb1, tiene la misma capacidad, en términos
estequiométricos que rLb1N para causar dermonecrosis en conejos y letalidad en raton.
Cabe mencionar que la toxina quimérica presenta una gran desventaja en cuanto a
su estabilidad, ya que si bien no pierde su actividad enzimadtica, la proteina tiende a
degradarse dependiendo de los lotes. Esto ha frenado la evaluacion del potencial de rGFP-
Lbl en estudios histopatologicos del loxoscelismo. En efecto, se realizaron experimentos
preliminares, en los cuales células en cultivo fueron incubadas en presencia de la toxina
quimérica. La asociacion de la rGFP-Lb1 a las células se valord por analisis de microscopia
confocal o epifluorescente, respaldados con ensayos de Western blot. Los resultados
obtenidos en esta etapa no han sido satisfactorios ni reproducibles. Su interpretacion es
mas complicada, especialmente cuando es dificil evaluar los niveles de degradacion de
rGFP-Lbl en presencia de células en cultivo. Por lo anterior, estos resultados no fueron

incluidos en este manuscrito.



Capitulo 1. Introduccion

1.1 ;Qué son las arafias?

Las arafias, los escorpiones, las garrapatas y los dacaros son artropodos
pertenecientes a la clase Arachnida; se pueden encontrar en casi cualquier habitat del
mundo, desde los acuaticos hasta los terrestres. Forman una de las clases mas numerosas
del reino animal con alrededor de 60,000 especies; 34,000 de las cuales constituyen al
orden Araneae, conformado por las arafas [1, 2]. Todas las arafias son venenosas, pero solo
pocas pueden causar un envenenamiento severo en los humanos y animales; tal es el caso
de los géneros Latrodectus, Loxosceles, Atrax, Phoneutria y Lycosa. Los géneros
Latrodectus y Loxosceles ocupan los primeros lugares en cuanto a nimero de accidentes y
peligrosidad a nivel mundial [3].

Las arafias no son agresivas de forma natural pero atacan cuando se sienten
agredidas o cuando necesitan alimentarse. Las arafias son carnivoras y se alimentan de
presas vivas, principalmente de insectos. Una vez que capturan la presa, le inyectan veneno
y enzimas digestivas a través de sus colmillos. El veneno le causa paralisis a la presa y las
enzimas empiezan su digestion [2].

La mordedura de las arafias grandes (como las tarantulas) en los humanos puede ser
dolorosa, a diferencia de las ocasionadas por arafias pequeias, cuya mordedura no logra
atravesar la piel de los humanos. Sin embargo, son las especies pequefias las consideradas
como peligrosas para el humano, ya que su veneno es capaz de actuar sobre la dermis o las
terminales nerviosas, produciendo lesiones necréticas, dolor intenso, entre otras

complicaciones.

1.1.1 Morfologia

Morfologicamente el cuerpo de las arafias esta dividido en dos partes principales,
una porcion anterior llamada prosoma o cefalotéorax y una porcidon posterior, conocida
como opistosoma o abdomen, tal como se ilustra en la Figura 1 [1, 4]. Ambas partes se

unen por una cintura estrecha denominada pedicelo, la cual brinda flexibilidad a las arafas



para hacer uso de la seda secretada por las hileras [2, 5]. Las hileras o hilanderas son
apéndices posteriores localizadas en el abdomen de las araias y estan unidas a una glandula
productora de seda [2].

Algunas de las funciones del cefalotérax son la locomocion, la alimentaciéon y la
integracion de los nervios. Mientras que el abdomen realiza las funciones vegetativas como
la digestion, la circulacion, la respiracion, la reproduccion, la produccion de seda y la
excrecion (principalmente de cristales de guanina) [1]. Cada arafia presenta en el
cefalotorax cuatro pares de patas locomotoras, un par de queliceros, dos pedipalpos vy,
generalmente, cuatro pares de ojos simples denominados ocelos (aunque algunas arafias
pueden contar solamente con tres pares) [1, 2]. Los queliceros son colmillos modificados
asociados a las glandulas de veneno; mientras que los pedipalpos son modificaciones de
patas a palpos, los cuales funcionan como apéndices sensoriales para romper y masticar a
las presas. Los ocelos son capaces de detectar la luz, sin llegar a formar imagenes [2]. En
las arafias cazadoras los ocelos tienden a ser de mayor tamafio, a diferencia de las que tejen

telarafias elaboradas cuyos ocelos son de menor tamaio.
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Figura 1. Morfologia de las arafias. a) vista dorsal y b) vista ventral.

Tomado de Quintana y Patifio, 2002 [6].



1.1.2 Taxonomia

Al igual que los insectos, las arafias pertenecen al phylum Arthropoda. Los insectos
estan incluidos en el subphylum Urinamia, mientras que las arafas pertenecen al
subphylum Chelicerata [7]. A continuacién se muestra la clasificacion taxonémica de las

arafias de acuerdo a Quintana, J. C. y Patifio, R. O. publicada en el 2002 [6]:

Reino: Animalia
Phylum: Arthropoda
Subphylum: Chelicerata
Clase: Arachnida
Orden: Araneae
Suborden: Mesothelae
Suborden: Labidognatha

Infraorden: Araneomorphae
Suborden: Orthoghnatha
Infraorden: Mygalomorphae

El orden Araneae se divide en tres subordenes. El suborden Mesothelae representa a
las arafias mas antiguas filogenéticamente y una de sus principales caracteristicas es su
abdomen claramente segmentado [1]; la Unica familia en este suborden es Liphistiidae,
propia del sudeste asiatico [8].

El suborden Labidognatha, infraorden Araneomorphae, incluye mas del 90% de
todas las especies descritas y son consideradas como las arafias verdaderas. Este suborden
incluye a los géneros considerados como los de mayor relevancia médica [1]. Sus
queliceros se encuentran en el extremo anterior del cefalotérax y al morder a la presa se
mueven horizontalmente como un par de tenazas (Figra 2a). Su glandula venenosa se
localiza entre el cefalotorax y el quelicero [1]. De las 100 familias de arafias conocidas, 90
pertenecen al infraorden Araneomorphae [4], entre las que se incluyen la familia Sicariidae,

Theridiidae y Salticidae.



En el suborden Orthoghnatha, infraorden Mygalomorphae, se encuentran las arafias
conocidas como tarantulas. A diferencia de las arafias verdaderas, las tarantulas clavan sus
queliceros verticalmente sobre la presa con un movimiento antero-posterior (Figura 2b);
ademas de que sus glandulas de veneno se encuentra totalmente en los queliceros [1,7].

Las dos familias que representan este suborden son: Theraphosidae y Ctenizidae [8].

Figura 2. Morfologia de los queliceros. Caracteristicas fisicas y el movimiento de los queliceros
de los subdrdenes Labidognatha (a) y Orthoghnatha (b). Tomado de Foelix, 1996 [1].

1.2 Género Loxosceles

La palabra Loxosceles proviene del griego Aofoc: curvas y kehoo: patas; dicho
término se le dio a este género por el aspecto curvo de las patas que tienen estas arafias [3].
El género Loxosceles, perteneciente a la familia Sicariidae (Labidognatha: Araneomorphe),
incluye las especies de arafias conocidas con diferentes nombres, tales como: araias
marron, del rincon o violinistas [5]. El nombre de violinistas se les ha dado por la silueta en
forma de violin localizada en la parte dorsal de su cefalotérax. Mientras que, el nombre de
arafias del rincon les fue asignado porque es muy comun encontrarlas detras de los
muebles, entre la ropa y en los lugares oscuros de las viviendas.

La longitud corporal de estas arafias varia entre 8 y 13 milimetros; sin embargo, el
hecho de que sus patas sean largas y delgadas implica que la longitud total de la arana
pueda alcanzar hasta cuatro centimetros [5]. Estas arafias cuentan con seis 0jos, dispuestos
en tres diadas. Su coloracion es generalmente marrén (Figura 3), aunque pueden tener

tonalidades desde caf¢ hasta amarillo palido [5, 8].



Figura 3. Loxosceles boneti Guerrero, México. Fotografia Alejandro Alagon.

Las arafias del género Loxosceles tienen un habitat principalmente rural pero han
logrado adaptarse a la vida urbana. Se les puede hallar bajo piedras, hojarasca, en el interior
y exterior de las casas o edificios, etc., particularmente en lugares oscuros. En condiciones
de hébitat adecuado estas arafias son capaces de colonizar nuevos sitios, siendo

transportadas pasivamente en bultos u objetos acarreados por el mismo ser humano [9].

1.2.1 Distribucion

Las arafias Loxosceles tienen una distribucion cosmopolita, habitan principalmente
las zonas templadas y tropicales de América, Oceania, Asia, Africa y Europa [5, 10].
Actualmente se han descrito 100 especies de Loxosceles alrededor del mundo, 50 de las
cuales se distribuyen en América. En México, se han reportado 39 especies distribuidas a lo
largo del pais [3, 4], siendo L. boneti una de las mas abundantes en el centro y suroeste del
pais [4].

En Argentina, el género se encuentra representado principalmente por L. laeta,
aunque también se ha reportado la presencia de L. hirsuta en Buenos Aires [3]. En Brasil,
las especies predominantes de Loxosceles son L. gaucho, L. laeta y L. intermedia. Mientras
que en Chile y Perti puede encontrarse principalmente a L. /aeta, aunque esta especie

también se ha encontrado en Australia, Finlandia, Rusia, Estados Unidos y la costa del



Mediterraneo [5]. Por su parte L. rufescens esta ampliamente distribuida en varias partes
del mundo como: Estados Unidos, Europa y Africa. Esta especie ha sido introducida

accidentalmente en Australia, ver Figura 4 [5].

NS N

L. reclusa
'L. rufescens
|

L.boneti

A

Figura 4. Mapa de distribucion del género Loxosceles. Se muestran 13 de las 100 especies

de Loxosceles identificadas a nivel mundial. Modificado de Hogan, ef al., 2004 [5].

1.2.2 Epidemiologia

El loxoscelismo tiene relevancia médica por la cantidad de accidentes anuales
reportados a nivel mundial. En el 2001 se reportaron 10,000 casos de mordeduras de arafias
en Estados Unidos, de los cuales 2,566 fueron provocados por arafias del género Loxosceles
[5]. En este pais los envenenamientos ocurren generalmente en la region sureste, en
Tennessee, Arkansas, Missouri y Kansas, siendo L. reclusa y L. laeta las especies
responsables de la mayoria de las mordeduras [5]. En Brasil, durante el 2002, se reportaron
3,453 casos de mordeduras de Loxosceles, siendo L. gaucho y L. intermedia las especies

con mayor incidencia [12].




En Chile y Pert, los casos que se presentan estan asociados principalmente a L.
laeta [12]. En Argentina, el loxoscelismo (generalmente provocado por L. laeta y L.
intermedia) representa el 4% del total de accidentes provocados por animales venenosos,
ocupando el segundo lugar de incidentes causados por arafias [3, 12].

En el caso de México los estudios epidemioldgicos del loxoscelismo son muy
recientes y reportan que la mayoria de los envenenamientos son causados por L. bonetiy L.
deserta en el centro y norte del pais, respectivamente [12]. En el 2000, se reportaron 3,545
casos de envenenamiento por araias del género Loxosceles; sin embargo, no se reportd

ningun fallecimiento [4].

1.2.3 Loxoscelismo

La relevancia de este género de arafias es, principalmente, de tipo clinico, ya que su
mordedura es capaz de provocar un envenenamiento tan severo en los humanos que puede
culminar en la muerte [3]. Los accidentes producidos por aranas Loxosceles pueden ser de
diagnostico dificil dado que en ocasiones la arafia o su mordedura pasan inadvertidas; la
aparicion de sintomas no es inmediata y algunos de los mismos son inespecificos [3].

El primer caso documentado de envenenamiento por mordedura de Loxosceles se
reportd en 1879 en Tennessee, donde el paciente desarroll6 fiebre, ictericia y hematuria [5].
50 afios mas tarde, en Chile, se describieron por primera vez las lesiones necroticas
causadas en la piel por la mordedura de arafias Loxosceles. Estos datos fueron seguidos por
reportes de casos en Brasil y Estados Unidos [5].

El loxoscelismo es la condicidn clinica causada por el envenenamiento de las arafas
Loxosceles [10]. La mordedura de una Loxosceles puede provocar lesiones dermonecroticas
(loxoscelismo cutaneo), y en algunos casos se pueden presentar lesiones viscero-cutaneas

graves que pueden desencadenar en coma y muerte (loxoscelismo viscero-cutaneo).

Loxoscelismo cutaneo
Es la manifestacion mas frecuente (85-97% de los casos reportados) de
envenenamiento por mordedura de arafas Loxosceles [6]. Si bien, la mordedura

normalmente pasa desapercibida, en algunos casos y pocas horas después del accidente, el



paciente comienza a sentir dolor, siendo en ocasiones muy intenso. En torno al area de la
mordedura se produce un edema severo y eritema. Entre 12 a 48 horas después aparece una
ampolla rodeada de una zona endurecida. La zona afectada cambia de color, pasa del rojo al
negro. En dias subsecuentes, la zona dermonecrética es muy evidente y puede variar de dos
a treinta centimetros de diametro. Siete dias después de la mordedura aparece una costra y
bajo ésta hay un area de ulceracion. El proceso de regeneracion y cicatrizacion del tejido
dafiado es muy lento, pudiendo tomar entre 4 a 8 semanas [3, 6]. Para el tratamiento de la
lesion se puede requerir, en algunos casos, injertos de piel.

La histologia de la lesion confirma el edema y reporta acumulacion de células
inflamatorias, vasodilatacion, coagulacion intravascular, hemorragia, adelgazamiento y
degeneracion del endotelio vascular, desorganizacion y destruccion de las fibras de la
matriz extracelular. Todos estos fendémenos contribuyen a la produccion de la necrosis

tisular [3, 6, 11].

Loxoscelismo viscero-cutaneo

Este grado de envenenamiento es una forma de loxoscelismo poco comun, que
representa entre el 2-15% de los casos [3]. Los signos sistémicos se observan en las
primeras 24 horas y se deben principalmente a las alteraciones hematologicas (coagulacion
intravascular diseminada, desfibrinacion, anemia e ictericia) y fallas renales
(hemoglobinuria e insuficiencia renal aguda), que pueden conducir a la muerte del paciente
[6].

Estudios de biopsias renales han mostrado que al inocular el veneno en ratones,
ocurren alteraciones tales como: elevados niveles de urea en sangre, presencia de eritrocitos
en el espacio de Bowman, colapso glomerular, edema intersticial, deposicion de material

eosinofilico en el lumen del tubulo, entre otros; ver Figura 5 [13].
1.3 El veneno de las araias del género Loxosceles
Las glandulas productoras de veneno son de secrecion apdcrina, disgregables y

producen muy poco veneno, en comparacion con otras araias. Se sabe que por estimulacion
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eléctrica (1.5 V) se produce alrededor de 100 pg de veneno por araia [6], en un volumen de

0.15-0.45 ul [3].

1.3.1 Mecanismos propuestos de accion del veneno

Uno de los mecanismos de accion del veneno de Loxosceles, propuesto por Hogan y
colaboradores en 2004, sostiene que las lesiones dermonecroéticas resultan del efecto de la
interaccion inicial del veneno con el tejido. Esto lleva a reacciones como: activacion del
complemento, migracion de neutréfilos polimoérficos, liberacion de enzimas proteoliticas,
liberacion de citocinas y quimiocinas, agregacion de plaquetas y alteraciones en los flujos
sanguineo y linfatico resultando en edema e isquemia, con desarrollo de necrosis como se

indica en la Figura 5 [5].

LOXOSCELES VENOM

sphingomyelinase, proteases, peptidases,

spreading factors, other enzymatic and \
)\ \<‘ toxic components \ ~ /\, Venom components

I attacks kidney cells
Platelet aggregation F— Antlvenom ‘h9r3PY° - Erythrocyles ,
Activation of the clotting system \ /
Cells’ release of cytokines Complement
activation Hemolysis
Affect cell components, Y
degrades extracellular matrix )
Propagates the lesion Chemotaxis \
‘ (gravitational spread) Hydration
Neutrophils \ ‘
Microthrombi (Enzyme release
membrane damage)
v RENAL
FAILURE
Inflammatory and
immune reaction , ;5 ~ .
b %30,; - Hydration
9 P - -
Ischemia /
v Rhabdomyolysis

DERMONECROTIC LESION /
Site of inflammation, tissue damage

and immune reaction

Figura 5. Propuestas de mecanismos de accién del veneno de Loxosceles en humano, con opciones

de tratamiento. Tomado de Hogan, et al., 2004 [5].
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Investigaciones con eritrocitos incubados en presencia de SMD muestran induccion
de la activacion de metaloproteinasas unidas a la membrana [14]. Ademas SMD aumenta la
susceptibilidad de activacion de la ruta alternativa del complemento (C), ya que las
metaloproteinasas inducen el corte de glicoporinas (importantes reguladores para la
activacion de C), ver Figura 5. La activacion de la ruta clasica de C en los eritrocitos, por la
accion de SMD, induce la pérdida de la asimetria de la membrana, lo que contribuye a la
inducciéon de hemolisis [14]. Otros estudios muestran que SMD activa las células

polimorfonucleares y a las plaquetas; ver Figura 5 [5].

1.3.2 Componentes del veneno

El veneno de las arafias Loxosceles esta formado por tres grupos de proteinas: las de
bajo peso molecular (5 a 10 kDa), las proteinas dermonecroticas (30 a 40 kDa) y las
metaloproteasas, proteinas de alto peso molecular (60 a 90 kDa) [1]. Entre los componentes
de bajo peso molecular identificados en el veneno de las Loxosceles figuran: histaminas,
poliaminas (espermina), serotonina y acido gama aminobutirico. Mientras que los de mayor
peso molecular incluyen a las enzimas esterasas, hialuronidasas, fosfatasa alcalina,
fosfohidrolasa, esfingomielinasa D, ribonuleasa y desoxiribonucleasa [5, 12]. Algunas de
estas toxinas proteicas han sido descritas biologica y bioquimicamente.

A continuacion se resumen algunas caracteristicas asociadas a algunos de los

componentes del veneno:

Componentes enzimaticos

1. Esfingomielinasa D. Es el principal componente proteico del veneno y el
responsable de causar dermonecrosis en los humanos [12].

2. Proteasas. Se considera que hidrolizan proteinas de la matriz extracelular [15]. El
veneno de L. intermedia contiene dos metaloproteasas, la loxolisina A (con
actividad fibrinogenolitica y fibronectinolitica) y la loxolisina B (con actividad
gelatinolitica) [12].

3. Hialuronidasas. Se considera que actian como agentes de dispersion del veneno,

pues degradan la estructura de la matriz extracelular [15].
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Componentes no proteicos
1. Las histaminas (amina biogénica), en general, funcionan como vasodilatadores [16].
Sin embargo, en el caso de las histaminas de algunos vertebrados e invertebrados
son potentes antagonistas de receptores de glutamato y, si bien no son consideradas
toxinas, pueden producir dolor intenso al ser inoculadas en mamiferos [12].
2. Las poliaminas pueden metabolizarse a perdxido de hidrégeno, amonio y acroleina,
productos toxicos para la célula, actuando como toxinas urémicas que conducen a

fallas renales [17].

1.3.3 Esfingomielinasa D

La esfingomielinasa D (SMD), el componente proteico mayoritario del veneno de
Loxosceles, es una enzima con un peso molecular de 30 a 33 kDa. Existen varias isoformas
de esfingomielinasas D, dependiendo de la especie de Loxosceles. En el caso particular del
veneno de L. boneti, se han descrito tres isoformas, siendo dos de ellas enzimaticamente
activas [19]. Esta enzima es responsable de desencadenar diferentes mecanismos que
conducen a las respuestas inflamatorias y lesiones necroéticas, entre otras [15]. La actividad
de SMD no es exclusiva de las arafias del género Loxosceles; también es producida como
exotoxina por los patdgenos Corynebacterium pseudotuberculosis, Corynebacterium
ulcerans y Arcanobacterium haemolyticum. Tanto la SMD de Loxosceles como la de C.
pseudotuberculosis producen efectos como: agregacion plaquetaria, hiper-permeabilidad
endotelial, hemolisis dependiente del Complemento y reclutamiento de neutroéfilos [18].

La SMD hidroliza esfingolipidos tales como esfingomielina y lisofosfatidilcolina
[15, 20]. La esfingomielina se localiza en la parte exterior de la membrana plasmatica de
células como eritrocitos y células del epitelio vascular [20]. Se sabe que la SMD actua
sobre el enlace fosfoéster de la esfingomielina, liberando una molécula de fosfoceramida y

otra de colina, ver Figura 6a [12, 21].
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Esfingomielinasa D

R f o
HsC —(CH2)12 —C =C — IC - Cll —CHz2 —O—I —E O- CHz2—-CHz—N*— CHs
OH N-H O ™ CHs
O= |C A"
Fosfoceramida R1 Enlace fosfoéster Colina

b)

Esfingomielinasa D

R,~—C—O—CH;iCH—CH;—O—PT0—CH; CH,— N+< CHa
o CHs

OH Oy

Acido lisofosfatidico Enlace fosfoéster Colina

Figura 6. Mecanismo de accion de la esfingomielinasa D. La flecha indica el sitio de corte
de la enzima en cada uno de los sustratos: esfingomielina (a) y lisofosfatidilcolina (b). R,
acilo sustituyente variable. Figuras modificadas a partir de Ramos-Cerrillo, 2002 [12] (a)) ¥
de Ramos-Cerrillo, 2005 [4] (b)).

Por otro lado se ha demostrado que la esfingomielinasa D posee actividad de liso-
fosfolipasa D, es decir, puede hidrolizar a la lisofosfatidilcolina. La hidrdlisis enzimatica de
la lisofosfatidilcolina produce la liberacion de la cabeza polar (colina) de este fosfolipido,
generando acido lisofosfatidico; ver Figura 6b [4, 20]. Entre las propiedades del acido
lisofosfatidico reportadas en la literatura se puede mencionar que promueve la infiltracion
de neutrofilos, la agregacion plaquetaria, una disfuncion de la barrera endotelial e induce
respuestas pro-inflamatorias [20].

Para efectos de identificar los mecanismos que producen las lesiones
dermonecroticas, es necesario conocer el o los sustratos que utiliza la SMD en el sitio de la
mordedura, siendo la lisofosfatidilcolina y la esfingomielina dos de los posibles candidatos.
Esto permitira aclarar cuales son los procesos que conllevan a las lesiones cutaneas y

posiblemente a las viscero-cutaneas.
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1.4 Toxina recombinante de L. boneti

Si bien la SMD es la proteina mas abundante en el veneno (lo que facilita su
purificacion), el paso verdaderamente limitante en la obtencion de esta enzima pura se
refiere a la cantidad de veneno disponible. En la préctica, la toxina se purifica a partir del
extracto de glandulas, o bien por estimulacion eléctrica. Esto implica que se debe contar
con una gran cantidad de especimenes. Es por ello que se ha recurrido a las técnicas de
expresion de proteinas recombinantes. A continuacion se describe, a grandes rasgos, la
estrategia seguida por el grupo del Dr. Alagon para purificar la SMD a partir del extracto
glandular, clonar el cDNA que codifica para esta toxina, asi como para expresar y purificar

la toxina recombinante SMD isoforma 1 de L. boneti (rLbIN).

1.4.1 Purificacion de la esfingomielinasa D de L. boneti

Partiendo del extracto de 500 glandulas de L. boneti, se realiz6 una purificacion por
cromatografia de exclusion molecular en gel a cuyas fracciones les fue medida la DO a 260
y 280 nm (Figura 7). Se obtuvieron cuatro picos (pico I, II, IIl y IV; Figura 7a), cuyos
componentes se analizaron por SDS-PAGE (Figura 7b). El pico I (carril 2) estaba
enriquecido con hemocianina, mientras que el pico II (carril 3) contenia una proteina de
~32 kDa. Los picos [T y IV (carriles 4 y 5, respectivamente) no contenian proteinas de alto
peso molecular. Solo la mezcla de las fracciones que conforman el pico II presento
actividad SMD, ver Figura 7b [12, 19], por lo que los componentes del pico II fueron
resueltos por cromatografia de intercambio cationico en sistema FPLC, obteniéndose tres
picos correspondientes a las isoformas Lbl, Lb2 y Lb3 de la SMD, respectivamente
(recuadro Figura 7a y Figura 7c). Las isoformas Lbl y Lb2 presentaron actividad SMD, no
siendo asi para el caso de la isoforma 3 [19].

Finalmente pruebas de dermonecrosis en conejo y letalidad en raton revelaron que

la SMD conserva las propiedades biologicas asociadas a la patologia del veneno.
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Figura 7. Analisis del veneno de L. boneti. a) Absorbancia a 260 y 280 nm de las fracciones
obtenidas por cromatografia de exclusion molecular en gel indicando la resolucion de cuatro picos
principales (I, II, IIT y IV). Recuadro superior, cromatograma (FPLC) de las fracciones que
conforman el pico II indicando las tres isoformas de SMD (1,2 y 3, respectivamente). b) Analisis por
SDS-PAGE de los picos I, II, IIT y IV (carriles 2 a 5, respectivamente); carril 6, extracto glandular
de veneno de L. boneti; carril 1, marcador de peso molecular. ¢c) Analisis por SDS-PAGE de las tres
isoformas de SMD (Lbl, Lb2 y Lb3, respectivamente). Esta Figura ilustra versiones modificadas de
la Figura 1 de Ramos-Cerrillo, et al., 2004 [19] (a) y ¢)) y de la Figura 10 de Ramos-Cerrillo, 2002

[12] (b)).

1.4.2 Expresion y purificacion de la toxina recombinante de L. boneti

A partir de RNA de glandulas de L. boneti y oligonucle6dtidos degenerados basados
en la secuencia N-terminal de Lbl, en el laboratorio del Dr. Alagon se logrd clonar el
cDNA que codifica para la isoforma Lbl activa. Con apoyo de técnicas de biologia
molecular se expresod el cDNA de Lbl, produciendo una proteina recombinante, soluble y
activa, con una serie de 6 histidinas (Hisex) en el extremo amino terminal, rLb1N [19].
Pruebas de actividad de SMD, de dermonecrosis en conejos y de letalidad en raton,
mostraron que la toxina recombinante contaba con actividades enzimadtica y bioldgica

similares a las de la enzima contenida en el veneno [4].
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1.5 Caracteristicas de la proteina verde fluorescente (GFP)

La proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein), fue descubierta durante
el estudio de la bioluminiscencia en la medusa Aequorea victoria, al mismo tiempo que se
descubrié a su proteina acompafiante, aequorina, una proteina quimioluminiscente. La
emision de la luz azul lleva a aequorina a excitar a la GFP [22].

La GFP es una proteina pequefia de 28 kDa cuya estructura terciaria, semejante a un
barril (TIM barrel), esta formada por 11 hojas B ligeramente torcidas alrededor de una o
hélice, la cual recorre el eje del cilindro. Dicha estructura es conocida como “B-can” y se
ilustra en Figura 8 [23]. La fluorescencia de GFP es causada por la ciclizacion de tres
aminodcidos: serina 65, tirosina 66 y glicina 67. La GFP silvestre excita a 395y 470 nm y
emite a un maximo de 509 nm [22].

Debido a su baja toxicidad celular y a no requerir de sustratos o anticuerpos
especificos para su deteccion, la GFP ha sido utilizada como un marcador celular, como un
gen reportero, como un indicador de la expresion génica, entre otros [24].

En esta tesis se utilizo la version red-shifted de GFP (rsGFP; AFP-Tag  Quantum,
una mutante comercial de GFP), la cual tiene s6lo un méximo de excitacion a 473 nm y un
maximo de emision a 509 nm [25]. Para facilitar su purificacion, esta version de GFP se
expresd como proteina recombinante marcada con una extension de histidinas (Hisgy) en su
extremo N-terminal. La nomenclatura utilizada en este manuscrito para referirse a esta

proteina fue rGFP.

Figura 8. Estructura terciaria de GFP. En verde se muestra la estructura 3-can de la GFP y en azul se indican
los aminoacidos implicados en la ciclizacion para formar el croméforo [26].
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Capitulo 2. Antecedentes

Con el objeto de contar con una herramienta util en la caracterizacion de la actividad
biologica in vivo de la SMD de Loxosceles, se construyd un cDNA hibrido que codifica
para una proteina quimera rGFP-Lbl, cuyo extremo N-terminal incluye una serie de 6
histidinas (Hisex). El vector de expresion utilizado fue pQE30, de la serie
QlAexpressionist™ (QIAGEN), de donde la construccion obtenida se define como pQE30-
GFP-Lbl1 ver seccion Anexos I. La Figura 9 ilustra la estructura primaria, asi como la masa
molecular y el punto isoeléctrico (pl) tedricos de la proteina quimera. Como referencia, se
indican los datos correspondientes a tGFP y rLb1N, ambas, también con una etiqueta Hiseyx
en el extremo N-terminal.

Como se puede observar, la proteina quimera cuenta con aproximadamente el doble
de masa molecular (~60 kDa), respecto a rLbIN (~32 kDa) y rGFP (~28 kDa). Por ello,
podemos considerar que 2 pg de rGFP-Lbl equivalen estequiométricamente a ~1 ug de

rLbIN o de rGFP (Figura 9).

Hisgy
N— GFP (241 aa’s) Lbl (278aa’s) - C
532 aas (MW ~59,400.86; pl=5.84)
Hisg, Hisgy
N— GFP (239aa’s) —C N LbIN (279aa’s) " C
251 aa’s (MW ~30,000; pl=6.21) " 291 aa’s (MW ~32,400; pl=5.98)

Figura 9. Esquema de la estructura primaria de las proteinas rGFP-Lbl, rGFP y rLbIN.
Los valores de masa molecular y pl teéricos de cada proteina se mencionan bajo la

estructura primaria correspondiente [28].

El ensayo preliminar de la expresion en E. coli BL21 (DE3) transformada con pQE30-GFP-
Lbl1 y su analisis por cromatografia de afinidad a niquel (Ni-NTA), mostrd la produccion y
enriquecimiento de dos proteinas que co-eluian con 100 mM imidazol: una de ~60 kDa, del

tamafio esperado para la quimera rGFP-Lb1 y otra de ~27 kDa, que pudiera corresponder a
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un producto de degradacion de la quimera, o bien, a un problema de traduccion generando
una version truncada de la quimera. Las fracciones de co-elucion presentaron actividad de

esfingomielinasa D y una intensidad de color verde caracteristico de GFP.
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Capitulo 3. Justificacion y Objetivos

3.1 Justificacion

Si bien es claro que la SMD es la responsable de desencadenar las reacciones que
conducen a lesiones de loxoscelismo cutdneo y viscero-cutdneo, falta identificar las
estructuras celulares y tisulares blanco de la accion de esta enzima en la piel. Un marcador
fluorescente asociado a una SMD recombinante (rGFP-Lbl) pudiera ser una herramienta

valiosa en el estudio de la histopatologia del loxoscelismo.

3.2 Objetivos

1.2.1 General

Producir y caracterizar la quimera rGFP-Lb1 en funcion de sus actividades de SMD,

fluorescencia, dermonecrosis en conejo y letalidad en raton.

1.2.2 Particulares

e Definir un protocolo de purificacion de la quimera rGFP-Lbl.
e Evaluar su actividad de SMD vy sus propiedades de fluorescencia.

e Evaluar su actividad dermonecrética en conejo y de letalidad en raton.
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Capitulo 4. Estrategia experimental

Expresion de rGFP-Lb1l en E. coli, cepa
BL21 (DE3) clona pQE30-GFP-Lbl
(induccién con IPTG)

l

Purificacién por
cromatografia de afinidad a NiINTA

l

Analisis por SDS-PAGE

l

Purificacién de rGFP-Lb1 por
FPLC (monoQ)

l

Andlisis por SDS-PAGE

VRN

Espectrofotometria 'y Medicion de la actividad
espectrofluorescencia enzimatica SMD
Letalidad en ratones Dermonecrosis en conejos
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Capitulo 5. Materiales y métodos

5.1 Materiales

5.1.1 Soluciones y buffers generales

Los reactivos fueron adquiridos a través de los representantes comerciales de las casas
Sigma, JT Baker, Research Organics, Aldrich Chemical Co. Inc, Bio-Rad, Merck,
Novagen, Quiagen y Kodak.

— HCI IN. Disolver 0.862 ml de HCI concentrado (11.6 N) en agua destilada y llevar
a volumen final de 10 ml.

— NaOH 10 M. Disolver 4 g de NaOH en agua destilada y llevar a un volumen final
de 10 ml.

— EDTA disodico 0.5 M, pH 8.0. Disolver 18.612 g de Na,EDTA '2H,O y llevar a 75
ml con agua destilada. Ajustar el pH con NaOH 10 N. Aforar a 100 ml con agua
destilada.

— Etanol 30%. Diluir 150 ml de etanol en agua destilada y llevar a un volumen final
de 500 ml.

— Tris-HCI 1M, pH 7.5. Disolver 121.14 g de Tris-base en 800 ml de agua destilada.
Ajustar el pH con HCI concentrado y aforar a un litro.

— NaCl 5M. Disolver 146.1 g de NaCl en agua destilada y aforar a 500 ml.

— MgCl; 100 mM. Disolver 0.203 g de MgCl, en agua destilada y aforar a 10 ml.

— PBS 1X (NaCl 137 mM, KCI 2.6 mM, Na,HPO4 10 mM y KH,PO4 1.76 mM).
Disolver 80 g de NaCl, 2 g de KCl, 14.4 g de Na,HPOj4 anhidro y 2.4 g de KH,PO4
anhidro en 800 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 7.2 con NaOH 10 N y aforar a
un litro.

— IPGT 1M. Disolver 2.38 g de IPTG en 10 ml de H,O tetradestilada estéril. Preparar

alicuotas de 50 pl y guardarlas a —20 °C.
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5.1.2 Buffers para cromatografia en sistema FPLC

5.1.3

Fosfatos de sodio 20 mM, pH 7.5 (NaH,PO4 y Na,HPO, 20 mM, pH 7.5). Disolver
0.519 g de NaH,PO4 - H,O y 4.352 g de Na,HPO, * 7H,O en 800 ml de agua
destilada. Ajustar el pH con HCI 1 N y aforar a un litro.

Fosfatos de sodio 20 mM-NaCl 2M, pH 7.5 (NaH,PO4 20 mM, Na,HPO4 20 mM,
NaCl 2 M, pH 7.5). Disolver 0.2595 g de NaH,PO, ' H,O, 2.176 g de Na,HPOy4 -
7TH,Oy 58.44 g de NaCl en 400 ml con agua destilada y ajustar el pH con 1N HCI.
Aforar a 500 ml.

Soluciones para la purificacion por cromatografia de afinidad a

niquel (Ni-NTA)

Mezcla de BugBuster. Disolver 4 ml de solucion BugBuster® Protein Extraction
Reagent (Novagen), 0.2 ul de rLysozyme™ Solution (30 KU/ul; Novagen) y 4 ul de
Benzonase® Nuclease (25 U/ul; Novagen).

PBS 1X-25 mM imidazol. Disolver 125 ul de imidazol 10 M en 50 ml (volumen
final) de PBS 1X.

PBS 1X-100 mM imidazol. Disolver 500 pl de imidazol 10 M en 50 ml de PBS 1X
Glicerol 30%, acido acético 0.2 M. Mezclar 2.28 ml de 4acido acético glacial y 60 ml

de glicerol. Aforar a 200 ml con agua destilada.

5.1.4 Soluciones para electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)

Solucién de acrilamida (acrilamida 30%, bis-acrilamida 0.8%). Disolver 49.5 g de
acrilamida y 1.32 g de bis-acrilamida en un volumen final de 165 ml de agua
destilada.

Buffer separador (Tris-base 1.5 M, SDS 0.4%). Disolver 18.17g de Tris-base en 50
ml de agua destilada y adicionar 2 ml de SDS al 20%. Ajustar el pH a 8.8 con HCI

concentrado. Aforar a 100 ml con agua destilada.
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Buffer concentrador (Tris-base 0.5 M, SDS 0.4%). Disolver 6.06 g de Tris-base en
50 ml de agua destilada y adicionar 2 ml de SDS al 20%. Ajustar el pH a 6.8 con
HCI concentrado. Aforar a 100 ml.

Buffer de corrida 10 X (Tris-base 0.25 M, glicina 0.19 M, SDS 0.1%, pH 8.6).
Disolver 15.2 g de Tris-base y 72.1 g de glicina en 300 ml de agua destilada, y
adicionar 25 ml de SDS al 20%. Ajustar el pH a 8.6 con NaOH 10 N. Aforar a 500
ml.

Buffer desnaturalizante 5X (glicerol 25%, SDS 6.25%, Tris-HCI 125 mM, pH 6.8,
2-B mercaptoetanol 12.5%, azul de bromofenol 0.005%). Disolver 2.5 ml de glicerol
3.125 ml de SDS al 20%, 1.25 ml de Tris-HCl 1M, pH 6.8, 1.25 ml de 2-B
mercaptoetanol y 0.5 ml de azul de bromofenol al 1%. Aforar a 10 ml con agua
destilada.

Persulfato de amonio 10% (APS). Disolver 0.1g de APS en 1 ml de agua destilada.
Solucién de tincion (isopropanol 50%, acido acético 10%, azul de Coomassie G250
0.2%). Disolver 1g de azul de Coomassie G250 en 250 ml de isopropanol, agregar

50 ml de acido acético glaciar y aforar a 500 ml con agua destilada.

Soluciéon de destefiido (isopropanol 10%, acido acético 10%). Disolver 400 ml de

agua destilada, 50 ml de isopropanol y 50 ml de acido acético

5.1.5 Soluciones para medir la actividad de SMD

Buffer de reaccion 1X (Tris-HC1 0.1 M, pH 7.5, MgCl, 5 mM). Disolver 1.5 ml de
Tris-HCI 1 M, pH 7.5 en 750 ul de MgCl, 100 mM, ver el inciso 5.1.1. Aforar a 15
ml con agua destilada. Almacenar a 4 °C.

Buffer de reaccion 5X (Tris-HCI 0.5 M, pH 7.5, MgCl, 50 mM). Diluir 7.5 ml de
Tris-HC1 1M, pH 7.5, en 7.5 ml de MgCl, 100 mM. Aforar a 15 ml (volumen final)
de agua destilada. Almacenar a 4 °C.

Triton X-100 al 2%. Diluir 1 ml de Triton X-100, al 20% en 9 ml de agua
destilada. Mantener a 4 °C.
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Esfingomielina (SM 5 mM). Diluir 60 ul de la solucion de esfingomielina 100 mM
en etanol (incluida en el Amplex™ Red Sphingomyelinase Assay Kit; Molecular
Probes) en 1.14 ml de Triton™ X-100 al 2%. Guardar a —20 °C.

Amplex Red (ADPH 10 mM). Disolver un vial de Amplex Red (0.26 mg), en 100
ul de DMSO anhidro. Ambas soluciones incluidas en el Amplex™ Red
Sphingomyelinase Assay Kit de Molecular Probes. Guardar en alicuotas de 100 ul a
20 °C y proteger de la luz.

Peroxidasa de rabano (HRP, 200 U/ml). Disolver el vial de HRP (200 U; Amplex™
Red Sphingomyelinase Assay Kit, Molecular Probes) en 1 ml de buffer de reaccion
1X. Hacer alicuotas de 20 ul y guardarlas a —20 °C.

Colina oxidasa (ChOx, 20 U/ml). Disolver el vial de ChOx (12 U; Amplex™ Red
Sphingomyelinase Assay Kit, Molecular Probes) en 0.6 ml de buffer de reaccion
1X. Hacer alicuotas de 20 ul y guardarlas a —20 °C.

Mezcla de reaccion 2X (100 mM Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM MgCl,, SM 0.5 mM,
ChOx 0.2 U/ml, HRP 2 U/ml, ADHP 0.1 mM). Para 2 ml mezclar 1340 pul de agua
destilada, 400 pl de buffer de reaccion 5X, 200 ul de SM 5 mM, 20 pl de ChOx a
20 U/ml, 20 ul de HRP 200 U/ml, y 20 ul de ADPH 10 mM. El ADPH se agrega

hasta el momento en el que se va a utilizar esta solucion.

5.1.6 Vector de expresion, clonas, cepas bacterianas y medio de cultivo

pQE30 (QIAexpressionist™; Qiagen). Vector de expresion de proteinas
recombinantes en E. coli. El cassette de expresion estd bajo control del promotor y
el operador /ac, inducible con IPTG. Los sitios de clonacion se encuentran en fase y
rio arriba de seis codones de histidina, favoreciendo la expresion de la proteina
recombinante con una serie de 6 histidinas (Hisgx) en el extremo amino terminal. La
serie Hisgx facilita la purificacion de la proteina recombinante mediante una

estrategia de cromatografia de afinidad a niquel (Ni-NTA agarose; Invitrogen™

Qiagen).
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Clona pQE30-GFP. Esta clona permite expresar la proteina recombinante GFP
(version rsGFP, AFP-Tag ; ver Anexo I) con una serie de Hisex en el extremo
amino terminal. Por razones de orden practico en este trabajo utilizaremos la
nomenclatura rGFP para referirnos a esta proteina.

Clona pQE30-GFP-Lbl. Esta clona permite la expresion de una proteina
recombinante tipo rGFP-Lb1 con una serie de Hisgx en su extremo amino, es decir,
una quimera en la que sucesivamente se fusionan Hisegx, GFP y Lbl (ver Anexo I).
Clona pQE30-Lbl. Esta clona dirige la expresion de la toxina rLbIN. La expresion
de esta clona permite producir la proteina rHisex-Lb1N (o simplemente rLb1N), la
cual tiene actividades de SMD, dermonecrotica y letal en conejos y ratones,
comparables a los de la SMD isoforma 1 de L. boneti [4, 19].

E. coli XL1Blue (Stratagene). Es una cepa excelente para una rapida y estable
clonacién de un inserto en un plasmido. Por otro lado permite la identificacion de
las colonias que portan el pldsmido con el inserto. Las colonias positivas no se
tornan azules en presencia del sustrato cromogénico X-gal.

E. coli BL21 (DE3) (Stratagene). Esta cepa es deficiente en las proteasas ompT y
lon, periplasmica y citoplasmica, respectivamente. Lo anterior, en principio, facilita
la expresion y purificacion de proteinas solubles.

Clona en E. coli. Cepa de E. coli transformada con la construccion de la serie
pQE30 correspondiente y crio-preservada a —70 °C en medio LB-ampicilina con
glicerol al 15%.

Medio de cultivo Luria-Bertani (LB). Medio utilizado para el cultivo de cepas de E
coli. Para 2 litros, pesar 10 g de extracto de levadura, 20 g de bacto-tripona, 20 g de
cloruro de sodio y aforar a 2 litros con agua destilada. Esterilizar por 20 minutos a
121 °C en autoclave.

Medio de cultivo LB-ampicilina. Medio LB con 100 pg/ml de ampicilina.
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5.1.7 Animales utilizados

Se utilizaron ratones de la cepa BALB/c de 18 a 20 g, proporcionados por el
Bioterio del Instituto de Biotecnologia de la UNAM o comprados a la compaifiia
Harlan, México.

Se utilizaron conejos de la cepa New Zeland White de 3 a 5 kg proporcionados por

el Bioterio del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

5.2 Metodologias

5.2.1 Induccion de la expresion de proteinas recombinantes

Inocular 50 ml de medio LB-ampicilina con una asada de la clona en E coli
correspondiente y dejar creciendo por 12 h a 35 °C con agitacion constante.
Transferir 10 ml de este cultivo a 1litro de medio LB-ampicilina e incubar a 32 °C
con agitaciéon constante hasta alcanzar una DOgynm de 0.6 unidades
(aproximadamente 3-4 h).

Inducir la expresion de la proteina recombinante correspondiente en presencia de
0.1 mM IPTG durante 16 h a 20 °C con agitacion constante.

Centrifugar a 5,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C en un rotor JA-14 (Beckman),
desechar el sobrenadante y purificar la proteina de interés a partir del paquete

celular.

5.2.2 Purificacion por cromatografia de afinidad a niquel

El método de cromatografia de afinidad esta basado en la propiedad de union no

covalente (afinidad) de una molécula (ligada a un soporte tipo cromatografia, Ni-NTA) a

otra molécula distinta (ligando o proteina con etiqueta Hisgx). La capacidad de union

disminuye en presencia de otra molécula competidora del ligando (elucidon con imidazol).

Para la purificacion por afinidad a Ni se realizaron los siguientes pasos:
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Resuspender el paquete celular obtenido (inciso 5.2.1) con la mezcla de BugBuster
(inciso 5.1.3) a una relacion de 1 ml por cada 100 ml de cultivo. Agitar la mezcla en
un Nutator por 20 minutos a temperatura ambiente para facilitar la degradacion
enzimatica del DNA y de la pared celular bacterianos, lo cual se refleja en la
disminucion de la viscosidad de la mezcla.

Centrifugar el homogenado a 15,000 rpm por 10 minutos a 4 °C utilizando el rotor
JA-20 (Beckman). Pasar el sobrenadante obtenido (clarificado) por una columna de
Ni-NTA (1 ml) pre-equilibrada con PBS 1X.

Lavar la columna con 10 ml de PBS 1X.

Eluir sucesivamente con 10 ml de PBS 1X en presencia de 25 (10 ml), 100 (5 ml) y
250 (5 ml) mM imidazol dependiendo de la afinidad de las proteinas a niquel,
colectandose fracciones de 500 pl.

Para regenerar la columna, pasar 5 ml de PBS-250 mM imidazol, seguidos de 10 ml
de PBS 1X y 10 ml de glicerol 30% -acido acético 0.2 M y finalmente guardarla a 4
°C.

5.2.3 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La electroforesis es un método de separacion de macromoléculas (proteinas y acidos

nucleicos) en el cual las moléculas se ordenan en funcidon de su carga eléctrica, tamafo y

estructura al ser sometidas a un campo eléctrico [27].

Los geles para resolver proteinas realizados a lo largo de este trabajo se prepararon

a una concentracion de poliacrilamida al 12.5% (gel separador) y al 4% (gel concentrador).

A continuacion se describe el proceso para la elaboracion de los geles asi como las

condiciones de corrida electroforética:

Gel separador. Mezclar suavemente 1.5 ml de buffer separador, 2.5 ml de solucién
de acrilamida, 2 ml de agua destilada, 5 ul de TEMED y 20 ul de APS al 10%. Se
vierte la mezcla entre dos placas de vidrio del sistema de electroforesis vertical

(Mini Protean®3 Cell, Bio-Rad) y se agrega, suavemente, un poco de agua destilada

27



para evitar la formacion de un menisco en el gel. A continuacion se deja polimerizar
a temperatura ambiente.

e  Gel concentrador. Mezclar 0.63 ml de buffer concentrador, 0.33 ml de solucion de
acrilamida, 1.54 ml de agua destilada, 12.5 ul de APS al 10% y 2.5 ul de TEMED.
Se retira el agua depositada sobre el gel separador ya polimerizado y se agrega la
mezcla para el gel concentrador. Colocar el peine adecuado al nimero de pozos
deseados y dejar polimerizar.

e Desnaturalizacion de las muestras. En un tubo eppedorf, mezclar 20 ul de la muestra
y 5 ul de buffer desnaturalizante 5X (inciso 5.1.4). Desnaturalizar la muestra a 100
°C durante 5 minutos y centrifugar durante 2 minutos a 14 krpm.

e Condiciones de electroforesis (voltaje constante). Agregar 16 pl de la muestra
desnaturalizada por pozo y migrar (utilizando el buffer de corrida) a 50 V hasta que
el colorante de referencia (azul de bromofenol) haya atravesado el gel concentrador.
Posteriormente, aumentar el voltaje a 150 V y continuar la corrida electroforética
hasta que el azul de bromofenol llegue a ~0.5 cm del extremo inferior del gel
separador.

¢ Tincioén de proteinas con azul de Coomassie. Una vez concluida la electroforesis,
desmontar el gel y sumergirlo en solucion de tincion (inciso 5.1.4) durante ~4 h con
agitacion constante a temperatura ambiente. Pasar el gel a la solucion de destefiido

(inciso 5.1.4) durante ~10 h

5.2.4 Dialisis

La dialisis es una técnica que tiene como objeto intercambiar/eliminar (por difusion)
moléculas entre dos soluciones distintas. El criterio a considerar es el tamafo de las
moléculas que pueden atravesar una membrana, es decir, el “cut-off” de la membrana. En
este trabajo se utiliz6 una membrana de la casa comercial Sigma, con un “cut-off” de
12,000, por lo que tiene la capacidad de retener proteinas de peso molecular de 12,000 o

mayores.
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e C(Centrifugar las muestras durante 2 minutos a 14,000 rpm. Estimar el volumen del
sobrenadante y su absorbancia a 280 nm como una aproximacion de la
concentracion de proteina presente en cada muestra a dializar.

e Dializar las muestras a temperatura ambiente por 1 hora contra PBS 1X y/o buffer

fosfatos de sodio 20 mM, pH 7.5 (ver inciso 5.1.2), segun el caso.

5.2.5 Purificacion de proteinas por cromatografia de intercambio

anionico (FPLC)

La cromatografia de intercambio i6nico esta basada en la atraccidon entre iones del
soluto y puntos cargados que existen en la fase estacionaria. En el caso de intercambiadores
anionicos con grupos cargados positivamente en la fase estacionaria atraen aniones del
soluto. Los intercambiadores catidonicos contienen puntos cargados negativamente que
atraen cationes del soluto. La velocidad de migracion del electrolito a través de la columna
esta en funcion de su capacidad de ionizacion, de la concentracion de otros iones en la
solucion y de su afinidad relativa por las cargas de las resinas [27].

A pH por arriba de su pl, las proteinas tienen carga negativa, mientras que a pH
inferior al pl, la carga sera positiva. En el primer caso se debe utilizar una columna cuya
resina posea cargas positivas (Mono Q), mientras que para el segundo caso, una proteina
con cargas positivas requerira de resina con cargas negativas (Mono S).

Para efectos de este trabajo se utilizé el equipo de FPLC Biothech (Pump-500;
Pharmacia LKB), el graficador utilizado fue Linear 1200 y la columna Mono Q® HR 5/5 (1
ml; 5 cm de altura x 0.5 cm de diametro) con una capacidad de pegado de 10 mg/ml. La
resina contiene como intercambiadores de carga positiva (intercambio anidnico) aminas
cuaternarias.

El flujo utilizado en las corridas fue de 1 ml/min y el buffer de la fase movil (A) fue
fosfato de sodio 20 mM, pH 7.5, mientras que el buffer de elucion (B) fue fosfatos de sodio
20 mM-NaCl 2M, pH 7.5 (inciso 5.1.2), ambos filtrados a través de una membrana de 0.22

pum (Pall Corporation). El procedimiento general se describe a continuacion:
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Equilibrar la columna con el buffer A.
Purgar las mangueras para eliminar las posibles burbujas.
Antes de ser aplicada a la columna, centrifugar la muestra por 2 minutos a 14,000

rpm.

Definir las condiciones cromatograficas introduciendo el siguiente método:

Tiempo (minutos) Caracteristica

0.00 Valve.Pos 1.1
0.00 Conc %B 0.0
0.00 ml/min 1.00
0.00 Valve.Pos 1.2
5.00 Valve.Pos 1.1
10.00 Conc %B 0.0
50.00 Conc %B 30.0
55.00 Conc %B 100
60.00 Conc %B 0.0
75.00 Conc %B 0.0

Encender la lampara UV e indicar la sensibilidad a utilizar. En este caso la
sensibilidad del diodo a 280 nm fue de 0.2 UA y el gradiente i6nico (0-2M NaCl) en
el cual se colectaron las fracciones fue de 0 a 0.6 M de NaCl a lo largo de 40
minutos.

Después de establecer la linea basal del graficador se carga la muestra utilizando el
”loop” adecuado.

Iniciar el método cromatografico y colectar las fracciones de acuerdo al
cromatograma.

Una vez terminado el método, las bombas y la columna se lavan con agua y
posteriormente con etanol al 30 %.

Las fracciones verdes obtenidas se analizaron por SDS-PAGE al 12.5% y, aquéllas
con el peso esperado se mezclaron y dializaron contra fosfatos de sodio 20 mM, pH

7.5 (tres cambios de una hora cada uno a temperatura ambiente), ver el inciso 5.1.2.
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5.2.6 Determinacion de la concentracion de proteinas (método Micro

BCA, Pierce)

El Micro BCA Protein Assay Reagent Kit® Pierce, es un método
espectrofotométrico para la determinacion de la concentracion de proteina en una solucion
acuosa. El método consiste en combinar la reacciéon de Biuret (una proteina que al
reaccionar con Cu”” en medio alcalino produce Cu'") con una segunda reaccion, en la que
se desarrolla un color purpura (con un maximo de absorbancia a 562 nm) como resultado
de la interaccién de dos moléculas de BCA (acido bicinconinico) con un ién Cu™".

e Previo a la cuantificacion por BCA, estimar la concentraciéon de las muestras
problema por absorbancia a 280 nm. Diluir las muestras de acuerdo al rango de
sensibilidad del método (5 a 80 pg/ml).

e Preparar el reactivo BCA en el momento de la cuantificacion mezclando las
siguientes soluciones (incluidas en el kit comercial) en el orden y proporciones
indicados:

C=40ul (2 % del volumen final)
B=960ul (48 % del volumen final)
A =1000pul (50 % del volumen final)

e En una placa de 96 pozos (tipo ELISA), colocar 100 pl por pozo de proteina
problema, de BSA o de blanco de reaccion. Utilizando PBS 1X como buffer para
diluir las proteinas.

¢ Anadir 100 pl de reactivo BCA a cada pozo e incubar la placa a 37 °C por 2 horas.

e Obtener las lecturas de absorbancia en el lector de placas tipo ELISA (Tecan,
SUNRISE) utilizando un filtro de 570 nm.

e Obtener la grafica y los valores de regresion lineal de la curva estandar con el
programa KaleidaGraph™ version 3.0 y, calcular la concentraciéon de proteinas

problema con apoyo del programa Microsoft Excel version 10.0.
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5.2.7 Determinacion de la actividad de esfingomielinasa D

En nuestro laboratorio, la determinacion de la actividad de esfingomielinasa D se basa
en el ensayo comercial (o kit) Amplex™ Red Sphingomyelinase Assay Kit; Molecular
Probes. Es un método colorimétrico que permite el monitoreo indirecto de la actividad
esfingomielinasa en un formato de microplaca. Como se ilustra en la Figura 10, el método
se basa en reacciones enzimadticas acopladas en cadena que generan como producto final
una molécula de resorufina por cada molécula de esfingomielina. Dado que la SMD, objeto
de este estudio, genera fosfoceramida y colina a partir de esfingomielina, el protocolo del
ensayo comercial ha sido modificado. Es decir, se omite el paso de reaccion con fosfatasa
alcalina para directamente cuantificar la colina producida por la SMD (Figura 10). La
resorufina es un compuesto colorido y presenta un maximo de absorbancia a una longitud

de onda ~570 nm con un coeficiente de extincién molar (g) de 54,000 M cm™.
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Figura 10. Procedimiento para determinar la actividad de esfingomielinasa basado en el ensayo

comercial (o kit) Amplex™ Red Sphingomyelinase Assay Kit; Molecular Probes.
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El protocolo para la determinacion de la actividad de esfingomielinasa D, descrito por

Olguin-Pérez, 2006 [29], se resume como sigue:

e Colocar en una microplaca Costar de 96 pozos concentraciones seriadas de una
proteina problema (partiendo de 2 pg/ml a 32.5 ng/ml), llevdndola a un volumen
final de 100 pl por pozo (inciso 5.1.5).

e Preincubar la placa durante 30 minutos a temperatura ambiente y en presencia de
MgCl,, incluido en el buffer de reaccion 1X.

e Adicionar 100 pl por pozo de la mezcla de reaccion 2X (inciso 5.1.5), mezclando
suavemente y evitando generar burbujas.

¢ Inmediatamente después tomar lecturas cada 10 minutos en un periodo de 0 a 60
minutos en el lector de placas Tecan, SUNRISE, utilizando el filtro de 570 nmy, el
programa Magellant 4.

e Obtener la velocidad de la reaccion (regresion lineal) con el programa GraphPad
Prism (version 4.0), graficando el tiempo contra absorbancia.

e Con ayuda del programa GraphPad Prism (versién 4.0), determinar el punto de
saturacion de la proteina graficando el tiempo (minutos) contra la pendiente

(velocidad de reaccion).

5.2.8 Espectrofotometria

La espectrofotometria es la medida de la absorcion de luz por una muestra a una o
mas longitudes de onda. Cada compuesto tiene un espectro de absorbancia caracteristico.
En este trabajo se realizd un analisis espectrofotométrico en un rango de longitud de onda
de 240 a 600 nm, utilizando un espectrofotometro Beckman DU 650i. Las absorbancias

obtenidas fueron graficadas con apoyo del programa KaleidaGraph version 3.0.

5.2.9 Espectrofluorimetria

Muchos compuestos absorben luz de una cierta longitud de onda e inmediatamente

reemiten algo de su energia en forma de luz fluorescente de una longitud de onda mayor.
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Este fenomeno, conocido como fluorescencia, es sumamente selectivo, ya que un
compuesto dado se excitara a ciertas longitudes de onda y fluorescera (emitird) a longitudes
de onda mayores. En otras palabras, los compuestos fluorescentes tienen espectros de
excitacion y de emision caracteristicos.

Los espectros de fluorescencia reportados en este trabajo fueron obtenidos
utilizando el equipo AB2 Luminescence Spectrometer, SIM-AMINCO Spectronic
Instruments, Inc. Amnico Bowman Series 2, (laboratorio del Dr. Mario Soberon). Los

valores obtenidos fueron graficados con apoyo del programa KaleidaGraph version 3.0.

5.2.10 Determinacion de la dosis letal media (DLs,) en raton

La DLsy se define como la cantidad de toxina capaz de matar al 50% de una
poblacion de animales experimentales. Para determinar la DLsy se administraron
intraperitonealmente diferentes cantidades de proteina diluidas en 500 pl de NaCl 0.9%) a
grupos de 4 ratones BALB/c (18-20 g). La lectura de mortalidad se tomo a las 72 h post-
inoculacion. Los datos se procesaron con apoyo del programa GraphPad Prism version 2
(Sofware, Inc., San Diego, CA). El punto de inflexién se calculd ajustando los datos
experimentales por regresion no-lineal de las curvas sigmoides, determinando asi la DLsy,

la cual se expresa como pg por raton.
5.2.11 Dermonecrosis en conejos

Para determinar la actividad dermonecrotica de la quimera se inyectaron,
intradérmicamente, diferentes cantidades de proteina (diluidas en 200 pul de NaCl 0.9%) en

el dorso de conejos, previamente rasurados. La evolucion de la dermonecrosis se registro a

las 24, 48 y 72 h post-inyeccion.
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Capitulo 6. Resultados y Discusion

6.1 Purificacion de proteinas recombinantes (~27 y ~60 kDa) por
cromatografia de afinidad a Ni-NTA

Como punto de partida del presente trabajo, se prepar6é un extracto total de E. coli
BL21 (DE3) clona pQE30-GFP-Lb1 (inciso 5.1.6) y sus componentes fueron separados por
cromatografia de afinidad a niquel. La elucién se realizo en presencia de 25, 100 y 250 mM
imidazol, sucesivamente. Posteriormente, las fracciones colectadas fueron analizadas por
electroforesis (SDS-PAGE 12.5%). La Figura 11 muestra los resultados obtenidos.

Las fracciones generadas en presencia de 25 y 100 mM imidazol presentaban un color
verde caracteristico de la proteina GFP, mientras que las fracciones eluidas con 250 mM
imidazol fueron incoloras. Las fracciones eluidas en 25 mM imidazol contenian varias
proteinas, presentes a baja concentracion. Entre ellas, una de ~27 kDa y otra de ~60 kDa
que, tedricamente, podrian corresponder a la rGFP y a la quimera rGFP-Lbl,
respectivamente (Figura 11a). En el caso de las fracciones eluidas en presencia de 100 mM
imidazol, se observaron dos proteinas mayoritarias de ~27 y ~60 kDa, respectivamente,
muy abundantes en las fracciones 15-19 (Figura 11b). En tanto que las fracciones
correspondientes a la elucion con 250 mM de imidazol, aparentemente, no contenian
proteina. Estos resultados son similares a los encontrados en un estudio preliminar (ver

seccion Antecedentes).
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Figura 11. Analisis electroforético en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) de las fracciones
obtenidas por cromatografia de afinidad a niquel. a) Efluente o proteinas no retenidas en la
columna; Fracc. 3 y 6, fracciones colectadas durante el lavado de la columna con PBS; Fracc. 9-
12, fracciones generadas en presencia de 25 mM imidazol. b) Fracc. 14-21, fracciones generadas
en presencia de 100 mM imidazol. MWM, marcador de peso molecular. Los asteriscos y flechas

indican la posicion a la cual migran las proteinas de ~27 y ~60 kDa, respectivamente.

6.2 Cromatografia de intercambio ionico (FPLC)

Con el objeto de resolver las proteinas de ~27 y ~60 kDa co-eluidas con 25 y 100
mM imidazol, se establecié un protocolo de dialisis para eliminar el imidazol y cambiar el
buffer de las proteinas a fosfatos 20 mM y pH 7.5, seguido de una purificacion de las
proteinas por cromatografia de intercambio i6nico en el sistema FPLC utilizando una
columna mono Q (intercambio anidnico). Se realizaron dos ensayos de cromatografia
independientes, pero utilizando las mismas condiciones de corrida. En ambos, los
resultados mostraron la separacion de las proteinas en dos picos principales: el pico [ y II
(Figura 12). Las fracciones de ambos picos conservaron el color verde caracteristico de
GFP, ya observado anteriormente en la cromatografia de afinidad a Ni-NTA.

El primer ensayo se realizd a partir de la mezcla de las fracciones eluidas con
imidazol a 25 mM imidazol. El andlisis por SDS-PAGE confirm¢é la resolucion de las

proteinas y permitié determinar por migracion relativa la masa de cada una de éstas. El
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primer pico (I) contenia una proteina de 29 kDa (antes ~27 kDa), mientras que el segundo
pico (II) presentd una proteina de 57 kDa (antes ~60 kDa). Si bien la concentracion de
proteina en ambos picos era baja, el rendimiento obtenido era proporcional a la abundancia
relativa de estas proteinas en la muestra de partida (Figura 11a y Tabla 1), e insuficiente
para los fines de este proyecto. Razon por la cual estos resultados no se ilustran en el

presente trabajo.

Tabla 1. Rendimiento en la purificacion de las proteinas de 29 y 57 kDa

Purificacion por NINTA Purificacion por FPLC %
Mezcla de 29 y 57 kDa recuperacion
Lote| Muestra 29 kDa 57 kDa (proteina 57
Rendimiento Rendimiento Rendimiento | kDa por It de
pg/ml | (mgprot/lt | pg/ml | (mgprot/lt | pg/ml | (mg prot/lt cultivo)
cultivo) cultivo) cultivo)
P BAmM e 00| 1116 7.82 0.14 27.96 0.86 7.69
imidazol
1 .IOQ mM 2350.00 3.90 173.00 1.05 44 .40 0.68 17.49
imidazol
g | 100mM g6, 6o 2.11 117.40 0.53 73.47 0.34 16.32
imidazol
g | 100mMg0, 001 479 ND ND 34220 121 25.35
imidazol
4 | 100mMis6000 816 ND ND 24253 2.01 24.65
imidazol
s | 100mM g0 60 2.12 ND ND 115.00]  0.53 25.08
imidazol

(1) resina NiNTA utilizada en varias corridas, es decir, que fue perdiendo su capacidad de pegado
(2) resina nueva

ND no determinado

El segundo ensayo correspondid a la separacion de las proteinas contenidas en la
mezcla de elucion en presencia de 100 mM imidazol (Figura 11b, fracciones 15-19). En el
cromatograma se observo que el pico I, correspondiente a las fracciones 10-15, eluy6 entre
120-170 mM NacCl y estaba compuesto por la proteina de 29 kDa (Figura 12a y 12b). El
pico II, fracciones 18 a la 22, contenia la proteina de 57 kDa y eluy6 entre 200-260 mM
NaCl (Figuras 12ay 12c).
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Figura 12. Analisis por intercambio anionico (FPLC) de la mezcla con las proteinas de 29 y 57

kDa obtenidas por Ni-NTA. a) Cromatograma representativo de la separacion en columna Mono

Q de las proteinas presentes en la mezcla eluida con 100 mM imidazol. Los picos I y II estan

sefialados con una barra horizontal. El gradiente de elucion correspondioé de 0 a 600 mM de 2M

NaCl en un tiempo de 40 minutos. La sensibilidad utilizada para medir la absorbancia a 280 nm

fue de 0.2 UA. Las fracciones colectadas estan indicadas sobre el perfil de absorbancia,

delimitadas (linea roja) y numeradas como corresponde (1-27). La muestra cargada en la corrida

aqui ilustrada, corresponde a la mezcla de las fracciones 15-19 descritas en la Figura 11b. b) y ¢)

Andlisis electroforético (SDS-PAGE) de las fracciones colectadas durante la cromatografia en

FPLC: fracciones 10-17 (b) y fracciones 18-25 (c). MWM, marcador de peso molecular. La

flecha y el asterisco indican la posicion a la cual migran las proteinas de 29 y 57 kDa,

respectivamente.
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Cabe hacer notar que las fracciones 16 y 17 (~1 ml cada una), contenian tanto la
proteina de 29 como la de 57 kDa (Figura 12b). Esto sugiere que el punto isoeléctrico (pl)
de la proteina 29 kDa es muy cercano al pl de la de 57 kDa. En este sentido, resulta

pertinente mencionar, que el pl tedrico (calculado usando el algoritmo de la pagina web
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http://www.scripps.edu/cgi-bin/cdputnam/protcalc3) de la quimera rGFP-Lbl es de 5.84
(ver Figura 9), mientras que los calculados para rLb1N y rGFP corresponden a 5.98 y 6.13,
respectivamente (Figura 9). Una segunda observacion concierne a las fracciones 23-25, las
cuales contienen una proteina ligeramente menor a la de 29 kDa y, en mucho menor
proporcidn, la de 57 kDa (Figura 12¢). Una posible explicacion se refiere a que la proteina
de 57 kDa pudiera estar hidrolizdndose, generando una proteina de 29 kDa coincidente al
peso estimado de la proteina rGFP y otra con un peso ligeramente inferior que
corresponderia al fragmento Lb1 (Figura 9).

Los resultados obtenidos aplicando este protocolo de purificacion en dos etapas de
cromatografia de afinidad a Ni-NTA y FPLC de intercambio catidnico fueron
reproducibles. El rendimiento obtenido con este protocolo fue satisfactorio y se fue
mejorando conforme se fue repitiendo (Tabla 1), segun los requerimientos de material en

las subsecuentes etapas de caracterizacion descritas en el presente manuscrito.

6.3 Evaluacion de la actividad de esfingomielinasa D (SMD) de las
proteinas de 29 y 57 kDa

En nuestro laboratorio, la determinaciéon de la actividad de esfingomielinasa D
(SMD) se realiza utilizando 100 ng de la toxina rLbIN (32 kDa, Olvera, ef al., 2006) [30].
Asi, en una primera evaluacion de la actividad SMD de las proteinas de 29 y 57 kDa se
utilizaron 100 y 200 ng de proteina, respectivamente; es decir, en relacion estequiométrica

1:1 respecto a rLbIN (Figura 9).
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Figura 13. Andlisis preliminar de actividad enzimatica de las proteinas de 29 y 57 kDa. a)
Evaluacion de la actividad SMD de las proteinas de 57 (200 ng) y 29 kDa (100 ng). Como
control positivo se utilizo la toxina rLb1N (100 ng). b) Comparacion entre la migracion de rGFP
(carril 2) y la mezcla de las proteinas de 29 kDa y 57 kDa eludias con 100 mM imidazol y

dializadas contra buffer fosfatos 20 mM, pH 7.5 (carril 3). Marcador de peso molecular, carril 1.

El ensayo mostré que la proteina de 57 kDa contiene actividad enzimatica de SMD
(Figura 13), lo que apoya el planteamiento de que la proteina de 57 kDa corresponde a la
quimera rGFP-Lb1, por lo que en lo sucesivo solo se utilizard esta nomenclatura. Mientras
que la proteina de 29 kDa resulto sin actividad de SMD, razon por la cual esta proteina no
se incluyd en experimentos posteriores de caracterizacion (Figura 13).

Cabe destacar que la proteina de 29 kDa, purificada por Ni-NTA, dializada contra
buffer fosfatos 20 mM, pH 7.5, migra en una posicion similar a la de rGFP (31 kDa); ver

Figura 13b.
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6.4. Caracterizacion de la proteina quimera rGFP-Lb1 (57 kDa)

El disefio de la proteina quimera rGFP-Lbl postula que ésta conservaria tanto la
propiedad de fluorescencia tipica de la proteina rGFP como las actividades bioldgicas
propias de la toxina rLb1N (agente causante de dermonecrosis y de letalidad en raton). A

continuacion se describen los resultados obtenidos.

6.4.1 Espectrofotometria

Con el objeto de caracterizar las propiedades espectrales de la proteina rGFP-Lbl, se
realizo un estudio comparativo de la espectrofotometria de las proteinas rGFP-Lbl1, rLb1C
y rGFP en un rango de longitud de onda de 240 a 600 nm.

Tal como se muestra en la Figura 14, el espectro de absorbancia de rLb1C presento
solo un pico de absorbancia a 280 nm, caracteristico del patron espectrofotométrico del
triptofano y tirosina, presentes en las proteinas. Mientras que rGFP, ademas del pico a 280
nm, presenta un maximo de absorbancia a 475 nm. El patron espectral de rGFP-Lb1 resulto
muy similar al de rGFP, es decir, dos picos de absorbancia a 280 y 475 nm (Figura 14). La
relacion entre la absorbancia de rGFP-Lb1 a 475 nm respecto a la observada a 280 nm fue
de 0.428, mientras que en el caso de rGFP, esta relacion tuvo un valor de 1.66. La
propiedad de absorber a 475 nm no esta presente en la toxina rLb1C, como se ilustra en la

Figura 14.
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Figura 14. Analisis espectrofotométrico de las proteinas rGFP, rLb1C rGFP-Lbl. Las

muestras fueron dializadas contra PBS 1X y se analizaron a una concentracion de 114.5,

110 y 44.4 ug/ml, respectivamente.

6.4.2 Espectrofluorimetria

Con objeto de caracterizar las propiedades de fluorescencia de rGFP-Lbl, respecto a
rGFP, se realizd un andlisis espectrofluorimétrico comparativo entre las proteinas rGFP,
rGFP-Lbl y rLbIN. Dada la alta sensibilidad del equipo utilizado para medir la
fluorescencia se analizaron muestras con concentraciones de proteina del orden de 1.14
(rGFP) y 2.29 ng/ml (rGFP-Lbl y rLbIN). Las lecturas de intensidad de fluorescencia
fueron normalizadas respecto a los valores maximos obtenidos en los espectros de
excitacion y emision de rGFP, respectivamente (Figura 14). De acuerdo a lo esperado, se

observé que rLb1N no tiene propiedades de fluorescencia, mientras que rGFP y rGFP-Lbl
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presentaron espectros de fluorescencia muy similares tanto de longitud de onda (maxima a
468 nm) como en la de emision (maxima a 503 nm). Cabe hacer notar que estos valores de
longitud de onda concuerdan con lo reportado para la version de rGFP utilizada en este
trabajo (ver Tabla 2).

Es de resaltar la diferencia significativa en la intensidad de fluorescencia entre los
espectros de rGFP y rGFP-Lbl. Tomando en cuenta que este andlisis se realizé utilizando
concentraciones de rGFP y rGFP-Lbl equivalentes en términos estequiométricos (ver
Figura 9), los resultados indican que la intensidad de fluorescencia de rGFP-Lbl es ~2.5
veces menor que la de rGFP. Esta diferencia pudiera deberse a un plegamiento ineficiente
de la porcion GFP de la quimera rGFP-Lbl, o bien a una interferencia (quenching) de la
porcion Lbl con la fluorescencia de la porcion GFP de esta proteina. Sin duda, esta
observacion encontraria validez de estar sustentada en un andlisis comparativo del

rendimiento cuantico (quantum yield) de estas proteinas.

1.0— A
] ‘l\‘
7 i Excitacion Emision
0.8 £
o c LY U0 IGFP —— IGFP
@3 . £ ---e-- IGFP-Lbl =——e— [GFP-Lb1
= 4
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Figura 15. Espectros de fluorescencia relativa de rLbIN, rGFP, rGFP-Lbl. Los valores de

fluorescencia de los espectros de excitacion y emision fueron normalizados tomando los valores

maximos de excitacion (468 nm) y emision (503 nm) de rGFP como 1.0.
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Tabla 2. Longitud de onda de los picos de maxima excitacion y emision de diferentes

versiones comerciales de GFP y de las proteinas analizadas en este trabajo.

Proteina | Excitacion Emision Referencia

wtGFP 395 nm (473 nm, menor) 509 nm http:/www.purebiotechllc.com/mbpd/autofl
uor/afptag.html [25]

rsGFP 473 nm 509 nm http:/www.purebiotechllc.com/mbpd/autofl
uor/afptag.html [25]

rGFP 468 nm 503 nm Este trabajo

rGFP-Lbl 468 nm 503 nm Este trabajo

rLbIN No excitacion No emisiéon  Este trabajo

6.5 Determinacion de la actividad especifica de SMD de rGFP-Lb1

En un estudio previo, realizado por Olguin-Pérez, L. P., 2006 [29], se encontr6 que
rLb1N preparada en condiciones similares a las descritas en este trabajo tenia una actividad
especifica que oscila entre 0.7-1.0 U/mg, dependiendo del lote de rLbIN analizado. En
donde 1 U/mg se define como la cantidad (umol) de esfingomielina hidrolizada por unidad
de tiempo (min) por mg de proteina.

La cinética enzimatica ilustrada en las Figuras 16 y 17 muestra que rGFP-LbIN
presentd una actividad de SMD similar a la de rLb1N. En este andlisis de dosis-respuesta de
actividad enzimatica se observo que al utilizar 2.0 pug por pozo de rGFP-Lb1 se alcanzo el
punto de saturacion a los 50 minutos del ensayo. Mientras que, 1.0 ug por pozo de rLbIN
mostré un comportamiento similar (Figura 16). Las velocidades enzimaticas iniciales de
rGFP-Lbl (calculadas como se describe en el Anexo II) fueron muy parecidas en los pozos
con elevadas cantidades de proteina y en proporcién estequiométrica; sin embargo, la
velocidad de reaccion fue perdiéndose conforme se disminuy6 la cantidad de proteina por
pozo (Figura 16). Es de hacer notar que rGFP no present6 actividad de SMD aun con 1000
ng de proteina por pozo (Figura 16 y Figura 17).
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Absorbancia 57gqm

Al graficar la velocidad inicial contra cantidad de enzima se observo que las
velocidades méaximas de rGFP-Lb1 y rLbIN son similares (Figura 17). El analisis de esta
grafica permiti6 comparar las velocidades maximas y las actividades especificas de rGFP-
Lbl y rLbIN, segiin se muestra en la Tabla 3. La actividad especifica de rLbIN
correspondiéo a 0.986 U/mg, mientras que la de rGFP-Lbl resulté de 0.886 U/mg. La
relacion entre la actividad especifica de rLbIN y rGFP-Lbl fue de 1.11, la cual es
significativamente menor a lo esperado considerando la relacion estequiométrica que hay

entre rLb1N: rGFP-Lb1 (1.0:0.5).

1.4
Lo —&— rGFP-Lb1 (2000 ng)

—&— rGFP-Lbl (1000 ng)  —&— rLb1N (1000 ng)
1.0+ —e— rGFP-Lb1 (500 ng) —e— rLb1N (500 ng)
0.8 —— rGFP-Lb1 (250 ng) ~ —— rLb1N (250 ng)

—¥— rGFP-Lb1 (125 ng) —¥— rLb1N (125 ng)
069 —O— rGFP-Lb1 (62.5ng)  —B— rLb1N (62.5 ng)
0.4 —O— rGFP-Lb1 (31.25ng) —©— rLbIN (31.25 ng)
0.2 —*— rLb1N (15.62 ng)

—— rGFP (1000 ng)
0.0+ | —o6— rGFP (500 ng)
0 70

Tiempo (minutos)

Figura 16. Actividad SMD de rGFP-Lb1, rLbIN y rGFP. Se determin¢ la actividad enzimatica a

diferentes cantidades de proteina por ensayo.
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Figura 17. Cinética enzimatica de SMD de rGFP-Lb1, rLbIN y rGFP. La actividad especifica se

calculo considerando el rango lineal de cada una de las graficas (ver Anexo II).

Tabla 3. Comparacion de las actividades especificas (SMD) de rLb1N y rGFP-Lb1

Proteina V max Actividad Especifica U/mg "
rGFP No present6 actividad
rGFP-LbIN 0.02590 = 0.001012 0.886 = 0.0518
rLbIN 0.02625 +0.001073 0.986 +0.0411

(1) Calculado como se describe en el Anexo II
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6.6 Pruebas de letalidad en raton

Dada la relevancia de la actividad letal en raton de rLbIN, se consider6 importante
determinar la dosis letal media (DLsg) de rtGFP-Lb1 Como referencia de partida se tomo la
DLsp de rLbIN (5.0 pg/raton de 18-20 g), previamente reportado por Ramos-Cerrillo [4].
Se utilizaron grupos de 4 ratones por dosis inyectada intraperitonealmente y se tomaron
registros de letalidad hasta las 72 h post-inyeccion. La Figura 18 y la Tabla 4 muestran la

curva sigmoide dosis respuesta y los valores de DLs, obtenidos, respectivamente.
100
75—

504

% mortalidad

254

1.0' 11 12 1.3
log ng de rGFP-Lb1

Figura 18. Modelo de curva sigmiode dosis-respuesta para determinar la DLs, de
rGFP-Lb1 en raton.

Tabla 4. DLsy de rGFP-Lb1 y rLbIN en ratones

Proteina | DLsy (ug/raton) Intervalo de confianza ( 95%)
rGFP No es letal
rGFP-Lb1 14.59 14.41-14.77
rLbIN 5@ 4.96-5.04

(1) Ramos-Cerrillo, B., 2005 [4].
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Dada la relevancia estequiométrica entre rGFP-LbIN (57 kDa) y rLb1N (32 kDa) se
esperaba que la DLsy de rGFP-Lb1 fuera de ~10 pug por raton; sin embargo, los resultados
obtenidos mostraron que rGFP-Lbl tiene menor actividad letal en ratones (DLsy = 14.59
lLg/raton).

Es importante resaltar que como control negativo se inyectd un grupo de 4 ratones
con 15 pug de rGFP por raton, es decir, a dosis estequiométricamente equivalentes a 30 ug
de rGFP-Lbl y a 15 pg de rLbIN. Ninguno de estos ratones murid, confirmando que rGFP
no es letal en raton. Este resultado indica claramente que el efecto de letalidad de rGFP-Lbl
es provocado por la porcion Lbl, mientras que la porcion GFP (extremo amino) no
participa en la actividad letal en ratones. Sin embargo, no se puede excluir la posibilidad de
alguna diferencia entre el plegamiento de la toxina rLb1N y la porcion equivalente a Lb1 de

la quimera rGFP-Lb1, lo cual puede explicar la baja letalidad de ésta.

6.7 Pruebas de dermonecrosis en conejos

a) \" b)

tLbIN (3 pg rLbIN (3 pg

rGFP (9 pg) rGFP-Lbl (6 pg)

rGFP-Lbl (12 ng)

rGFP-Lbl (18 pg) NaCl 0.9 %

Conejo 1 Conejo 2

Figura 19. Esquema de inoculacion de rGFP-Lbl en conejos. Se muestran los sitios de inoculacion
(en el dorso rasurado) con diferentes cantidades de rGFP-Lbl. El control positivo fue rLbIN y los
controles negativos fueron rGFP y NaCl 0.9%.
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Con base en los datos publicados por Ramos-Cerrillo [4], se inocularon 3ug de
rLbIN como control positivo en el dorso de dos conejos (1 y 2) previamente rasurados.
Como se ilustra en la Figura 19, el dorso del conejo 1 también se inyectd con 12y 18 pg de
rGFP-Lbl, estequiométricamente equivalentes a 6 y 9 ug de rLbIN, respectivamente, asi
como con 9 pug de rGFP (Figura 19a). Igualmente, el dorso del conejo 2 fue inyectado con
6 nug de rGFP-Lbl (estequiométricamente equivalentes a 3pg de rLb1N) y solucion salina
(control negativo), ver Figura 19b.

La Figura 20 muestra la dermonecrosis producida a las 48 horas post-inoculacion.
Tanto los puntos inoculados con rLb1N como con dosis estequiométricamente equivalentes
de rGFP-Lbl (Figura 20b) desarrollaron una severa dermonecrosis similar a la reportada
por Ramos-Cerrillos, 2005 [4], caracteristica de la esfingomielinasa D del veneno de la
arafia Loxosceles. Si bien en el laboratorio se ha observado que la respuesta varia de conejo
a conejo, la Figura 20a sugiere que al igual que rLbIN, la magnitud (severidad) de la
dermonecrosis generada por rGFP-Lbl es dosis dependiente. Ni el sitio inoculado con
rGFP ni el control con solucién salina desarrollaron signos de dermonecrosis (Figura 20a y
b). Los conejos fueron sacrificados a las 72 h de evolucién y el Dr. Adolfo de Roodt
(colaborador del laboratorio) procedid a evaluar macroscopicamente la lesion. Se encontro
que rGFP-Lbl presenta una actividad significativamente menor que rLb1N. Un analisis
histologico de la dermonecrosis causada por rGFP-Lbl seria de gran apoyo a las

observaciones del Dr. de Roodt.
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Figura 20. Dermonecrosis en conejos. a) conejo 1 con el control negativo rGFP (9 ug) y el

control positivo de rLbIN (3pg). Se muestra la inoculacion de rGFP-Lbl con 12 y 18 pg. b)
conejo 2, control positivo con 3ug de rLbIN y 6 ug de rGFP-Lb1; NaCl, solucién salina al
0.9 %. La linea azul indica la zona de inflamacion. Fotografias tomadas 48 horas post-

inoculacion.
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7. Conclusiones

Se logro clonar el inserto GFP-Lb1 en el plasmido pQE30, asi como la expresion de
la quimera recombinante rGFP-Lbl, en la cepa E. coli BL21 (DE3). La proteina
recombinante se purificd por cromatografia de afinidad a niquel, resultando en la co-
elucion de dos proteinas (29 y 57 kDa). Una tultima etapa de purificacion consistié en la
resolucion de estas proteinas por cromatografia de intercambio anidénico mediante FPLC.

Por sus propiedades tales como: patron espectrofotométrico, afinidad a Ni, tamafio e
intensidad de color verde, espectro de fluorescencia y carencia de actividad enzimatica, se
sugiere que la proteina de 29 kDa tiene una estructura primaria tipo Hisex-GFP, como
producto de la inestabilidad y degradacion de la quimera rGFP-Lb1. Los datos obtenidos en
este trabajo no permiten excluir una incompleta transcripcion y/o traduccion de la secuencia
que la codifica.

La caracterizacion bioquimica de la proteina de 57 kDa se llevo a cabo en funcion
de su actividad de SMD, espectrofotometria y fluorescencia, demostrando que conserva
tanto las propiedades espectrales de GFP como las actividades biologicas propias de
rLbIN. Estos datos, en su conjunto, permitieron concluir que la proteina de 57 kDa
corresponde a la proteina quimera rGFP-Lb1.

Se demostr6 que tanto rGFP-Lbl como rLbIN presentan actividad de
esfingomielinasa D. Para la caracterizacion biologica de rGFP-Lb1 se realizaron pruebas de
dermonecrosis en conejo y letalidad en ratones. En el caso de la dermonecrosis el proceso
de evolucion de las lesiones fue similar con rGFP-Lb1 y con rLb1N; mientras que la DLsg
determinada para rGFP-Lb1 (14.5 pg/raton) resultd mayor a la esperada (10 pg/raton).

Finalmente podemos decir que se logrd la purificacion y caracterizacion de una
proteina tipo rHisg-GFP-Lbl, en funcion de sus actividades de SMD, fluorescencia,

dermonecrosis en conejos y letalidad en raton.

52



8. Perspectivas

El proposito de disefiar y caracterizar una quimera fluorescente tipo rGFP-Lb1 esta
en relacion con su potencial de utilizacién como herramienta para monitorear y evaluar la
distribucion de esta toxina en modelo de piel de conejo. Si bien, el presente trabajo no se
extiende en esta direccion, es importante mencionar algunos experimentos preliminares no
descritos que consistieron en: la incubacion de diferentes tipos celulares en presencia de
rGFP-Lbl y un posterior analisis de fluorescencia por microscopia confocal. Sin embargo,
los resultados fueron poco favorables, ya que se observd la precipitacion o posible
agregacion de rGFP-Lb1 en el medio de cultivo. Por otro lado, el anélisis por SDS-PAGE y
Western blot revel6 que después de cierto tiempo de incubacion de las células en presencia
de rGFP-Lbl, la proteina quimera tiende a degradarse.

Igualmente, se realizd6 un primer intento de evaluar la distribucion de la sefial
fluorescente en biopsias de piel de conejo inoculada con rGFP-Lbl. En el caso de las
biopsias de piel de conejo, se observo que el foliculo piloso presentaba autofluorescencia,
por lo que, aunado a la tendencia de rGFP-Lbl a precipitar y degradarse se decidio
suspender estos experimentos.

La utilizacion de la proteina rGFP-Lbl en futuros estudios dependera, en buena
medida, de aumentar la estabilidad de esta proteina, o replantear su disefio. Asi, se

proponen las siguientes alternativas:

¢ Disefiar otras proteinas tipo rGFP-Lbl en las cuales el péptido de union
entre GFP y Lbl sea mas largo, buscando mayor flexibilidad en la
estructura de la quimera.

e La expresion de una proteina con las secuencias invertidas, por ejemplo
rHisgx-Lb1-GFP, buscando tener una quimera fluorescente mas estable.

e Utilizar y valorar otros formatos para marcar la SMD que nos pudieran
permitir el monitoreo del efecto de esta toxina en: diferentes lineas

celulares, condiciones de cultivo y eventualmente en modelos animales.
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Anexo I

Estrategia seguida para la construccion del vector de expresion pQE30-GFP-Lbl
(Ramos-Cerrillo, R. y Sdnchez Lopez, R.; resultados no publicados).

BamHI (30)
EcoRI (4253)

EcoRlI (116)

Sall (876)

pPQE30-Lb1 Hindlll (890)
(4280 pb)

Digestion con
BamHIy Sal |

EcoRI (88)

EcoRI (88)

BamHI (868)
BamHI (868) ECORI (954)
Ligacién
Hincll (896) P, 4 PQE30-GFP-Lb1

- 5004 b
Sall (896) Digestion con ( "
BamHI

pQE30-GFP
(4186 bp)

HindIII (910)

Hindlll (1728)
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Anexo 11

La determinacion de la actividad de esfingomielinasa D (SMD) se basa en el ensayo
comercial (o kit) Amplex™ Red Sphingomyelinase Assay Kit; Molecular Probes. Es un
método colorimétrico que permite el monitoreo indirecto de la actividad esfingomielinasa
en un formato de microplaca. El método se basa en reacciones enzimaticas acopladas en
cadena que generan como producto final una molécula de resorufina por cada molécula de
esfingomielina (Figura 10). De donde 1 unidad (U) de SMD se define como la cantidad de
enzima que se requiere para producir 1 umol de resorufina a partir de esfingomielina, por

unidad de tiempo (min).

La actividad especifica (U/mg) de esfingomielinasa D (SMD) se calcula de la siguiente
manera:

1. Determinar la velocidad inicial (V,) de la reaccion enzimatica utilizando diferentes

cantidades de SMD por ensayo.

a) Leer los valores de absorbancia a 570 nm de cada mezcla de reaccion enzimatica

cada 10 minutos durante 1 hora.

b) Graficar los valores de absorbancia contra el tiempo de reaccion (min), como se

ilustra en al siguiente figura.

y; = mx+b

Y, = mMyX+b

Absorbancias7onm

Tiempo (minutos)



c) Calcular la V, de cada reaccion, es decir, la diferencia de absorbancia por
unidad de tiempo (AAs7onm min™), y corresponde a la pendiente de la recta en la
grafica anterior.

d) Convertir la V, (AAs7onm min'l) a unidades de actividad enzimdtica (U),

utilizando la ley de Lambert-Beer:
A=¢€dc

Donde: A es la absorbancia (en este caso a AAs7onm min™)
€ es el coeficiente de extincion molar (en el caso de resorufina es de
54,000 M cm™)
d es la distancia que atraviesa el haz de luz (0.7 cm en el ensayo de

actividad SMD en placa descrito en este trabajo)

¢ es la concentracion de la sustancia absorbente en el medio

(expresado en molaridad, M o 10° pmol m1™)
Despejarc:  c=A/ed

Substituir valores considerando que d = 0.7 cm y que el volumen de la reaccion es de 0.2

ml:

M = AAs70nm min /(54,000 M cm™) (0.7 cm)
por lo tanto M = AAs7onm min'*0.2 ml/(37,800 / 10° umol ml'l)

umol min! = A570nm min' *5.291 X 107 umol

2. Graficar la V, (umol min™) contra cantidad de esfingomielinasa D (ng por ensayo) y

determinar el rango lineal de la reaccion, como se muestra en la siguiente grafica.
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V, (umol min

ng proteina / ensayo

La pendiente de la recta es la actividad especifica de la enzima expresada como
(umol min"'/ng). Por simple regla de tres, calcular la actividad especifica expresada como

umol min™'/mg.
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