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RESUMEN

La arafia conocida como viuda negra o arafia capulina pertenece al género Latrodectus, dentro del
cual se han descrito 40 especies. Entre ellas se encuentra la arafia L. mactans distribuida en todo
Meéxico. El veneno de la viuda negra consta de varios componentes, dentro de los que se
encuentra una proteina de 130kDa denominada o-latrotoxina (aLTX), responsable del
envenenamiento en los vertebrados mordidos por esta arafia. El tratamiento mds efectivo contra la
mordedura de la viuda negra es la administracion de antiveneno. En México desde el afio 1999 el
Instituto Biocldn en colaboracion con el Instituto de Biotecnologia de la UNAM lanzé al mercado
el antiveneno Aracmyn®, el cual se compone de fragmentos F(ab’), de inmunoglobulinas
policlonales de caballos inmunizados con veneno de L. mactans. El proceso de obtencion del
veneno es muy riesgoso y poco eficiente. En nuestro laboratorio se clond y secuencié el gen de la
a-latrotoxina de L. mactans (Prud 'homme, 2004). La comparacion de su secuencia nucleotidica y
de aminodcidos con las secuencias reportadas para la aLTX de L. tredecimguttatus, demostré que
ambas toxinas son idénticas en un 93%. A partir de estos resultados nos propusimos expresar de
manera recombinante la aL'TX de L. mactans y utilizarla como un inmundgeno sustituto del
veneno en la produccion del antiveneno Aracmyn®. Para expresar la o LTX de forma
recombinante utilizamos el sistema de células de insecto-baculovirus, para lo cual subclonamos el
cADN de la aL'TX en el vector de transferencia baculoviral pMelBacA. Esta construccién fue
cotransfectada a células de insecto Sf9 junto con ADN de baculovirus (Bac and Blue System,
Invitrogen), obteniéndose baculovirus recombinantes que tienen insertado en su genoma la
secuencia del cADN de la aLTX mediante un proceso de recombinancién genética. Al infectar
células de insecto Hi5 con los virus recombinantes, logramos expresar la aLTX, la cual se
purificé parcialmente mediante cromatografia de intercambio anidnico en un sistema de FPLC.
Al inmunizar conejos con la aL'TX recombinante, se desarrollé una respuesta de anticuerpos
capaces de reconocer al veneno nativo de L. mactans. Nuestros esfuerzos futuros estdn dirigidos
hacia la optimizacion del proceso de purificacion de la aL'TX recombinante para aumentar el

grado de pureza del producto final.



I. Introduccion

1.1 Generalidades

El phylum Arthropoda (del griego arthron: articulacion y podos: pie) es el grupo mas
extenso del reino animal, compuesto por mds de un millon de especies descritas (Giribert y
Ribera, 1998). Los artrépodos son animales con patas articuladas y exoesqueleto rigido,
que comprende a las arafias, escorpiones, dcaros, garrapatas, crustdceos, milpi€s, ciempiés,
entre otros (Hickman, 1991). Este phylum se dividen en dos subphyla: el phylum
Mandibulata, al cual pertenecen los artropodos antenados y cuyos primeros apéndices son
mandibulas: insectos, crustdceos, milpiés y ciempiés, y el phylum Chelicerata, el cual estd
compuesto por aquellos artrépodos cuyos primeros apéndices son queliceros: ardcnidos,

escorpiones, garrapatas y dcaros (Barnes, 1989).

Los ardcnidos son un grupo muy antiguo y actualmente se estima que existen alrededor de
400,000 especies en el mundo (Rash y Hodgson, 2002), sin embargo, el nimero de especies
de arafias descritas es de aproximadamente 50,000 (Rosenthal y Meldolesi, 1989). En
México se han encontrado 50 familias, 340 géneros y alrededor de 2,000 especies
(Hoffmann, 1993). Lo mds probable, sin embargo, es que estas cifras estén muy por debajo
de la realidad ya que falta mucho por colectar y conocer. Las arafias son animales nocturnos
y depredadores que se alimentan principalmente de insectos, aunque algunas de sus presas

también son pequefios roedores y reptiles.

1.2 Morfologia

El cuerpo de la arafia se divide en dos: la parte anterior, denominada prosoma o cefalotdrax,
y la parte posterior u opistosoma o abdomen, las cuales estdn unidas por un tallo estrecho
llamado pedicelo (Fig.1). La funcion principal del cefalotérax es la locomocidn, existe
ademads un canal digestivo y sistemas de integracion nerviosa. Normalmente estd cubierto
por un caparazon duro y no segmentado. En esta parte del cuerpo se encuentran las
glandulas venenosas, ademds de un nimero variable de pares de ojos, un par de queliceros
que alojan a los colmillos, un par de pedipalpos (que en los machos son los drganos

copuladores) y cuatro pares de patas. En el abdomen se llevan a cabo funciones vegetativas
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arafas tienen digestion externa ya que carecen
de un aparato de masticacion eficiente: regurgitan fluidos digestivos sobre la presa o dentro

de ésta y luego sorben el liquido.

Todas las arafias son venenosas y el veneno se produce en las gldndulas especializadas
ubicadas en el prosoma en la base de los queliceros. El veneno es utilizado por las arafas
para paralizar a su presa y como medio de defensa contra algunos depredadores. Las
glandulas venenosas estdn compuestas por un epitelio de secrecidn holdcrina cubierto por
una capa de musculatura que descansa sobre una membrana basal. El veneno se secreta
cuando hay una contraccidn de la musculatura pasando por un par de ductos a través de los
queliceros y sale por el extremo de cada uno del par de colmillos (Pineda, 2002; Rash y

Hodgson, 2002).

1.3 Latrodectus mactans
La arafia conocida como viuda negra o arafia capulina pertenece al género Latrodectus
(Theridiidae: Arthropoda, Arachnida, Araneae) (Platnik, 1993 y 1997) y se distribuye a
través de todo el mundo. Existen dentro de este género
40 especies descritas, dentro de las cuales se encuentran:
L. mactans, L. tredecimguttatus, L. lugubris,
L. geometricus, L. hesperus y L. hasselti, entre otras. L.
mactans se distribuye en todo México, tanto en regiones
secas como himedas, en las zonas frias, templadas y

calidas, siendo mas abundante en estas ultimas.

Fig. 2. Latrodectus mactans hembra con
ooteca (Foto A. Alagén)



La viuda negra hembra mide aproximadamente 1.5 cm de longitud (Fig. 2), es de color
negro brillante y tiene una marca roja en forma de reloj de arena en la parte ventral de su
abdomen en forma de capulin. Los machos miden la mitad que las hembras, son de color
café y normalmente tienen bandas o puntos amarillos o rojos en la parte dorsal del
abdomen, también tienen una marca en forma de reloj de arena pero de color palido y son
incapaces de envenenar a un humano. La viuda negra hembra es la responsable de los
accidentes de mordedura y envenenamiento, y ataca cuando se siente amenazada o cuando

cuida su ooteca.

Las viudas negras tejen una telarafia muy resistente, dura y muy pegajosa que se seca en
contacto con el aire. Viven en lugares oscuros cerca del piso, normalmente donde hay
basura, pilas de madera, piedras, o en las paredes de las casas. Son cazadoras de espera y, al
caer una presa en la tela, la inmovilizan con la seda y luego la muerden para inyectarle
veneno. La hembra, después de copular con el macho, puede comérselo si éste no escapa a
tiempo (este comportamiento es normal en muchas arafias). Asi mismo, es capaz de guardar
el esperma, y cuando las condiciones nutricionales son apropiadas, pone un saco redondo
blanquecino que contiene de 25 a 900 huevos (ooteca) que tardan de 14 a 30 dias en
madurar. Pocas arafias sin embargo logran sobrevivir debido al canibalismo entre las crias
(Gertsch, 1949). Las arafias nacen en estado de ninfas con aspecto de adultos y mudan de
piel varias veces al afio aumentando de tamaifio hasta alcanzar su madurez sexual, pudiendo

llegar a vivir hasta dos afios (Alvarez del Toro, 1992).

El sindrome causado por la mordedura de la L. mactans hembra se conoce como
latrodectismo, y se caracteriza por un dolor en la zona de la mordedura que luego se hace
mads intenso y se extiende hacia los musculos abdominales y lumbares. Ademds puede
causar vomitos, nduseas, lipotimias, dificultad para respirar y en muy pocos casos (menos

del 1%), la muerte, siendo mds afectados los nifios y los ancianos.

1.3.1 Veneno de L. mactans

Los venenos de las arafias, asi como los de serpientes y escorpiones, son mezclas
heterogéneas de sustancias bioldgicamente activas e inactivas. Los constituyentes
mayoritarios son proteinas, polipéptidos, poliaminas, enzimas, nucledtidos, aminodcidos

libres y sales inorgdnicas. Los primeros tres son especie-especificos. El veneno de la viuda



negra es 15 veces mds toxico (por peso) que el veneno de una vibora de cascabel, y
solamente se inyecta una pequefia cantidad debido a que los queliceros son muy pequefios,
por lo que los efectos no son tan severos. La severidad de la reaccion depende de la edad
del individuo mordido, su estado de salud y la cantidad de veneno inyectado. Este veneno
se produce por secrecion holdcrina: las células secretorias que se encuentran en el lumen de
la glandula venenosa se desintegran y vierten sus contenidos en el lumen. Como resultado,
la toxinas aparecen en el lumen junto con varios organelos, proteasas y pequefias moléculas

(Rash y Hodgson, 2002).

La caracterizacion del veneno de L. mactans demostrd la presencia de varias proteinas
selectivamente téxicas para los vertebrados, insectos o crusticeos: oa-latrotoxina,
a—latroinsectotoxina y a-latrocrustatoxina, respectivamente (Granata et al., 1972; Frontali
et al., 1976; Knipper et al., 1986). Todas las latrotoxinas estudiadas son proteinas acidicas
con puntos isoeléctricos entre 5 y 6, y masas moleculares entre 110 y 130 kDa. También se
ha identificado una proteina de bajo peso molecular que co-purifica junto a la a-latrotoxina,
llamada latrodectina (Kiyatkin et al., 1992; Pescatori et al., 1995), la cual estabiliza a la o-
latrotoxina pero no tiene actividad bioldgica conocida (Volkova et al., 1995) y tampoco se

requiere para que la a—latrotoxina ejerza su efecto (Volynski et al., 1999).

Hasta la fecha se han clonado y secuenciado cuatro latrotoxinas, todas de la

especie L. tredecimguttatus: oLTX, oLIT, OLIT y aLCT (Kiyatkin et al., 1990, 1993;
Dulubova et al., 1996; Volynski et al., 1999b; Danilevich y Grishin, 2000), y la masa
molecular que se deduce a partir de sus secuencias de cADN es mucho mayor que la
determinada experimentalmente mediante electroforesis en SDS-PAGE (Grasso, 1976;
Krasnoperov et al., 1990 a,b). Estos resultados indicaron que las latrotoxinas se sintetizan
como pro-toxinas largas que luego sufren un procesamiento post-traduccional. Los
dominios N- y C-terminal de estas toxinas estdn flanqueados por secuencias hidrofilicas
cortas que terminan en un grupo de aminodcidos bdsicos, los cuales son similares al sitio de
reconocimiento de la furina, una enzima proteolitica involucrada en el procesamiento de
muchos precursores proteicos. Debido a esto se propuso que las latrotoxinas son maduradas
(activadas) por la accién de una proteasa de tipo furina en el lumen glandular (Volynski et

al., 1999b). La secrecién holdcrina del veneno se corrobora por la presencia en todas las



latrotoxinas de las repeticiones de anquirina, las cuales se hallan solamente en proteinas
intracelulares (Sedgwick y Smerdon, 1999). Estas repeticiones de aminodcidos son
similares a las presentes en la proteina de citoesqueleto denominada anquirina, y se piensa
que median las interacciones intra e intermoleculares entre las proteinas asi como su

oligomerizacién (Sedgwick y Smerdon, 1999; Andrade et al., 2001).

1.4 a-Latrotoxina

La a-latrotoxina es la que afecta a los vertebrados y estd compuesta por una sola cadena
polipeptidica no glicosilada de 130kDa, pudiendo existir tanto en forma monomérica como
dimérica (Ashton et al., 2000). En su forma activa se encuentra como tetrdmero, para lo
cual se necesita la presencia de cationes divalentes como Ca** ¢ Mg** (Krasilnikov y
Sabirov, 1992; Ashton et al., 2001). La a-latrotoxina estd compuesta de 4 dominios: (1)
péptido sefial, que abarca los primeros 20 aminodcidos y es eliminado en la toxina madura
(2) dominio amino, abarca del aminodcido 21 hasta el residuo 470 y contiene 3 residuos
invariantes de cisteina (3) dominio intermedio o de anquirina, comprende de los
aminodcidos 471 hasta el residuo 1180; tiene 13 secuencias repetidas de 33 aminodcidos y
(4) domino carboxilo, que va desde el aminodcido 1181 al 1381, el cual es el menos
conservado entre las latrotoxinas y se elimina durante la maduraciéon de las mismas

(Grishin, 1996).

1 I Y [ }
Péptido amino-terminal repeticiones tipo carboxilo-
sefal anquirina terminal
20 21-470 471-1180 1181-1381 residuos

aminoacidos

En estudios de criomicroscopia se ha observado que los mondmeros de la toxina tienen tres
dominios diferentes denominados “ala” (corresponde al dominio amino, residuos 20-320
aproximadamente), “cuerpo” (corresponde a la primera parte del dominio intermedio,
aproximadamente del 321 al 1015), y “cabeza” (que corresponde a la segunda parte del
dominio de anquirinas, residuos 1015-1179, Fig. 3). Los mondmeros se ensamblan en

dimeros asimétricos en los que las alas quedan perpendiculares y los dimeros se unen para



formar tetrdmeros. Estos tetrdmeros se asemejan a una propela de 250 A de didmetro y 100
A de grosor (Fig. 4) (Orlova et al., 2000) y tienen una base hidrofébica de union a la
membrana, la cual forma un canal de 25 A de digmetro que la atraviesa y permite el paso de
cationes divalentes y algunos monovalentes (Robello et al., 1987; Wanke et al., 1986;
Hurlbut et al., 1994), asi como de practicamente todos los neurotransmisores estudiados:
GABA, acetilcolina, norepinefrina, glutamato, otras catecolaminas y péptidos (Tzeng et al.,
1978; Baba y Cooper., 1980; Rosenthal y Meldolesi, 1989).

Cuerpo Cabeza
Ala

\ i /
L
b 5

Fig.3. Estructura de los dominios de la aLTX (Orlova, et al., 2000)

La a-latrotoxina no tiene actividad enzimadtica (Grasso, 1988), sin embargo produce una
completa liberacidon de neurotransmisores al unirse a las terminales neuronales de los
vertebrados, lo que conlleva a la pardlisis muscular y en algunos casos a la muerte por
asfixia cuando el diafragma es afectado (Rosenthal y Meldolesi, 1989; Liu y Misler, 1998;
Lang et al., 1998). La a-latrotoxina ejerce su efecto de dos formas: puede insertarse en la
membrana y formar un canal i6nico no selectivo provocando despolarizacion (Finkelstein
et al., 1976; Rosenthal et al., 1990; Hurlbut et al., 1994) o puede unirse a receptores
sindpticos especificos (Lelianova et al., 1997), desencadenando en ambos casos la
liberacion de los neurotransmisores. La asociacidn de la a—latrotoxina con sus receptores
especificos contribuye a su insercion en la membrana plasmadtica (Volynski et al., 2000), y
en ausencia de los mismos sélo se inserta cuando se encuentra a concentraciones de dos

ordenes de magnitud mayores a la normal.



Fig.4. A. Vista superior de la a-latrotoxina en su forma tetramérica. B. Vista desde el lado de

union a la membrana (Orlova et al., 2000).

Existen dos receptores caracterizados para la aLTX en la membrana presindptica, uno
dependiente y otro independiente de Ca® (neurexina y latrofilina, respectivamente)
(Lelianova et al., 1997). En estudios in vitro se demostré que en células en las que la a-
latrotoxina formo poros al interactuar con la neurexina en presencia de Ca’*, 1a eliminacién
de este cation provocé la disociacion del complejo o—latrotoxina-receptor, pero la toxina
permanecié unida a la membrana y continué formando poros (Volynski et al., 2000). A
partir de este estudio, se concluyé que la a—latrotoxina por si sola puede formar poros en la
membrana, y que ni los receptores especificos ni otras proteinas de membrana contribuyen
fisicamente a este proceso. Se sugirio entonces que cualquier proteina de superficie que
facilite la insercion de la toxina en la membrana actia probablemente incrementando la
concentracion de la oa-latrotoxina en la superficie celular y/o orientando de manera

adecuada el tetrdmero para la formacion del poro (Volynski et al., 2000; Hlubek et al.,

2000; Van Renterghem et al., 2000).

Todas las latrotoxinas conocidas han sido utilizadas en el estudio de los mecanismos
involucrados en la regulacion de la liberacién de neurotransmisores, y sin dudas la o-
latrotoxina ha sido la mds utilizada. El estudio del mecanismo de accion de esta toxina ha
ayudado a: confirmar la hipdtesis vesicular de liberacidon de transmisores (Ceccarelli y
Hurlbut, 1980; Hurlbut et al., 1990), establecer la necesidad de Ca** para la endocitosis

(Ceccarelli y Hurlbut, 1980), caracterizar la liberacion individual de transmisores en el



sistema nervioso central (Auger y Marty, 1997) e identificar dos familias importantes de
receptores superficiales de células neuronales (Ushkaryov et al., 1992; Lelianova et al.,
1997; Krasnoperov et al., 1997). Recientemente, el disefio de una o—latrotoxina mutada
(aLTXYC) ha permitido profundizar en el estudio de la cascada intracelular de sefiales que
desencadena la toxina nativa (Ashton et al., 2001; Capogna et al., 2003; Volynski et al.,
2003). Debido a que la toxina mutante es incapaz de formar poros y sélo actia mediante
unidn a receptores, ha permitido estudiar las propiedades de los depdsitos intracelulares de

Ca’*implicados en la via de transduccién de sefiales (Capogna et al., 2003).

1.5 Antivenenos

El desarrollo de los antivenenos comenzé en el afio 1887, cuando Henry Sewall demostré
que las palomas podian volverse inmunes al veneno de la serpiente de cascabel Sistrurus
catenatus cuando se les administraban dosis crecientes de veneno (Sewall, 1887). En el afio
1895, Phisalix y Bertrand utilizaron veneno de vibora tratado con calor para inmunizar
diferentes animales (Phisalix y Bertrand, 1895) y mas tarde, Albert Calmette demostré que
el suero de conejos inmunizados con el veneno de cobra, al ser inoculado via intravenosa a
conejos sanos, los protegia contra los efectos del veneno (Calmette, 1895). Calmette
ademads fue el primero en tratar a un humano envenenado por una cobra con un suero de
caballo inmunizado con el veneno de este animal. El primer antiveneno comercial equino
fue producido por Calmette en el afio 1898, y en el afio 1911, Vital Brasil comenzé la
produccién de antiveneno a gran escala (Lalloo y Theakston, 2003). Posteriormente, otros
paises como Estados Unidos, Australia y Japén comenzaron a producir antivenenos
(Russell, 1988; Sutherland, 1994).

La mayoria de los antivenenos se producen siguiendo el protocolo desarrollado por
Calmette (Calmette, 1895). Los animales, generalmente caballos, se inmunizan con dosis
crecientes de veneno durante varios meses para incrementar el porcentaje de anticuerpos
neutralizantes sin afectar al animal en cuestidn. El uso de diferentes adyuvantes como la
alumina, ha permitido disminuir el riesgo de los animales productores de suero ya que
proporcionan una lenta liberacion del veneno.

Los primeros antivenenos consistieron en suero equino puro hasta el afio 1930, cuando se

utilizé la precipitacion del suero con sulfato de amonio para separar las inmunoglobulinas



IgG (Pope, 1939). Posteriormente, las IgG fueron digeridas con pepsina o papaina para la
obtencion de los fragmentos (Fab”), o Fab, respectivamente. Recientemente se ha utilizado
la precipitacion con dcido caprilico para separar las proteinas no IgG del suero
hiperinmune. En la actualidad, las compafiias productoras de antiveneno utilizan una o
varias de estas técnicas en conjunto para incrementar la calidad del producto final.

Los animales mds utilizados para producir antivenenos son los caballos, debido a que son
muy ddciles, se les puede extraer grandes volimenes de sangre y presentan una gran
cantidad de inmunoglobulinas circulantes en la sangre. Un caballo puede durar 10 afios
como animal productor de anticuerpos neutralizantes, siempre que reciba el trato adecuado.
A estos animales se les pueden extraer entre 5 y 10 litros de sangre desde 1 hasta 6 veces al
afio. Sin embargo, existen desventajas pues algunas personas son sensibles a proteinas
equinas por lo que pueden desarrollar enfermedad del suero. Ademas, los caballos necesitan
un cuidado especializado.

A principios de la década de 1980 comenzaron a utilizarse ovejas, las cuales son mucho
mds baratas y son faciles de criar en paises de alta incidencia de mordedura de serpientes
(Smith et al., 1992). No obstante, el creciente desarrollo de la encefalitis espongiforme en
estos animales se ha limitado su utilizacion como productores de antiveneno. Otros
animales han sido utilizados para la produccién de antivenenos como carneros, conejos y
llamas. Recientemente se han desarrollado antivenenos del tipo IgY, purificados a partir de
la yema del huevo de gallinas. Una de las ventajas de las IgY es que no fijan complemento,
eliminando asi uno de los principales factores desencadenantes de la enfermedad del suero

(Thalley et al., 1990; Carroll et al., 1992).

I.5.1 Antivenenos en México

En los afios treinta del siglo XX, los doctores Carlos Leén de la Pefia e Isauro Venzor
Fuedesi produjeron el primer suero equino antialacran utilizado en México (Chavez Haro,
2007). Para ello utilizaron como referencia al Instituto Butantan de Brasil y obtuvieron
informacion del suero fabricado en Egipto. El suero obtenido se envid al Instituto de
Higiene en la Ciudad de México, donde se autorizd su uso en humanos en el afio 1927. De
1929 a 1934, el tratamiento fue aplicado a 1677 pacientes, de los cuales s6lo 38 fallecieron
en el afio 1929 y entre los afios 1932 y 1934 sélo murieron 9 personas. Hacia la década de

los cuarenta, la tecnologia de los sueros antialacrdn la adquirié Laboratorios Martinez y



Ndjera, pero en los sesenta pasé a poder de los laboratorios Zapata. Un tiempo mds tarde
fue adquirida por Profarma y luego llegd a manos del Instituto Bioclon. A principios de los
noventa el suero se convirtid en faboterdpico, tecnologia patentada en México, Australia y
los Estados Unidos (Chavez Haro, 2007). Actualmente el uso de faboterdpicos ha eliminado
casi por completo las reacciones de hipersensibilidad de tipo inmediato (anafilaxia) y de
tipo tardio (enfermedad del suero). En mds de 250 mil pacientes tratados anualmente en el
IMSS con los faboterdpicos (Alacramyn® y Antivipmyn®) no ha habido una sola reaccién
aguda o grave (Maraboto-Madrtinez et al., 1997).

En la actualidad, la produccién de antivenenos a nivel mundial ha disminuido debido al
bajo valor comercial de esta tarea. Es por esto que la produccion de antivenenos ha estado
guiada hacia la disminucién de los costos de produccion y no por incrementar la calidad del
producto final, por lo que nos encontramos en un momento de crisis del suministro de
antivenenos en muchos paises. Podemos citar el ejemplo de Africa subsahariana, donde se
suministra principalmente el antiveneno contra mordedura de serpiente producido por el
Instituto Pasteur de Francia, en cantidades insuficientes y a precios muy elevados (Lalloo y
Theakston, 2003). Nuestro pais cuenta con la mayor experiencia clinica en el manejo con
anticuerpos de pacientes envenenados, en particular por alacrdan. México dispone de
antivenenos de gran calidad contra vipéridos (cascabeles, nauyacas y cantiles), coralillos, la
arafia viuda negra y los alacranes, por lo que la mortalidad por mordedura o piquete de
estos animales es baja y continda decreciendo. Nuestro pais cuenta con el tinico antiveneno
del mundo producido a partir de la inmunizacion de caballos con una proteina
recombinante, la esfingomielinasa D del veneno de la arafia Loxosceles (Loxmyn®), el cual

se encuentra actualmente en fase de estudios experimentales clinicos.

1.5.2 Aracmyn ®

Para el tratamiento de pacientes mordidos por la arafia Latrodectus se han utilizado
diversos farmacos, entre ellos el gluconato de calcio, antiespasmddicos y relajantes
musculares. En algunos lugares del mundo incluso, se hacia un torniquete por encima de la
mordida y se chupaba el veneno. No obstante, el tratamiento mads efectivo es la
administracion de antiveneno. En México desde el afio 1999 el Instituto Bioclon en

colaboracidn con el Instituto de Biotecnologia de la UNAM lanz6 al mercado el antiveneno



Aracmyn®, el cual se compone de fragmentos F(ab’), de inmunoglobulinas policlonales de
caballos inmunizados con veneno de L. mactans. Para cada inmunizacion se necesita el
veneno de un numero creciente de arafas, el cual se obtiene mediante estimulacion
eléctrica. Este proceso es muy laborioso, y debe cuidarse de no contaminar el veneno con

los fluidos digestivos de la arafia, los cuales pueden degradarlo.

1.6 Antecedentes

En nuestro laboratorio se clond y secuencid el gen de la a-latrotoxina de L. mactans
(Prud’Homme, 2004), y la comparacion de su secuencia nucleotidica y de aminodcidos con
las secuencias reportadas para L. tredecimguttatus, demostré6 que ambas toxinas son
idénticas en un 93%, y que la mayoria de los cambios observados son conservativos.
Ademds, el dominio amino-terminal completo (P, ,s;) asi como un fragmento de este
dominio (P,,,.,s;) de la a-latrotoxina de L. mactans, fueron expresados en células de E. coli,
y su produccidn a gran escala en un bioreactor con capacidad de 5L permiti6 la obtencion
de 28mg de proteina 90% pura. Los antigenos expresados en E. coli a partir de la clonacion
del gen de la a-latrotoxina de L. mactans se obtuvieron de forma insoluble como cuerpos
de inclusion. En estudios in vivo, si bien estas proteinas fueron efectivas como
inmundgenos, los anticuerpos generados solo fueron capaces de neutralizar a la toxina

nativa cuando se utiliz6 alimina como adyuvante (Prud"Homme, 2004).

La clonacion y secuenciacion del gen de la a-latrotoxina de Latrodectus tredecimguttatus
fue descrita por el grupo de E. Grishin en Moscu (Kiyatkin, et al., 1990). En 1999, tras
nueve afos de trabajo, este grupo reportd por primera vez la expresion de la a-latrotoxina
recombinante utilizando un sistema de células de insecto transfectadas con un baculovirus
(Volynski et al., 1999). Esta toxina resulté ser idéntica a la toxina nativa en cuanto a su
toxicidad en ratones y union a sus receptores correspondientes: latrofilina y neurexina-1a.
Sin embargo, luego del proceso de purificacion, la a-latrotoxina recombinante se obtuvo

con una pureza final del 40-60%.



I1. Objetivos

El proceso de produccién del antiveneno Aracmyn®, actualmente, depende completamente
del veneno de la arafia L. mactans. La obtenciéon del mismo es una actividad onerosa y
conlleva riesgos que comprometen tanto la calidad del veneno como la salud del trabajador.
Luego de analizar detalladamente todos estos antecedentes, nos propusimos como principal
objetivo de nuestro trabajo obtener la a-latrotoxina recombinante madura y activa
(dominios amino y anquirina) para utilizarla como substituto del veneno de L. mactans en
la produccién del antiveneno Aracmyn®. Es importante sefialar que el proceso de
fabricacion de un antiveneno no hace uso del veneno solamente para la inmunizacion de los
animales de produccidn; una parte igualmente importante del mismo se utiliza para el
control de calidad del antiveneno y de ahi la importancia de obtener preparaciones de

oL TX recombinante con potencias toxicas comparables a la del veneno natural.

11.1 Objetivos particulares:

1. Clonar el cADN codificante para los dominios amino-anquirina de la aLTX en el
vector de transferencia baculoviral pMelbacA.

2. Mediante el proceso de cotransfeccion de células de insecto Sf9 con el ADN
baculoviral Bac-N-Blue y con el vector pMelBacA-aLTX, obtener baculovirus

recombinantes que tengan insertado en su genoma el cADN de la aLTX.

3. Determinar las condiciones optimas de expresion de la aLTX recombinante en
células de insecto H5 infectadas con los baculovirus recombinantes, variando los

pardmetros de multiplicidad de infeccion y tiempo de infeccion.
4. Optimizar el proceso de purificacion de la aL.TX recombinante.

5. Estudiar la respuesta inmune generada en conejos inmunizados con preparaciones

de la aLTX recombinante.



Materiales y Métodos

I11. Materiales y Métodos

I11.1 Materiales

II1.1.1 Reactivos

Los primers fueron sintetizados por las compafifas Bio-Synthesis, Sigma y en la Unidad de
Sintesis del IBT, UNAM. Para la cotransfeccidon en células de insecto se utilizé el ADN
viral Bac-N-Blue (Invitrogen). El sustrato cromogénico utilizado para la identificacion de
las placas virales recombinantes fue el X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-f-D-galactésido)
(Research Organics, Inc). El sustrato cromogénico para la deteccion de aLTX
recombinante por ensayos de Western blot fue el BCIP-Na (sal sodica del 5-bromo-4-cloro-
3-indolil fosfato) junto a una solucién de NBT (azul de tetrazolio), ambos de Zymed. Los
reactivos de uso general fueron de Sigma, Merck, GIBCO BRL, Qiagen, BioRad y
Rockland.

II1.1.2 Enzimas

Las enzimas de restriccion que se utilizaron fueron de New England Biolabs, Boehringer e
Invitrogen. La Taq polimerasa fue de New England Biolabs, la T4 DNA Ligasa fue de
Invitrogen, el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli y la Fosfatasa Alcalina

son de Roche.

II1.1.3 Vectores
En este trabajo se uso el vector de secuenciacion pCR2.1-TOPO, asi como el vector para

recombinacion en el sistema de baculovirus pMelBacA, ambos de Invitrogen.

I11.1.4 Kits

Para la purificacién de los fragmentos de ADN obtenidos por digestion enzimdtica o
mediante la técnica de PCR, separados por electroforesis en geles de agarosa, se utilizo el
High Pure PCR Product Purification Kit (Roche). Para purificar plasmido en pequefia
escala se utilizo el High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) y la purificacién de plasmidos

a gran escala se realizd utilizando el Plasmid Midiprep Kit (Biorad).
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II1.1.5 Células

Las células competentes utilizadas en la transformacion por choque térmico de las
ligaciones pMelBacA-oLTX fueron de la cepa de E. coli XL2-Blue Ultracompetent Cells
(Stratagene). Las células competentes utilizadas para transformar por choque térmico la
ligacion pMelBacA-aLTX-NT, fueron de la cepa de E. coli MAX Efficiency DHS5a
Competent Cells, de Invitrogen. Para la clonacién de los productos de PCR en el vector
pCR2.1TOPO se utilizaron células XL1-Blue de Stratagene. Las células competentes
utilizadas en la transformacién por choque térmico de las clonaciones de los productos de
PCR 57X-enlargel y 5"X-enlarge 2 en el vector pCR2.1 TOPO fueron de la cepa de E. coli
XL2-Blue Ultracompetent Cells (Stratagene). Para la clonacidon del fragmento de anquirinas
elongado en el vector pMelbacA se utilizaron células XL1-Blue Supercompetentes de
Stratagene.

La obtencion y titulacion de los virus recombinantes se realizé en la linea celular Sf9
(ATCC CRL-1711), proveniente del ovario de pupa del lepidéptero Spodoptera frugiperda.
Para la produccién de aLTX recombinante se utilizé la linea celular BTI-Tn-5B1-4
(Invitrogen) conocida comercialmente como High Five ™ (HS5). Esta linea proviene del
ovario del lepidéptero Trichoplusia ni. Todos los cultivos se realizaron con células del

mismo lote celular mantenido en nitrégeno liquido.

I11.1.6 Medios de cultivo

Para los experimentos de cotransfeccion se utilizé el medio de cultivo Grace’s Insect
Medium y el medio TNM-FH (Grace’s Insect Medium suplementado con hidrolizado de
lactalbimina y extracto de levadura) al 10% de suero fetal de ternera y al 0.5% de pluronic
F-68. Para la titulacion de los virus recombinantes se utilizé el medio TNM-FH y la
clonaciéon y amplificacion de las placas virales, asi como la produccion de proteina
recombinante, se realizé con el medio de cultivo Sf-900 II SFM libre de suero. Todos estos

reactivos fueron de GIBCO-Invitrogen.

II1.1.7 Animales
Se utilizaron conejos New Zealand White (NZW) y ratones CD1, obtenidos del bioterio del
Instituto de Biotecnologia, UNAM.
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111.2 Clonacion del cADN de la al.TX en el vector pMelBacA

Los vectores pCR2.1-TOPO-aLTX y pMelBacA fueron digeridos con las enzimas de
restriccion BamH 1y Sal 1. Posteriormente el vector pMelBacA fue desfosforilado
utilizando Fosfatasa Alcalina. Los fragmentos de la digestion se separaron mediante una
electroforesis en gel de agarosa y las bandas de interés se cortaron del gel y se purificaron
para su posterior ligacion a 16°C durante 20 h. El producto de la ligacion fue transformado
en células de E. coli XL2 Blue siguiendo el protocolo sugerido por los proveedores: se le
agregan 100uL de células competentes a la ligacion y la mezcla se deja en hielo durante 30
minutos, se le da luego un choque térmico de 30 segundos a 42°C e inmediatamente
después se pone en hielo por 1 min. Las células se recuperaron con medio SOC durante 1
hora a 37°C y se sembraron en placas Petri con medio LB-agar y 30 ug/mL de ampicilina
para la seleccion de los transformantes.

Para obtener la construccion pMelBacA-aLTX-NT partimos de una de las clonas de
pMelBacA-aLTX, la cual fue digerida con las enzimas de restriccién EcoR 1y Sal 1. Luego
de rellenar los extremos del vector con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de
E. coli, los dos fragmentos que resultaron de la digestion fueron separados mediante una
electroforesis en gel de agarosa. La banda de interés, que corresponde al fragmento de
pMelBacA-oLTX-NT, fue aislada utilizando el procedimiento descrito anteriormente. El
fragmento de interés fue ligado y posteriormente transformado en células de E. coli DH5a
de igual forma a la descrita para la construccion pMelBacA-aLTX.

Las clonas se secuenciaron por el método de dideoxinucledtidos terminadores de la sintesis
de cadena (Sanger et al., 1977) en la Unidad de Sintesis del Instituto de Biotecnologia. La
secuencia de los primers utilizados para la secuenciacidon se muestran en la Tabla 1 y su

localizacién dentro del gen de la aLTX, en la Fig. 5.
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AATTAAAATAATAACCATCTCGCAAATAAATAAGTATTTTACTGTTTTCGTAACAGTTTTGTAATAAAAAAACCTATAAAT ATG
TTAATTTTATTATTGGTAGAGCG A ATTCATAAAATGACAAAAGCATTGTCAAAACATTA TGGATA A TAC

BacFwd FwdPolh
Clal

AAA TTC TTA GTC AAC GTT GCC CTT GTT ATG GTC GTA TAC ATT TCT TAC ATC TAT GCG GAT
AAG AAT CAG TTG CAA CGG GAA CAA AAA TAC CAG CAT ATG TAA AGA ATG TAG ATA CGC CTA

BamH
CGA TGG GGA TCC GAA GGA GAA GAA TTA ACT TTA GAT GAA AAA GCA GAA ATA TGC TCA GAA TTA
GCT ACC CCT AGG CTT CCT CTT CTT AAT TGA AAT CTA CTT CGT CTT TAT ACG AGT CTT AAT
5'v
GAA CTC CAA CAA AAA TAT GTA GAT ATA GCT TCC AAT ATT ATT GGC GAT CTT TCC TCT CTT CCA
CTT GAG GTT GTT ATA CAT CTA TAT CGA AGG TTA TAA TAA CCG CTA GAA AGG AGA GAA GGT
Pstl
ATG GTT GGT AAA ATT GTA GGG ACC ATA GCT GCA GCC GCG ATG ACC GTT ACC CAT GTT GCT TCT
TAC CAA CCA TTT TAA CAT CCC TGG TAT CGA CGT CGG CGC TAC TGG CAA TGG GTA CAA CGA AGA

5'vii
EcoRV

GGG AGG TTA GAT ATC GAG CAG ACG TTG TTG GGT TGC AGT GAC TTA CCT TTC GAT CAG ATT AAG
CCC TCC AAT CTA TAG CTC GTC TGC AAC AAC CCA ACG TCA CTG AAT GGA AAG CTA GTC TAA TTC

Xbal
GAA GTT CTG GAA AAG AGG TTC AAC GAA GTA GAC CGG AAG TTG GAA AGT CAC AGT GCG GCT CTA
CTT CAA GAC CTT TTC TCC AAG TTG CTT CAT CTG GCC TTC AAC CTT TCA GTG TCA CGC CGA GAT

GAG GAA ATC ACT AAA CTG GTA GAG AGA AGT ATA TCC GCG GTA GAA AAA ACA CGG AAG CAG ATG

CTC CTT TAG TGA GAC CAT CTC TCT TCA TAT AGG CGC CAT CTT TGT GCC TTC GTC TAC
3'\Vv

AAT AAG AGG TTT GAT GAA GTC ATG AAG TCT ATT CAG GAC GCA AAA GTT TCC CCC ATT GTT TCG

TTA TTC TCC AAA CTA CTT CAG TAC TTC AGA TAA GTC CTG CGT T CAA AGG GGG TAA CAA AGC

AAA ATA AAT AAC GCA AGA TAT GAT ACT GAA AAG GAA AGA ATC CGT GGT TTA AAG TTA
TTT TAT TTA TTG AAA CGT TCT ATA AAA CTA TGA CTT TTC CTT TCT TAG GCA CCA AAT TTC AAT

Hindlll
AAT GAT TAT ATT CTT AAG CTT GAA GAA CCA AAT GGC ATA CTA CTT CAT TTC AAA GAG TCG CGA
TTA CTA ATA TAA GAA TTC GAA CTT CTT GGT TTA CCG TAT GAT GAA GTA AAG CTC AGC GCT

ACT CCA AAG GAT GAT AGT TTA CAA GCT CCT TTA TTC AGT ATT ATT CAA GAA GGA TAT GCA GTA
TGA GGT TTC CTA CTA TCA AAT GTT CGA GGA AAT AAG TCA TAA TAA GTT CTT CCT ATA CGT CAT

Kpnl

CCC AAA TCA ATT GAT GAC GAA TTA GCT AAA GTT CTC TAT GCA TTG CTG TAT GGT ACC CAG
GGG TTT AGT TAA CTA CTG CTT AAT CGA AAA T CAA GAG ATA CGT AAC GAC ATA CCA TGG GTC

Ndel

ACA TAT GTC TCG GTT ATG CTC CTA GAA CAA TAC TCT TTC CTG GCT AAC CAT TAT TAC

TGT ATA CAG AGC CAA TAC AAA AAA GAG GAT CTT GTT ATG AGA AAG GAC CGA TTG GTA ATA ATG
5'IX

GAG AAA GGA GAT TTA GAA AAG TAT GAT GAA TAC AAT AAC CTT AAT AAT GTA TTA GAT

CTC TTT CCT CTA AAT CTT TTC ATA CTA CTT ATG AAA TTA TTG GAA TTA TTA CAT AAA AAT CTA

Kpnl
TTC AAA TCA TCA CTT GTG GGT ACC GGC ACA TCT AAT AAC GAA GGT CTT ATT GAC AGA GTG CTT
AAG TTT AGT AGT GAA CAC CCA TGG CCG TGT AGA TTA TTG CTT CCA GAA TAA CTG TCT CAC GAA

CAA GTT TTA ATG ACT GTT AAG AAT AGC GAG TTC TTA GGA ATT GGA AAA AAC GGT GTA GAT GAA
GTT CAA AAT TAC TGA CAA TTC TTA TCG CTC AAG AAT CCT TAA CCT TTG CCA CAT CTA CTT

ATG CTG AAC GAG AAA ATA AAT TTA TTT AAT AAA ATT AAG GAA GAA ATC GAA AGC AAG CAG AGA
TAC GAC TTG CTC TAT TTA AAT AAA TTA T TAA TTC CTT CTT TAG CTT TCG TTC GTC TCT

ATG ACA ATA AGT GAG ACA CCA GAA AAT TTT GCG CAA ATT TCA TTT GAC AAA GAT ATA ACA ACT
TAC TGT TAT TCA CTC TGT GGT CTT TTA AAA CGC GTT TAA AGT AAA (TG CTA TAT TGT TGA

CCC ATC GGA GAT TGG AGA GAT GGT CGG GAA GTA CGT TAC GCT GTA CAA TAT GCA AGT GAA ACC
GGG TAG CCT CTA ACC TCT CTA CCA GCC CTT CAT GCA ATG CGA CAT GTT ATA CGT TCA CTT TGG

Sphi
TTA TTT TCT AAA ATC GGT CAT TGG TCT GAT CCC TTG AGT GTA AGA GAG AAA GCA TGC CCT ACT
AAT AAA AGA TTT TAG CCA GTA ACC AGA CTA GGG AAC TCA CAT TCT CTC CGT ACG GGA TGA

CTC AGA ATG CCA GTT GAC CAA ACC CGA AGA AAC GTA CTT GTT TTC AGA AAA GAC AAC AGC
GAG TCT TAC GGT CAA CTG GTT TGG GCT TCT TTG CAT GAA CAA AAG TCT AAA CTG TTG TCG
5'new

BstXI Clal Bglll
AAA CCC CAA CTG GTT GGC GAA ATC ACA CCA TAC CTA TCA AAT TTC ATT GAC ATC GAT AGA GAT
GGG GTT GAC CAA CCG CTT TAG TGT GGT ATG GAT AGT TTA AAG TAA CTG TAG CTA TCT CTA

3'VI -

5"V

EcoRI

CTT TAT AAT GCC GCT AGT AAT CCT GAT TCA GCT GTA GGT AAG GAA TTC ACG AAA TTA AAC

GAA ATA TTA CGG CGA TCA TTA GGA CTA AGT CGA CAT CCA AAA TTC CTT AAG TGC AAT TTG
5'X 3N

TAT GTT GGT GCT AAT ATT AGA GCA ACT TTC GAT CAA GGA AGA ACA GTT CAT GCC GCA GCA

ATA CAA CCA CGA TTA TAA TCT CGT TGA AAG CTA GTT CCT TCT TGT CAA AAA GTA CGG CGT CGT

AAA AGT GGT AAC GAC AAG ATT ATG TTT GGA TTA ACG TTC TTA GTA AAG TCT ACT GAA TTA AAC
TCA CCA TTG CTG TTC TAA TAC AAA CCT AAT TGC AAG AAT CAT TTC AGA TGA CTT AAT TTG

Pstl
CAA CCA GAT AAA AAG GGT TAC ACT CCT ATT CAT GTA GCT GCA GAT AGT GGA AAC GCT GGT ATT
GTT GGT CTA TTT TTC CCA ATG TGA GGA TAA GTA CAT CGA CGT CTA TCA CCT TTG CGA CCA TAA

GTT AAT CTC TTG ATA CAA AGA GGT GTA TCT ATA AAT TCA AAA ACA TAC CAT TTC CTT CAA ACA
CAA TTA GAG AAC TAT GTT TCT CCA CAT AGA TAT TTA AGT TGT ATG GTA AAG GAA GTT TGT

CCA CTG CAC TTG GCT GCT CAG CGC GGA GTA AAT ACT CAA AGA TTA ATG GAG AGT CCT
GGT GAC GTG AAC CGA CGA GTC GCG CCT AAA CAT TTA TGA AAA GTT TCT AAT TAC CTC TCA GGA

GAA ATA AAT ATA AAT GAA AGA GAT AAA GAT GGA TTC ACG CCG CTA CAT TAT GCT GTT CGG GGC
CTT TAT TTA TAT TTA CTT TCT CTA CTA CCT AAG TGC GGC GAT GTA ATA CGA CAA GCC CCG
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GGT GAA AGA ATT TTG GAG GCA TTC ATG AAC CAA ATC AGT ATT GAT GTA AAT GCC AAG TCT AAT
CCA CTT TCT TAA AAC CTC CGT AAG TAC TTG GTT TAG TCA TAA CTA CAT TTA CGG TTC AGA TTA

5'X

Scal
AAG GGC TTA ACT CCT TTC CAT CTG GCA ATC ATT AAG AAC GAT TGG CCA GTA GCC AGT ACT TTA
TTC CCG AAT TGA GGA AAG GTA GAC CGT TAG TAA TTC TTG CTA ACC GGT CAT CGG TCA TGA AAT

EcoRV
TTG AGA AGC AAG AAG GTT GAT ATC AAT GCA GTC GAT GAA AAC AAC ATG ACA GCT TTG CAC TAT
AAC TCT TCG TTC TTC CAA CTA TAG TTA CGT CAG CTA CTT TTG TTG TAC TGT CGA AAC GTG ATA

GCA GCG ATT TTG GGA TAC TTA GAA ACT ACA AAA CAA TTG ATA AAC TTG AAA GAA ATA AAT GCG
CGT CGC TAA AAC CCT ATG AAT CTT TGA TGT GTT AAC TAT TTG AAC CTT TAT TTA CGC

AAT GTA GTA TCT TCT CCT GGC CTA TTG TCC GCC TTA CAC TAT GCG ATT CTC TAT AAG CAT GAT
TTA CAT CAT AGA AGA GGA CCG GAT AAC AGG CGG AAT GTG ATA CGC TAA GAG ATA TTC GTA CTA

Bglll
GAT GTG GCC TCG TTG TTG AGA TCT TCA AAT GTC AAT GTA AAC TTG AAA GCT CTC GGG GGT
CTA CAC CGG AGC AAA AAC AAC TCT AGA AGT TTA CAG TTA CAT TTG AAC TTT CGA GAG CCC CCA

ATC ACC CCA CTC CAC CTT GCC GTG ATG CAA GGA AGA AAA CAA GTT CTT TCG TTG ATG TTT AAT
TAG TGG GGT GAG GTG GAA CGG CAC TAC GTT CCT TCT TTT GTT CAA GAA AGC AAC TAC AAA TTA

ATA GGT GTG AAT ATA GAA CAG CAG ACA GAT GAA AAA TAT ACG CCC CTT CAT CTC GCG GCA ATG
TAT CCA CAC TTA TAT CTT GTC GTC TGT CTA CTT TTT ATA TGC GGG GAA GTA GAG CGC CGT TAC

AGC AAG TAT CCT GAG CTT ATT CAA ATA TTG CTA GAT CAA GAT TCG AAT TTC GAG GCA AAA ACA
TCG TTC ATA GGA CTC GAA TAA GTT TAT AAC GAT CTA GTT CTA AGC TTA AAG CTC CGT TGT

AAT TCT GGT GCA ACA CCA CTT CAT TTG GCC ACA AAG GGT AAA TCA CAA GCA GCT CTC ATT
TTA AGA CCA CGT TGT GGT GAA GTA AAC CGG TGT AAA TTC CCA AGT GTT CGT CGA GAG TAA

TTA TTG AAT AAT GAA GAG AAC TGG AGA GAC ACA GAT GAA AAT GGT CAA ATG CCT ATT CAT GGA
AAT AAC TTA TTA CTT CTC TTG ACC TCT CTG TGT CTA CTT TTA CCA GTT TAC GGA TAA GTA CCT

GCT GCA ACG ACT GGA CTG CTG GAT GTT GCT CAA GCT ATT ATT AGC ATA GAT GCC ACT GTT CTT
CGA CGT TGC TGA CCT GAC GAC CTA CAA CGA GTT CGA TAA TAA TCG TAT CTA CGG TGA CAA GAA

GAT ATA GAA GAT AAA AAT TCC GAC ACT CCC CTT AAC TTA GCG GCG CAA AAT TCT CAC ATA GAT

CTA TAT CTT CTA TTA AGG CTG TGA GGG GAA TTG AAT CGC CGC GTT TTA AGA GTG TAT CTA
3'XV

GCA GTA AAA TAC ATA GAC CAA GGA GCT GAT ATT AAT ACA AGA AAT AAA AAT GGC CAT GCT

CGT CAT ATG AAA TAT CTG GTT CCT CGA CTA TAA TTA TGT TCT TTA TTA CCG GTA CGA

CCG TTG CTT GCC TCC AAG AAG GGA AAT TTG GAT ATG GTC AAG TAT CTT TTT GAC AAG AAT
GGC AAC GAA CGG AAA AGG TTC TTC CCT TTA AAC CTA TAC CAG TTC ATA GAA AAA CTG TTC TTA

GCT AAT GTT TAT ATC GCT GAC AAT AAT GGT ATG AAT TAC TAT GCA GTT CGA AAT GGT
CGA TTA CAA ATA TAG CGA CTG TTA TTA CCA TAC TTA AAA AAA ATG ATA CGT CAA GCT TTA CCA

CAT TTG AAT ATA ATT AAA TAC GCT ATG TCA GAA AAA GAT AAG GAA TGG AGT AAT ATA GAT
GTA AAC TTA TAT TAA ATG CGA TAC AGT CTT CTA TTC AAA CTT ACC TCA TTA TAT CTA

AAT AAT AGA AGG GAT GAA TGC CCT AAA GAA GAA TGT GCA ATC TCT CAT GCA GTT TGC GAT
TTA TTA TCT TCC CTA CTT ACG GGA TTT CTT CTT ACA CGT TAG AGA GTA AAA CGT CAA ACG CTA

GCA GTT CAA TTT GAT AAA ATA GAA ATA GTA AAA TAC GTT GGT ACT CTT GAA AAT AGC
CGT CAA GTT AAA CTA TAT CTT TAT CAT ATG AAA CAA CCA TGA GAA CTT TTA AAA TCG

ATT TGT GGT CCC TTG CAT CAA GCA GCA CGG TAC GGT CAT CTT CAC ATA GTG AAA TAT TTG GTC
TAA ACA CCA GGG AAC GTA GTT CGT CGT GCC ATG CCA GTA GAA GTG TAT CAC TTT ATA AAC CAG

GAA GAA GAA TAT CTC AGT GTT GAC GGA AGC AAA ACT GAT ACT CCA TTG TGT TAC GCT TCT GAA

CTT CTT CTT ATA GAG TCA CAA CTG CCT TCG TTT TGA CTA TGA GGT AAC ACA ATG CGA AGA CTT
3'XIl

AAT GGA CAT TTA GCG GTT GTT CAA CAT CTA GTA AGT AAT GGG GCA AAA GTT AAT CAT GAT TGT

TTA CCT GTA AAT CGC CAA CAA GTT GTA GAT CAT TCA TTA CCC CGT CAA TTA GTA CTA ACA

GAT AAT GGT ATG ACA GCT ATA GAC AAA GCT ATA ACA AAA AAA CAT TTA CAA GTG GTA CAG
CTA TTA CCA TAC TGT CGA TAT CTG TTT CGA TAT TGT GTA AAT GTT CAC CAT GTC AAA

TTA GCT GCA AAT GGA GTT GAC TTC CGT CGT AAA AAT AGT CGT GGT GCT ACT CCT CTC ACG
AAT CGA CGT TTA CCT CAA CTG AAG GCA GCA TTA TCA GCA CCA CGA TGA GGA AAA GAG TGC

GCA GTG GCT GAA AAT GTC TTT GAT ATT GCA GAA TAC CTT ATT CGT GAG AAA AGA CAG GAT ATT
CGT CAC CGA CTT TTA CAG AAA CTA TAA CGT CTT ATG GAA TAA GCA CTC TTT TCT GTC CTA TAA

AAT ATA AAC GAG CAA AAT GTA GAT AAA GAC ACT GCC TTA CAT TTA GCC GTT TAT TAT AAA AAC
TTA TAT TTG CTC GTT TTA CAT CTA TTT CTG TGA CGG AAT GTA AAT CGG CAA ATA ATA TTG

TTA CAG ATG ATA AAA CTT TTA GTA AAA TAT GGA ATA GAC GTG ACT ATC AGA AAT GCT TAT GAT
AAT GTC TAC TAT TTT GAA AAT CAT TTT ATA CCT TAT CTG CAC TGA TAG TCT TTA CGA ATA CTA

AAA ACA GCT TTG GAT ATT GCC ACA GAT GCC AAA TCC AAC ATC GTC AAA TAT TTG AAA ACA
TGT CGA AAC CTA TAA CGG TGT CTA CGG AAA AGG TTG TAG CAG ATA AAC TGT

sall

AAC AGC GGA AAA TTC CGG AGG TAA GTCGACTCTGCTGAAGAGGAGGAAATTCTCCTTGAAGTTTCCCTGGTGTTCAA

TTG TCG CCT TTT AAG GCC TCC ATT CAGCTGAGACGACTTCTCCTCCTTTAAGAGGAACTTCAAAGGGACCACAAGTT
——

BacRev
AGTAAAGGAGTTTGCACCAGACGCACCTCTGTTCACTGGTCCGGCGTATTAAAACACGATACATTGTTATTAGTACATTTATTAA
TCATTTCCTCAAACGTGGTCTGCGTGGAGACAAGTGACCAGGCCGCATAATTTTGTGCTATGTAACAATAATCATGTAAATAATT

GCGCTAGATTCTGTGCGTTGTTGATT
CGCGATCTAAGACACGCAACAACTAA

RevPolh

Fig. 5. Localizacién de los primers utilizados para secuenciar las construcciones de pMelBacA-oLTX. La
secuencia es de la aLTX de L. mactans reportada por Prud'Homme (2004)
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Tabla 1. Secuencia de los primers utilizados en este trabajo. Las secuencias van del extremo 57al 3”.

Nombre Secuencia
51V AT TTCATTGACATTGATAGAGA
5V CCCGGATCCGAAGGAGAAGAATTAACT
5°VIII TTTGGATCCACCGTTACCCATGTTGCTTC
571X TTTGGATCCACATATATCTCGGTTATGTTT
5X CCCGGATCCCTTTATAATGCCGCTAGTAAT
57XI AACCAAATCAGTATTGAT
3711 AAAACCGGGATT ACCTACAGCTGAATCAGG
31V TTTTCTCTACCAGTTTAGT
3°VI GGGGTCGACTTAAATGAAATTTGATAGGTATGGTGT
37XII AGTATCAGTTTTGCTTCC
3’ XV GGGGTCGACTTAGTTAAGGGGAGTGTCGGAATT
BacFwd AAATGATAACCATCTCGC
BacRev ACTTCAAGGAGAATTTCC
FwdPolh TTTACTGTTTTCGTAACAGTTTTG
RevPolh GCTAGATTCTGTGCGTTGTTG
5'new CCTGTTTTCAGAAAATTTGAC

111.3 Estrategia para elongar el cADN que codifica para los dominios amino-anquirina de
la al. TX

Con el objetivo de adicionar los 72 nucledtidos faltantes del extremo carboxilo del dominio
de anquirinas del gen de la aLL'TX, disefiamos dos primers que contenian las secuencias
faltantes y los llamamos enlarge-1 y enlarge-2. El primer enlarge-1 consta de 57
nucledtidos, de los cuales 18 hibridan con el extremo carboxilo terminal incompleto del
dominio de anquirinas. El primer enlarge-2 estd compuesto por 61 nucledtidos e hibrida a
su vez con los 18 nucledtidos finales del primer enlarge-1. La secuencia de ambos primers

se muestra a continuacion:

Enlarge-1: 5°-ttt gac gat gtt gga aaa ttt ggc atc tgt ggc aat atc caa agc tgt ttt atc ata-3~

Enlarge-2: 5°-agt cga ctt acc tcc gga att ttc cgc tgt ttg ttt tca aat att tga cga tgt tgg aaa a-3~

La estrategia para obtener el fragmento faltante del dominio de anquirinas consistié en
realizar dos ensayos de PCR utilizando como molde la construccion pMelBacA-aLTX
incompleta y los primers 5°X y enlarge-1 en un primer ensayo. Posteriormente el producto

de esta amplificacion fue utilizado para la segunda reaccién de PCR con los primers 5'X'y
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enlarge-2. El esquema de la localizacion de los primers dentro del cADN de aLLTX se

muestra en la Fig.6.

I11.3.1 Clonacion de los productos de PCR en el vector pCR2.1TOPO

Los fragmentos obtenidos de las reacciones de PCR con las combinaciones de primers 5’ X-
enlarge-1 y 5’X-enlarge-2 fueron separados electroforéticamente en un gel de agarosa y
purificados del gel utilizando el kit High Pure PCR Product Purification Kit, de Roche. Los
fragmentos purificados se clonaron en el vector pCR2.1TOPO siguiendo las instrucciones
del manual TOPO TA Cloning de Invitrogen (pdginaS) y la clonacion fue transformada en
células ultracompetentes XL2-Blue (Stratagene) siguiendo el protocolo descrito
previamente. Las células transformadas se sembraron en placas Petri con medio LB-agar,
30 ug/mL de kanamicina y 100 pg/mL de X-gal para la seleccion de los transformantes
(colonias blancas). El1 ADN plasmidico de las clonas se aislé y se analizé con diferentes

enzimas de restriccion.
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cial BamHI
ATG AAA TTC TTA GTC AAC GTT GCC CTT GTT ATG GTC GTA TAC ATT TCT TAC ATC TAT GCG GAT CGA TGG GGA TCC GAA GGA GAA GAA TTA ACT
Y K F s v N v A = v F M v v ¥ ' s ¥ ' ¥ A o R w G s 3 G E E s T

TTA GAT GAA AAA GCA GAA ATA TGC TCA GAA TTA GAA CTC CAA CAA AAA TAT GTA GAT ATA GCT TCC AAT ATT ATT GGC GAT CTT TCC TCT CTT CCA
E A E c s E [ ¥ v ' A s G o 3

oL D K ' s E Q Q K o N ' ' L s s L
Pstl EcoRV
ATG GTT GGT AAA ATT GTA GGG ACC ATA GCT GCA GCC GCG ATG ACC GTT ACC CAT GTT GCT TCT GGG AGG TTA GAT ATC GAG CAG ACG TTG TTIG GGT
Y v G K ' v G T ' A A A A M T v T H v A s G R L o ' 3 Q s [S s G

Xbal
TGC AGT GAC TTA CCT TTC GAT CAG ATT AAG GAA GTT CTG GAA AAG AGG TTC AAC GAA GTA GAC CGG AAG TTG GAA AGT CAC AGT GCG GCT CTA GAG
c s o 3 o Q v [ 3 K R v o R E s H B A A S E

sacn

GAA ATC ACT AAA CTG GTA GAG AGA AGT ATA TCC GCG GTA GAA AAA ACA CGG AAG CAG ATG AAT AAG AGG GAT GAA GTC ATG AAG TCT ATT CAG
' T s v E R s ' s A v E K ™ 3 K Q M K R o e v M K s ' Q

GAC GCA AAA GTT TCC CCC ATT GTT TCG AAA ATA AAT AAC GCA AGA TAT GAT ACT GAA AAG GAA AGA ATC CGT GGT TTA AAG TTA AAT GAT
» D A K v s P ' v s K ' N N F A R ¥ F D T E K E R ' R G s K = N o

Hindll
TAT ATT CTT AAG CTT GAA GAA CCA AAT GGC ATA CTA CTT CAT TTC AAA GAG TCG CGA ACT CCA AAG GAT GAT AGT TTA CAA GCT CCT TTA TTC AGT
Y 3 G ' S H F 3 s R T 3 o o s A 3 S F s

Kpnl
ATT ATT CAA GAA GGA TAT GCA GTA CCC AAA TCA ATT GAT GAC GAA TTA GCT TTT AAA GTT CTC TAT GCA TTG CTG TAT GGT ACC CAG ACA TAT GTC
G v A v 3 s o o E A s A s ¥ G T Q ™ ¥ v

TCG GTT ATG CTC CTA GAA CAA TAC TCT TTC CTG GCT AAC CAT TAT TAC GAG AAA GGA GAT TTA GAA AAG TAT GAT GAA TAC AAT AAC
s [ L ¥ s F s A N H ¥ ¥ E G D E K ¥ D E v F N N

Kpni
CTT AAT AAT GTA TTA GAT TTC AAA TCA TCA CTT GTG GGT ACC GGC ACA TCT AAT AAC GAA GGT CTT ATT GAC AGA GTG CTT CAA GTT TTA ATG
v o s s s v G T G T s N N E G s ' o R v S Q v s ™M

ACT GTT AAG AAT AGC GAG TTC TTA GGA ATT GGA AAA AAC GGT GTA GAT GAA ATG CTG AAC GAG AAA ATA AAT TTA AAT AAA ATT AAG GAA GAA
T s E G G K G v o M S E ' K ' K E E

ATC GAA AGC AAG CAG AGA ATG ACA ATA AGT GAG ACA CCA GAA AAT TTT GCG CAA ATT TCA TTT GAC AAA GAT ATA ACA ACT CCC ATC GGA GAT TGG
[ s Q R M T ' s E T 3 E N F A Q ' s o ' h T 3 ' G o w

AGA GAT GGT CGG GAA GTA CGT TAC GCT GTA CAA TAT GCA AGT GAA ACC TTA TTT TCT AAA ATC GGT CAT TGG TCT GAT CCC TTG AGT GTA AGA GAG
R G R v 3 ¥ A Q ¥ A s E ks L F s ' H w s o P s s v R E

Bstxi
AAA GCA TGC CCT ACT CTC AGA ATG CCA GTT GAC CAA ACC CGA AGA AAC GTA CTT GTT TTC AGA AAA GAC AAC AGC AAA CCC CAA CTG GTT GGC
A c P T [ R ) T R R N v S v F R K F ) N s = v G

clal Bglll EcoRI
GAA ATC ACA CCA TAC CTA TCA AAT TTC ATT GAC ATC GAT AGA GAT CTT TAT AAT GCC GCT AGT AAT CCT GAT TCA GCT GTA GGT AAG GAA TTC
' 3 ¥ s s o R o S ¥ N A A s B o s A v G F K E F

5%

ACG AAA TTA AAC TAT GTT GGT GCT AAT ATT AGA GCA ACT TTC GAT CAA GGA AGA ACA GTT CAT GCC GCA GCA AAA AGT GGT AAC GAC AAG ATT
T K N ¥ G A R A F o Q G R T v H A A A K s G N o K

ATG TTT GGA TTA ACG TTC TTA GTA AAG TCT ACT GAA TTA AAC CAA CCA GAT AAA AAG GGT TAC ACT CCT ATT CAT GTA GCT GCA GAT AGT GGA AAC
™M G T v s T N Q 3 o G ¥ T 3 H v A A D s G

GCT GGT ATT GTT AAT CTC TTG ATA CAA AGA GGT GTA TCT ATA AAT TCA AAA ACA TAC CAT TTC CTT CAA ACA CCA CTG CAC TTG GCT GCT CAG CGC
boA G [S ' R G v s ' N s ¥ H T 3 [S H S A A Q R

GGA GTA AAT ACT CAA AGA TTA ATG GAG AGT CCT GAA ATA AAT ATA AAT GAA AGA GAT AAA GAT GGA TTC ACG CCG CTA CAT TAT GCT GTT
G v T R M E s P E ' N ' R o o G T 3 s H ¥ A v

CGG GGC GGT GAA AGA ATT TTG GAG GCA TTC ATG AAC CAA ATC AGT ATT GAT GTA AAT GCC AAG TCT AAT AAG GGC TTA ACT CCT TTC CAT CTG GCA
R G G R E A M N Q ' s o A s G s ks 3 F H s A

> E ' s F ' v N K N K
scal EcoRV
ATC ATT AAG AAC GAT TGG CCA GTA GCC AGT ACT TTA TTG AGA AGC AAG AAG GTT GAT ATC AAT GCA GTC GAT GAA AAC AAC ATG ACA GCT TTG CAC
o ' K N ) w 3 v A s T s L R s K K v D ' N A v 3 E N N M T A L H

TAT GCA GCG ATT TTG GGA TAC TTA GAA ACT ACA AAA CAA TTG ATA AAC TTG AAA GAA ATA AAT GCG AAT GTA GTA TCT TCT CCT GGC CTA TTIG TCC
¥ A A G ¥ T T K L ' N L K E ' A v v s s 3 G [ L s

Bglll
GCC TTA CAC TAT GCG ATT CTC TAT AAG CAT GAT GAT GTG GCC TCG TTG TTG AGA TCT TCA AAT GTC AAT GTA AAC TTIG AAA GCT CTC GGG GGT
A H Y A s ¥ H o o v A s F L s R s s v v N L K A s G G

ATC ACC CCA CTC CAC CTT GCC GTG ATG CAA GGA AGA AAA CAA GTT CTT TCG TTG ATG AAT ATA GGT GTG AAT ATA GAA CAG CAG ACA GAT GAA
[ k 3 s H A v M G R Q v s M ' G v N ' Q Q T o

AAA TAT ACG CCC CTT CAT CTC GCG GCA ATG AGC AAG TAT CCT GAG CTT ATT CAA ATA TTG CTA GAT CAA GAT TCG AAT TTC GAG GCA AAA ACA AAT
¥ T 3 s A A M s K ¥ 3 E ' L s o o s N E A K T

TCT GGT GCA ACA CCA CTT CAT TTG GCC ACA TTT AAG GGT AAA TCA CAA GCA GCT CTC ATT TTA TTG AAT AAT GAA GAG AAC TGG AGA GAC ACA GAT
v s G A T P H A ™ K G K s Q A [= E w R D T [

GAA AAT GGT CAA ATG CCT ATT CAT GGA GCT GCA ACG ACT GGA CTG CTG GAT GTT GCT CAA GCT ATT ATT AGC ATA GAT GCC ACT GTT CTT GAT ATA
G ™M P H G A A T T G L = o A Q A s D A T v s o '

GAA GAT AAA AAT TCC GAC ACT CCC CTT AAC TTA GCG GCG CAA AAT TCT CAC ATA GAT GCA GTA AAA TAC ATA GAC CAA GGA GCT GAT ATT AAT
D s D T 3 A A Q N s H o A v ¥ o G A D '

ACA AGA AAT AAA AAT GGC CAT GCT CCG TTG CTT GCC TCC AAG AAG GGA AAT TTG GAT ATG GTC AAG TAT CTT GAC AAG AAT GCT AAT GTT
T R G H A 3 A s K K G N s o M v K ¥ s F o K N A N
TAT ATC GCT GAC AAT AAT GGT ATG AAT TAC TAT GCA GTT CGA AAT GGT CAT TTG AAT ATA ATT AAA TAC GCT ATG TCA GAA AAA GAT AAG
¥ ' A G M ¥ Y A v R G H ' ¥ A M s E K o
GAA TGG AGT AAT ATA GAT AAT AAT AGA AGG GAT GAA TGC CCT AAA GAA GAA TGT GCA ATC TCT CAT GCA GTT TGC GAT GCA GTT CAA
w ' o R R o c A ' s A c

E c 3 K 3 E o A v Q F

GAT AAA ATA GAA ATA GTA AAA TAC GTT GGT ACT CTT GAA AAT AGC ATT TGT GGT CCC TTG CAT CAA GCA GCA CGG TAC GGT CAT CTT CAC
K ' ' v K ¥ G T [= £ N F s ' c G 3 A A R ¥ G H s H

ATA GTG AAA TAT TTG GTC GAA GAA GAA TAT CTC AGT GTT GAC GGA AGC AAA ACT GAT ACT CCA TTG TGT TAC GCT TCT GAA AAT GGA CAT TTA GCG
' v K ¥ v E ¥ = s o G s 3 T D T 3 c A s E N G H L A

GTT GTT CAA CAT CTA GTA AGT AAT GGG GCA AAA GTT AAT CAT GAT TGT GAT AAT GGT ATG ACA GCT ATA GAC AAA GCT ATA ACA AAA AAA CAT TTA
Q H S v s N G A H o c o G M T A ' o K A ' T K K H

CAA GTG GTA CAG TTT TTA GCT GCA AAT GGA GTT GAC TTC CGT CGT AAA AAT AGT CGT GGT GCT ACT CCT TIT CTC ACG GCA GTG GCT GAA AAT GTC
v v Q A A G v D R R K N s R G A T P s T A v A E N v

GAT ATT GCA GAA TAC CTT ATT CGT GAG AAA AGA CAG GAT ATT AAT ATA AAC GAG CAA AAT GTA GAT AAA GAC ACT GCC TTA CAT TTA GCC GTT
D A ¥ R 3 R Q o ' N ' N E v o o i A s H s A

TAT TAT AAA AAC TTA CAG ATG ATA AAA CTT TTA GTA AAA TAT GGA ATA GAC GTG ACT ATC AGA AAT GCT TAT GAT AAA ACA GCT TTG GAT AT
¥ v K ¥ G l o v ks ' R N A M ) K T A L o '

enlarge-1
Sall
GCC ACA GAT GCC AAA ttt tcc aac atc gtc aaa tat ttg aaa aca aac age 9ga aaa ttc cgg agg taa gtcgact
»A T Do A K F S N 1 VvV K Y L kK T N S G K F R R =

enlarge-2

Fig.6. Localizacion de los primers 57X, enlarge-1 y enlarge-2 dentro de la secuencia de cADN
que codifica para los dominios amino-anquirina de la aL'TX.
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I11.3.2 Sustitucion del dominio de anquirinas incompleto de la aLTX por el dominio

completo en la construccion pMelBacA-aLTX

Con el objetivo de eliminar de la construccion pMelBacA-aL'TX incompleta el dominio de
anquirinas e insertar el nuevo dominio de anquirinas completo, los vectores pCR2.1-TOPO-
5"X-enlarge2 y pMelBacA-aLTX incompleta fueron digeridos con las enzimas de
restriccién EcoR 1y Sal 1. Posteriormente el vector pMelBacA-aLTX incompleta fue
desfosforilado utilizando Fosfatasa Alcalina. Los fragmentos de la digestion se separaron
mediante una electroforesis en gel de agarosa y las bandas de interés se cortaron del gel y
se purificaron para su posterior ligacion a 16°C durante 20 horas. El producto de la ligacion
fue transformado en células de E. coli XLL1 Blue supercompetentes siguiendo el protocolo
sugerido por los proveedores: se le agregan 100uL de células compententes a la ligacion y
la mezcla se dejé en hielo durante 30 minutos, se le dié luego un choque térmico de 45
segundos a 42°C e inmediatamente después se puso en hielo por 2 minutos. Las células se
recuperaron con medio SOC durante 1h a 37°C y se sembraron en placas Petri con medio

LB-agar y 30 ug/mL de ampicilina para la seleccion de los transformantes.

111. 4 Andlisis de las secuencias
Las secuencias nucleotidicas de todas las construcciones obtenidas fueron analizadas

utilizando el programa Gene Inspector (Textco, Inc).

I11.5 Electroforesis

Todos los geles para andlisis de ADN fueron de agarosa al 1%. Las separaciones se
llevaron a cabo en buffer TAE 1X a 100V.

Los geles para la separacion de las proteinas fueron de acrilamida al 10% y en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE), de acuerdo a la técnica descrita por Laemmli en 1970. Las

separaciones electroforéticas se realizaron a 10 V/cm.
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111.6 Obtencion de los baculovirus recombinantes

I11.6.1 Cotransfeccion en células de insecto

Las cotransfecciones con las construcciones pMelBacA-aLTX y pMelBacA-aLTX-NT
junto al ADN viral Bac-N-Blue se realizaron siguiendo el protocolo descrito en las pdginas

9-10 del manual Bac-N-Blue Transfection and Expression Guide (Invitrogen).

I11.6.2 Ensayo en placas

Células Sf9, cultivadas en medio TNM-FH al 10% de SFT y 0.5% pluronic F-68 y con una
viabilidad mayor del 97% fueron sembradas en placas de cultivo de 6 pozos de fondo plano
a razon de 2*10° células/pozo en 3mL totales. Se incubaron a temperatura ambiente por 30
minutos para permitir su correcta adhesion al fondo de los pozos y se elimind el medio de
cultivo por aspiracion. Luego se adicionaron a los pozos 800uL de diluciones seriadas del
sobrenadante de las cotransfecciones o del sobrenadante de las amplificaciones de los virus,
las cuales se realizaron con medio de cultivo TNM-FH al 10% SFT. Las placas de cultivo
se sellaron e incubaron en un agitador orbital a razon de 2 oscilaciones/min durante 3h a
temperatura ambiente y en la oscuridad. Nuevamente se elimind el medio de cultivo por
aspiracion y se adicioné 1 mL/pozo de una mezcla 1:1, previamente preparada y mantenida
a 47°C, de agarosa de bajo punto de fusion al 3%:TNM-FH 2X, 20% SFT y 300 ug/mL de
X-gal. Luego de que la mezcla medio-agarosa gelifico sobre las células, éstas se incubaron
durante 9 dfas a 27°C y las placas virales recombinantes se contaron a simple vista en un

transiluminador. La manipulacion de las células se realizé siempre en condiciones estériles.

I11.6.3 Clonacion de las placas virales

Para aislar y preservar las placas virales obtenidas como resultado de los ensayos en placa,
se extrajeron las placas azules del medio con agarosa con ayuda de una pipeta Pasteur. Este
tapon de agarosa fue dispersado en 200uL. de medio de cultivo Sf900-1T al 0.5% de SFT y

almacenado a 4°C.
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I11.6.4 Amplificacion de las placas virales

Para la primera amplificacion de las placas virales se sembraron células Sf9, cultivadas en
medio Sf900-1II sin suero y con una viabilidad superior al 97%, en placas de cultivo de 6
pozos a razén de 1*10° células/pozo en 2mL totales. A este cultivo se le adicionaron 100uL
de las placas virales clonadas y se incubaron durante 4 dias a 27°C. El sobrenadante de este
cultivo fue recolectado y guardado a 4°C con 0.5% SFT para garantizar una mayor
integridad de los virus. La segunda amplificacién de los virus se realizé sembrando 30%10°
células Sf9 en 60 mL de medio Sf900-II, en un matraz de 250 mL. Las células se infectaron
con 100uL del sobrenadante de la primera amplificacion viral y se incubaron a 27°C en
agitacion. La recoleccion del sobrenadante de cultivo se realizé 4 dias postinfeccion y se

guardé a 4°C con 0.5% SFT.

111.7 Identificacion y aislamiento del gen de la alLTX a partir del genoma de los virus

recombinantes

II1.7.1 Aislamiento del ADN de los virus recombinantes

El ADN viral se aislé siguiendo el protocolo que aparece en el manual Bac-N-Blue
Transfection and Expression Guide de Invitrogen/pagina 25. Para ello utilizamos 1mL del

sobrenadante de cultivo de la segunda amplificacidn viral.

I11.7.2 Anadlisis del ADN viral

Utilizando la técnica de PCR, se amplifico el gen de la aL'TX fusionado al péptido sefial de
la melitina (Mel-LTX) a partir del ADN de los virus recombinantes. Se utilizaron los
primers FwdPolh y RevPolh, que hibridan en los extremos del gen de la poliedrina.
También se amplific el dominio amino de la aLTX fusionado al péptido sefial de la
melitina con los primers FwdPolh y 3"VI.

La secuencia y la ubicaciéon de los primers se muestra en la Tabla 1 y en la Fig. 5,

respectivamente.
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I11.8 Expresion y purificacion de al.TX recombinante

I11.8.1 Estudio de la cinética de expresion de la oLTX recombinante

Para estudiar la expresion de la aL'TX recombinante se infectaron células de insecto H5
con los baculovirus recombinantes variando los pardmetros de multiplicidad de infeccion y
densidad celular inicial. Los sobrenadantes de cultivo fueron recolectados a las 24, 48 [72 y
96 horas post-infeccion y se midié la densidad y viabilidad celular por conteo en un
hematocitémetro utilizando una solucién de Azul de Tripano al 0.04%. Las proteinas
presentes en el sobrenadante de cultivo se separaron por SDS-PAGE y la presencia de

aLTX recombinante se determiné mediante ensayos de Western Blot.

I11.8.2 Purificacion de la aLTX recombinante siguiendo el protocolo de Volynski et al

(1999)

La purificacion de aLTX recombinante se realizé siguiendo el protocolo descrito por
Volynski y colaboradores (1999) con algunas modificaciones. Se sembraron células H5 en
de medio de cultivo SF900-II a una densidad de 1*10° células/mL , y se infectaron a una
MOI de 5 con los virus recombinantes. Las células se incubaron en agitacion a 26°C y
luego de 48h se les adicioné una mezcla de inhibidores de proteasas (Complete mini
EDTA-Free, Roche) y se incubaron nuevamente en agitacion durante 30min a 4°C.
Posteriormente el pH del cultivo se elevd hasta 8.2 con una solucién de Tris-base 1M y se
aislo el sobrenadante por centrifugacion a 3500 rpm durante 15min. Seguidamente el
sobrenadante fue diluido 5 veces con una solucion tampén 25mM Tris-HCI pH 8.2 y se
paso a través de un filtro de intercambio anidnico (Sartobind Q15, Sartorius). Luego de
varios lavados, las proteinas adheridas al filtro se eluyeron con 3mL de una solucion
tampon de 25mM Tris-HCL, 1M NaCl pH 8.2 e inmediatamente se diluyeron 10 veces con
la solucion tampdn 25mM Tris-HCI pH 8.2, resultando en una concentracién final de NaCl
de 0.1M. Este purificado se pasé a través de una columna MonoQ (Pharmacia) equilibrada
con una solucién tampén de 25mM Tris-HCIl, 0.1M de NaCl pH 8.2. La proteina
recombinante fue eluida de la columna con un gradiente de NaCl desde 0.1M hasta 0.5M en
la misma soluciéon tampdn. Las fracciones obtenidas durante la cromatografia fueron

analizadas por SDS-PAGE y Western Blot.
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I11.8.3 Ensayo en tubo para determinar pH de trabajo

A través de este ensayo se mide la capacidad de interaccion de la proteina que se desea
purificar mediante cromatografia de intercambio anidnico con una resina especifica en
funcion del pH. En este caso utilizamos la resina Q-Sepharosa y diferentes soluciones
tampones a distintos pHs: Tris-HCI 25mM pH 8.3, 8 y 7.5; Bis-Tris-propano-HCl 20mM
pH 7 y 6.5; L-Histidina 20mM, pH 6. Estas soluciones tampones son las recomendadas en
el Current Protocols in Protein Sciences, Intercambio anionico (2007). Brevemente, se
adicionaron 500uL de resina en tubos eppendorf y se lavaron 3 veces con cada una de las
soluciones tampones. Al término de los lavados, la resina se resuspendié en 500uL de estas
soluciones. Seguidamente se adicionaron otros 500uL con diferentes soluciones de Tris-
HCL a diferentes pHs que contenian la mezcla de proteinas a analizar y se incubaron con la
resina durante 30 minutos a temperatura ambiente en un agitador orbital. Posteriormente la
resina se dejo asentar durante 2h a 4°C y se midi6 la presencia de la aLTX en el

sobrenadante mediante ensayos de Western blot.

I11.8.4 Purificacion de aLTX recombinante utilizando un protocolo alternativo

Se sembraron células H5 en medio de cultivo SF900-II a una densidad inicial de 1*10°
células/mL y se infectaron a una MOI de 5 con los virus recombinantes. Las células se
incubaron en agitacién a 26°C y luego de 48h se les adicioné una mezcla de inhibidores de
proteasas (Complete mini EDTA-Free, Roche) y se incubaron nuevamente en agitacion
durante 30min a 4°C. El sobrenadante de cultivo se aislé por centrifugacion a 3500 rpm
durante 30min y se diluyé 1/2 con una solucion tampdn de L-histidina 20mM pH 6. En
estas condiciones, se paso 2 veces a través de un filtro de intercambio aniénico (Sartobind
Q15, Sartorius) y luego de varios lavados con la misma solucion, las proteinas adheridas al
filtro se eluyeron con 3mL de la solucién tampén de L-His 20mM y 0.5M NaCl pH 6. El
eluato se dializé contra la solucion de L-His 20mM para eliminar la sal y se paso a través
de una columna MonoQ (Pharmacia) equilibrada con la solucion tampdén de L-His 20mM
pH6. La proteina recombinante fue eluida de la columna con un gradiente de NaCl desde 0

hasta 0.5M en la misma solucion tampodn.
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111.9 Tincion neutral de proteinas con nitrato de plata

Las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE y se visualizaron mediante un protocolo
de tincidén neutral con nitrato de plata que se describe a continuacion. Los geles de
acrilamida fueron sumergidos en una solucién de etanol al 30% y écido acético al 10% para
la fijacion de las proteinas durante un tiempo minimo de 3h. Luego se decantd esta solucion
y se realizaron dos lavados con una solucion de etanol al 30% durante 30min. Se elimind el
etanol y se realizaron 3 lavados con agua destilada durante 10min. Posteriormente, los
geles se incubaron con una solucién de nitrato de plata al 0.1% durante 30min. Esta
solucién se elimind y se realizé un lavado de 20 segundos con agua destilada. La
visualizacion de las bandas proteicas en los geles se realizé con una solucion de carbonato
de sodio al 2.5% y 0.02% de formaldehido. Para detener la reaccion se utilizé una solucion

de 4cido acético al 1%. Luego se lavaron los geles con agua destilada.

111.10 Western Blot

Para los ensayos de Western Blot las proteinas y los componentes del veneno se separaron
mediante SDS-PAGE y luego fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Bio-
Rad). El gel y los papeles de filtro (Whatman 3MM) asi como la membrana fueron
sumergidos en la solucion de transferencia para cimaras semi-secas durante 5 minutos. El
sandwich quedd de forma que el gel y la membrana se intercalaron entre 6 papeles de filtro
y la transferencia se realizé durante 1h a 400mA en una cdmara de electrotransferencia
semi-seca HEP-1 (OWL). Para la inmunodeteccién de la aLTX recombinante
primeramente se bloqued la membrana con una solucién al 5% de leche descremada en una
solucion salina tamponada con Tris-HCI, 0.05% Tween 20 (TBST). Luego de tres lavados
con TBST la membrana se incubd durante lh en agitacion con un suero de conejo
especifico por el dominio amino de la aLL'TX en una solucion de TBST y 0.1% de leche
descremada. De igual forma, se realizaron 3 lavados con TBST y la membrana se incubd
con un anticuerpo anti-IgG (H+L) de conejo acoplado a fosfatasa alcalina (Zymed) durante
1h. Se volvié a lavar la membrana 3 veces con TBST y el reconocimiento de la aLTX
recombinante por el suero se visualizd por incubacion de la membrana en una solucion de

BCIP y NBT (Zymed) al 10%. La reaccién se detuvo con una solucion de SmM EDTA.
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111.11 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de cada preparacion de proteinas se hizo con el kit Micro BCA Protein
Assay Reagent (Pierce): el dcido Bicinconinico (BCA) en su forma de sal de sodio
reacciona de manera sensible, estable y especifica con el i6n cuproso. La presencia de
enlaces peptidicos y la contribucién de las cadenas laterales de algunos aminodcidos
(especialmente cisteina, triptofano y tirosina) son los responsables de la generacion de
cobre reducido. La reaccidn colorimétrica se da por la interaccién de dos moléculas de
BCA con un i6n cuproso; este complejo es soluble en agua y absorbe a 562nm (Smith et al.,
1985). Para este ensayo se hace una curva patrén con BSA a concentraciones de 5, 10, 20,

40y 80 pug/ml.
111.12 Estudio de la toxicidad de la oLTX recombinante

Para evaluar la capacidad de la aLTX recombinante de producir los mismos sintomas de
envenenamiento producidos por el veneno de la arafia L. mactans, ratones de la cepa CD1
fueron inyectados por la vena caudal con 500xL del sobrenadante de cultivo de células H5
infectadas con los baculovirus recombinantes o con diferentes preparaciones de la aLTX
luego del proceso de purificacion. Cada cierto tiempo observamos el comportamiento de
los animales y la presencia de ataxia, cierre de los parpados y contraccidn del lomo, que son
los sintomas mads frecuentes del envenenamiento producido por la mordedura de la arafia

viuda negra.

111.13 Inmunizaciones con la o LTX recombinante

Se inici6 un protocolo de inmunizacidn de dos conejos de la cepa NZW (conejos 25 y 27)
utilizando como inmundgeno tanto el sobrenadante de cultivo de células HS infectadas con
los baculovirus recombinantes como las fracciones de la purificacién por MonoQ-FPLC
donde se encontrd la aLTX. Este estudio se realizé con el objetivo de evaluar si la toxina
era capaz de generar una respuesta inmune en conejos que reconociera y neutralizara los
efectos del veneno de L. mactans. Las inmunizaciones se realizaron por via subcutdnea
cada 8 dias durante 4 meses y medio y los conejos fueron sangrados antes del inicio del
protocolo y en 9 ocasiones durante el tiempo que durd el protocolo. La primera dosis se
administré emulsificada en ACF, y las dosis posteriores se administraron con AIF para el

conejo 25 y alternando AIF y alimina para el conejo 27.
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111.14 Ensayo de ELISA para evaluar la respuesta inmune contra el veneno de L. mactans

en los conejos inmunizados

Placas Maxisorp (Nunc) fueron sensibilizadas con 100 ng/pozo del veneno de L. mactans
en una solucion de 100mM carbonato/bicarbonato a pH 9.6 y se incubaron durante toda la
noche a 4°C. Los pozos se bloquearon con una solucién de S0mM Tris-HCI pH 8, 0.5%
gelatina 'y 0.2% de Tween 20 durante 2h a temperatura ambiente. Los sueros de los conejos,
tanto preinmunes como los obtenidos luego de las sangrias, fueron diluidos 1/30 y
posteriormente se diluyeron de forma seriada 1/3 con la solucién de reaccién (50mM
Tris/HCI, 0.5M NacCl, 0.1% gelatina y 0.05% Tween 20) y se incubaron con el veneno
durante 1h a 37°C. Como segundo anticuerpo se utilizé un conjugado anti-IgG de conejo
acoplado a fosfatasa alcalina (Zymed) a una dilucién de 1/2000 en la solucidon de reaccion e
igualmente se incubaron durante 1h a 37°C. El desarrollo de color se obtuvo adicionando
una solucion de pNPP (p-nitrofenilfosfato) de Zymed y la densidad Jptica se determiné en
un espectrofotometro TECAN a una longitud de onda de 405nm. Los lavados
correspondientes entre cada paso de incubacion se realizaron con una soluciéon de 50mM
Tris-HCI a pH 8, 150mM NaCl y 0.05% Tween 20. Los datos obtenidos fueron procesados
mediante el programa GraphPad Prism (Versién 2; GraphPad Software, Inc. San Diego,
CA).
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IV. Resultados

1V.1 Clonacion del cADN de la aLL.TX en el vector pMelBacA

Como material de partida, contamos con el cADN correspondiente a los domimios amino-
anquirinas de la aLLTX clonado en el vector de secuenciaciéon pCR2.1TOPO (Prud ' Homme,
2004), asi como con el vector de transferencia baculoviral pMelBacA (Fig. 7). Para
subclonar el cADN de la aLTX en el vector pMelBacA de manera que quedara en fase con
la secuencia del péptido sefial de la melitina, presente en dicho vector, ambos vectores
fueron digeridos con las enzimas de restriccion BamH 1y Sal 1. Posteriormente, el vector
pMelBacA fue desfosforilado con Fosfatasa Alcalina. El inserto de 3.5 kb correspondiente
ala aLTX y el vector PMelBacA (4.8 kb) se separaron del resto de los fragmentos de la
digestion mediante una electroforesis en gel de agarosa, de donde se cortaron y purificaron

para su posterior ligacion.
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Fig. 7 Esquema de la construccién de la aL'TX clonada en el vector pCR2.1-TOPO (A) y del vector
pMelBacA (B), donde se sefialan los principales sitios de restriccion. Las enzimas de restriccién
utilizadas en la subclonacién del gen de la aLTX se muestran en verde y el cADN de la aLTX se
muestra en rojo.
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El producto de la ligacion fue transformado en células de E. coli XL2 Blue
ultracompetentes, las cuales se sembraron en una placa de medio LB con ampicilina. De las
14 colonias que crecieron en la placa donde se sembr6 la ligacidn, se seleccionaron 6 y se
resembraron por separado en medio LB liquido con el mismo antibidtico. Se purifico el
ADN plasmidico de las colonias sembradas y fue digerido con la enzima de restriccion
BamH 1. De los 6 plasmidos analizados, tres tenfan el tamafio calculado para el vector
pMelBacA-aLTX (8.25 kb), y correspondieron a las colonias bacterianas que exhibieron el
crecimiento mds lento. Seguidamente realizamos un andlisis de restriccion mds exhaustivo
de estos tres vectores con las enzimas de restriccion Cla I, Pst 1'y Bgl 11. El patron de
bandas observado luego de separar los productos de la digestion enzimadtica en un gel de
agarosa fue el esperado para la construccion pMelBacA-oLTX en las 3 clonas analizadas,
excepto para la enzima Cla I (Fig.8). Una de estas tres clonas se resembré en 50 mL de
medio LB para purificar mayores cantidades de ADN plasmidico y procedimos a su

secuenciacion.
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Fig. 8. A. Esquema del vector pMelBacA que contiene el cADN amino-anquirinas de la aLTX. Se
sefialan los principales sitios de restriccion y las enzimas utilizadas en la subclonacién se muestran
en verde. En rojo se destaca la regidn codificante del cADN de la aLTX fusionada al péptido sefial
de la melitina, el cual se muestra de color verde. Con flecha negra se representa la traduccion a
protefna. B. Andlisis de restriccion de la clona 4 de pMelBacA-aLTX. 1)ppM AHind 111: 23, 9.4,
6.5, 4.3,2.3,2.0 y 0.56 kb, 2) vector sin digerir, 3) BamH 1, 4) Cla 1, 5) Pst 1, 6) Bgl 11. Este patr6n
es representativo de las 3 clonas analizadas.
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1V.2 Elongacion del dominio de anquirinas incompleto de la alLTX

El andlisis de la secuencia nucleotidica del vector pMelBacA-oaLTX, arrojo que faltaban 72
nucledtidos correspondientes al extremo carboxilo del dominio de anquirinas del cADN de
la aLTX , los cuales también estaban ausentes en la construccion de partida pCR2.1
TOPO-oLTX. Con el objetivo de adicionar los nucleétidos faltantes, disefilamos dos
primers sobrelapados que contenian la secuencia faltante y los llamamos enlarge-1 y
enlarge-2. La estrategia para obtener el fragmento final del dominio de anquirinas consistio
en realizar dos ensayos de PCR utilizando como molde la construccién pMelBacA-oLTX
incompleta y los primers 5°X, enlarge-1 y enlarge-2. Primeramente, realizamos un ensayo
de PCR utilizando como molde la construccién pMelBacA-aL'TX incompleta y los primers
5°X y enlarge-1. Como resultado, obtuvimos una banda de 2.19 kb correspondiente al
dominio de anquirinas (Fig. 9), la cual fue purificada a partir del gel de agarosa y clonada
en el vector de secuenciacion pCR2.1 TOPO. La transformacion se realizé en células de E.
coli de la cepa XL2 Blue ultracompetentes y las colonias resultantes se sembraron en medio

LB con kanamicina y X-gal para la seleccion de los transformantes (colonias blancas).

| i Fig.9. Gel de agarosa donde se observa el fragmento de 2.19
kb correspondiente al producto de la amplificacién y
elongacién del dominio de anquirinas del cADN de la oL TX

1: ppM AHind 11I: 23,9.4,6.5,4.3,2.3, 2.0,y 0.56 kb
2: PMelBacA-aLTX + 5°X + enlarge-1
3: ¢(-) 5°X+ enlarge-1

Como resultado de la transformacion se obtuvieron numerosas colonias, de las cuales
sembramos 9 en medio LB liquido para la extraccion de ADN plasmidico. Una digestion
preliminar de los pldsmidos obtenidos con la enzima de restriccidon EcoR 1, seguida de una
electroforesis en un gel de agarosa, arrojé que las clonas 7 y 2 tenfan insertada la banda
amplificada por PCR dentro del vector pCR2.1 TOPO. Posteriormente, realizamos un

chequeo de restriccion mds exhaustivo de estas clonas con las enzimas de restriccion Xho 1,
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Bgl 11 'y Pst I, comprobando que la banda 5°X-enlarge-1 se insertd en la orientacion directa

en la clona 7 y en direccidén invertida en la clona 2 (Fig. 10).

Pstl

pCR2.1TOPO-5"X-enl1 pCR2.1TOPO-5"X-enl1
clon7 clon 2
6.1 kb 6.1 kb

Fig. 10. Clonacion en el vector pCR2.1TOPO del dominio de anquirinas amplificado por PCR con
los primers 5°X y enlarge-1. A) Construccion in silico del vector pCR2.1TOPO-5"X-enlarge-1
clona 7. B) Construccién in silico del vector pCR2.1TOPO-5"X-enlarge-1 clona 2. Los fragmentos
amplificados por PCR se muestran en gris.

C) Andlisis de restriccion del pldsmido pCR2.1 TOPO-Banda 5°X-enlarge-1 aislado de las colonias
2y7.1)ppM AHind 11I: 23, 9.4, 6.5, 4.3, 2.3, 2.0, y 0.56 kb. 2) 2-sin digerir, 3) 2-Xho 1, 4) 2-Bgl 11,
5) 2-Pst 1, 6) 7-sin digerir, 7) 7-Xho 1, 8) 7-Bgl 11, 9) 7-Pst 1.
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Tomando como molde el ADN plasmidico aislado de las clonas 2 y 7, realizamos otro
ensayo de PCR con el objetivo de completar el dominio de anquirinas de la aLLTX. El
resultado de este ensayo se muestra en la Fig.11, donde se observa una banda de 2.23 kb
como producto de la amplificacion a partir del vector pCR2.1TOPO-5"X-enlarge-1 clona 2
utilizando los primers 5’X y enlarge-2 (carril 3). No se logré amplificar el dominio de
anquirinas a partir del ADN plasmidico de la clona 7 con los mismos primers (carril 5).
Como control positivo del experimento utilizamos los primers 5°X y enlarge-1 (carriles 2 y

4), obteniéndose la banda esperada de 2.19 kb en ambas clonas.

Fig.11. Gel de agarosa donde se observan los productos de PCR
de la amplificacién del vector pCR2.1TOPO-5"X-enlarge-1
proveniente de las clonas bacterianas 2y 7.

: ppM AHind 111: 23, 9.4, 6.5, 4.3,2.3, 2.0,y 0.56 kb.
: vector -c2+ 5"X+enlarge-1
: vector -c2+ 5"X+enlarge-2
: vector -c7+ 5"X+enlarge-1
: vector -c7+ 5"X+enlarge-2

DB W N =

La banda amplificada con los primers 5°X y enlarge-2 proveniente de la clona 2 fue
purificada del gel de agarosa y clonada nuevamente en el vector pCR2.1TOPO.
Seguidamente, esta construccion fue transformada en células de E. coli de la cepa XL2
Blue, las cuales se sembraron en placas de medio LB con kanamicina y X-gal. De las
colonias blancas obtenidas, sembramos 6 en medio LB liquido para la purificacion de su
ADN plasmidico y posterior digestion con la enzima de restriccion Sal I con el propdsito de
detectar la presencia del producto de PCR insertado en el vector pCR2.1TOPO. De las 6
clonas analizadas sélo una contenia el inserto 5 “X-enlarge-2 en el vector pCR2.1TOPO, por
lo que realizamos un andlisis de restriccion mds exhaustivo de esta clona con las enzimas

de restriccion EcoR 1, Bgl 11, EcoR V, Xho 1 y BamH 1 (Fig. 12).
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BamHI BstXI

pCR2.1TOPO-5"X-enl2

Fig. 12. Clonacién en el vector pCR2.1TOPO del dominio de anquirinas amplificado por PCR con los primers
5’X y enlarge-2. A)Construccion in silico del vector pCR2.1TOPO-5"X-enlarge-2. B) Andlisis de restriccion del
vector. 1) ppM AHind 11I: 23, 9.4, 6.5, 4.3, 2.3, 2.0, y 0.56 kb. 2) EcoR 1, 3) Bgl 11, 4) EcoR V, 5) BamH 1, 6)
Xho 1, 7) sin digerir.

Una vez alargado el extremo carboxilo del dominio de anquirinas procedimos a clonarlo en
el vector pMelBacA. Para ello partimos de la construccion pMelBacA-oLTX incompleta,
reemplazando el viejo dominio de anquirinas por el nuevo dominio completo. Los vectores
pMelBacA-oLTX incompleto y pCR2.1TOPO-5"X-enlarge-2 fueron digeridos con las
enzimas de restriccion EcoR 1'y Sal 1y se aislaron los fragmentos pMelBacA-oLTX amino
y 5"X-enlarge-2 provenientes de cada vector, respectivamente. Estos fragmentos fueron
ligados y transformados en células XL1 Blue Supercompetentes. Como resultado de la
transformacion crecieron mas de 60 colonias, de las cuales sembramos 6 en medio LB
liquido para el aislamiento del ADN plasmidico. Luego de una digestion con la enzima de
restriccion Sal I, seleccionamos dos colonias que mostraron el tamafio de inserto correcto y
las digerimos con las enzimas de restriccion BamH 1, EcoR 1, EcoR V, Bgl 11 'y Cla 1,
mostrando ambas el patrén de restriccion esperado (Fig. 13). La clona 1 fue resembrada en

50mL de medio LB liquido y se aislé el ADN plasmidico para su secuenciacion.
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Fig. 13. Clonacién del dominio de anquirinas amplificado por PCR con los primers 5°X y enlarge-2
en el vector pMelBacA. A) Construccion in silico del vector pMelBacA-aLTX completa. En rojo se
muestra el gen de la aLTX fusionado al péptido sefial de la melitina (verde).

B) Andlisis de restriccién del vector pMelBacA-aL'TX completa aislado de las colonias 1 y 5. 1)
ppM AHind 111: 23, 9.4, 6.5, 4.3, 2.3, 2.0, y 0.56 kb. 2) 1-sin digerir, 3) 1-BamH 1, 4)1-EcoR 1, 5)1-
EcoR V, 6)1-Bgl 11, 7) 1-Cla 1, 8) 5-sin digerir, 9) 5-BamH 1, 10) 5-EcoR 1, 11) 5-EcoR V, 12) 5-
Bgl1l1, 13) 5-Cla 1.

1V. 3 Clonacion del dominio amino-ol.TX en pMelBacA

Como objetivo de nuestro trabajo nos propusimos también clonar el dominio amino de la
aLTX (aLTX-NT), en el vector pMelBacA y de esta forma expresarlo de manera
recombinante utilizando el mismo sistema de baculovirus. Para obtener la construccion
pMelBacA-oLTX-NT partimos del vector pMelBacA-aLTX, el cual fue digerido con las
enzimas de restriccion EcoR 1'y Sal 1. Luego de rellenar los extremos cohesivos del vector
con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli, los 2 fragmentos que
resultaron de la digestion fueron separados mediante una electroforesis en gel de agarosa.
La banda de interés, que corresponde al fragmento de 6.1kb (pMelBacA-aLTX-NT) fue
aislada y autoligada. Posteriormente la ligacion se transformé en células de E. coli DHS5a.
Como resultado de la transformacion se obtuvieron mas de 100 colonias, seis de las cuales
se sembraron medio LB liquido para la extraccion del ADN plasmidico. Una digestion
preliminar con las enzimas de restriccion BamH 1'y Bgl 11, seguida de una electroforesis en
gel de agarosa, arroj6 que las clonas 1, 5 y 6 contaban con el inserto del dominio amino de
la aLTX en el vector pMelBacA, y nuevamente mostraron una velocidad de crecimiento

mads lenta que el resto de las colonias analizadas. Un andlisis de restriccion mds detallado de
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una de estas 3 clonas con las enzimas de restriccion Cla I, Pst I, Hind 111, BstX 1y la
combinacién Pst I/BstX 1 arrojo los resultados esperados luego de separar los productos de
la digestion mediante una electroforesis en gel de agarosa (Fig. 14). Esta clona fue también
resembrada en 50mL de medio LB liquido y se aislé el ADN plasmidico para su posterior

secuenciacion.

Clal

Hpal BstXI
pMelBacA-LTX
EcoRl/Sall religado
6.1 kb

Scal

Fig. 14. A) Construccion in silico del vector pMelBacA-aLTX-NT. En rojo se muestra el cADN correspondiente
al dominio amino de la aLTX. La flecha negra representa la traduccién a proteina. B) Andlisis de restriccién de
una de las clonas pMelBacA-aLTX-NT. 1) ppM AHind 11I: 23, 9.4, 6.5, 4.3, 2.3, 2.0, y 0.56 kb, 2) sin digerir, 3)
Clal,4) Pst1,5) Hind 111, 6) BstX 1, 7) Pst I/BstX 1.

A continuacion se muestra el resultado de la secuenciacion de los dominios amino-
anquirina de la aLTX fusionados al péptido sefial de la melitina dentro del vector
pMelBacA. La secuencia coincide perfectamente con el resultado esperado para la aLTX

madura.
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ATGAAATTCT
TTACATCTAT
ATGAAAAAGC
GATATAGCTT
TAAAATTGTA
CTTCTGGGAG
CCTTTCGATC
CCGGAAGTTG
TAGAGAGAAG
AGGTTTGATG
TGTTTCGAAA
GAATCCGTGG
AATGGCATAC
TTTACAAGCT
AATCAATTGA
GGTACCCAGA
TTTCCTGGCT
AATACTTTAA
GTGGGTACCG
AGTTTTAATG
GTGTAGATGA
GAAGAAATCG
TTTTGCGCAA
GGAGAGATGG
TTATTTTCTA
AGCATGCCCT
TTGTTTTCAG
ACACCATACC
CGCTAGTAAT
ACTATGTTGG
TTTCATGCCG
GTTCTTAGTA
CTCCTATTCA
TTGATACAAA
AACACCACTG
GATTAATGGA
TTCACGCCGC
ATTCATGAAC
TAACTCCTTT
ACTTTATTGA
CATGACAGCT
AACAATTGAT
GGCCTATTGT
GGCCTCGTTT
TCGGGGGTAT
GTTCTTTCGT
TGAAAAATAT
TTATTCAAAT
TCTGGTGCAA
AGCTCTCATT
ATGGTCAAAT
GCTCAAGCTA
AAATTCCGAC
CAGTAAAATA
AATGGCCATG
GGTCAAGTAT
ATGGTATGAA
ATTAAATACG
TAATAATAGA
TTGCAGTTTG
TTTGTTGGTA
AGCACGGTAC
ATCTCAGTGT
GAAAATGGAC
AGTTAATCAT
CAAAAAAACA
TTCCGTCGTA
TGAAAATGTC
ATATTAATAT
GCCGTTTATT
AATAGACGTG
CCACAGATGC
GGAAAATTCC

TAGTCAACGT
GCGGATCGAT
AGAAATATGC
CCAATATTAT
GGGACCATAG
GTTAGATATC
AGATTAAGGA
GAAAGTCACA
TATATCCGCG
AAGTCATGAA
ATAAATAACT
TTTAAAGTTA
TACTTCATTT
CCTTTATTCA
TGACGAATTA
CATATGTCTC
AACCATTATT
TAACCTTAAT
GCACATCTAA
ACTGTTAAGA
AATGCTGAAC
AAAGCAAGCA
ATTTCATTTG
TCGGGAAGTA
AAATCGGTCA
ACTCTCAGAA
AAAATTTGAC
TATCAAATTT
CCTGATTCAG
TGCTAATATT
CAGCAAAAAG
AAGTCTACTG
TGTAGCTGCA
GAGGTGTATC
CACTTGGCTG
GAGTCCTGAA
TACATTATGC
CAAATCAGTA
CCATCTGGCA
GAAGCAAGAA
TTGCACTATG
AAACTTGAAA
CCGCCTTACA
TTGTTGAGAT
CACCCCACTC
TGATGTTTAA
ACGCCCCTTC
ATTGCTAGAT
CACCACTTCA
TTATTGAATA
GCCTATTCAT
TTATTAGCAT
ACTCCCCTTA
CTTTATAGAC
CTCCGTTGCT
CTTTTTGACA
TTTTTTTTAC
CTATGTCAGA
AGGGATGAAT
CGATGCAGTT
CTCTTGAAAA
GGTCATCTTC
TGACGGAAGC
ATTTAGCGGT
GATTGTGATA
TTTACAAGTG
AAAATAGTCG
TTTGATATTG
AAACGAGCAA
ATAAAAACTT
ACTATCAGAA
CAAATTTTCC
GGAGGTAA

TGCCCTTGTT
GGGGATCCGA
TCAGAATTAG
TGGCGATCTT
CTGCAGCCGC
GAGCAGACGT
AGTTCTGGAA
GTGCGGCTCT
GTAGAAAAAA
GTCTATTCAG
TTGCAAGATA
AATGATTATA
CAAAGAGTCG
GTATTATTCA
GCTTTTAAAG
GGTTATGTTT
ACGAGAAAGG
AATGTATTTT
TAACGAAGGT
ATAGCGAGTT
GAGAAAATAA
GAGAATGACA
ACAAAGATAT
CGTTACGCTG
TTGGTCTGAT
TGCCAGTTGA
AACAGCAAAC
CATTGACATC
CTGTAGGTTT
AGAGCAACTT
TGGTAACGAC
AATTAAACCA
GATAGTGGAA
TATAAATTCA
CTCAGCGCGG
ATAAATATAA
TGTTCGGGGC
TTGATGTAAA
ATCATTAAGA
GGTTGATATC
CAGCGATTTT
GAAATAAATG
CTATGCGATT
CTTCAAATGT
CACCTTGCCG
TATAGGTGTG
ATCTCGCGGC
CAAGATTCGA
TTTGGCCACA
ATGAAGAGAA
GGAGCTGCAA
AGATGCCACT
ACTTAGCGGC
CAAGGAGCTG
TGCCTTTTCC
AGAATGCTAA
TATGCAGTTC
AAAAGATAAG
GCCCTAAAGA
CAATTTGATA
TTTTAGCATT
ACATAGTGAA
AAAACTGATA
TGTTCAACAT
ATGGTATGAC
GTACAGTTTT
TGGTGCTACT
CAGAATACCT
AATGTAGATA
ACAGATGATA
ATGCTTATGA
AACATCGTCA

TTTATGGTCG
AGGAGAAGAA
AACTCCAACA
TCCTCTCTTC
GATGACCGTT
TGTTGGGTTG
AAGAGGTTCA
AGAGGAAATC
CACGGAAGCA
GACGCAAAAG
TTTTGATACT
TTCTTAAGCT
CGAACTCCAA
AGAAGGATAT
TTCTCTATGC
TTTCTCCTAG
AGATTTAGAA
TAGATTTCAA
CTTATTGACA
CTTAGGAATT
ATTTATTTAA
ATAAGTGAGA
AACAACTCCC
TACAATATGC
CCCTTGAGTG
CCAAACCCGA
CCCAACTGGT
GATAGAGATC
TAAGGAATTC
TCGATCAAGG
AAGATTATGT
ACCAGATAAA
ACGCTGGTAT
AAAACATACC
ATTTGTAAAT
ATGAAAGAGA
GGTGAAAGAA
TGCCAAGTCT
ACGATTGGCC
AATGCAGTCG
GGGATACTTA
CGAATGTAGT
CTCTATAAGC
CAATGTAAAC
TGATGCAAGG
AATATAGAAC
AATGAGCAAG
ATTTCGAGGC
TTTAAGGGTA
CTGGAGAGAC
CGACTGGACT
GTTCTTGATA
GCAAAATTCT
ATATTAATAC
AAGAAGGGAA
TGTTTATATC
GAAATGGTCA
TTTGAATGGA
AGAATGTGCA
AAATAGAAAT
TGTGGTCCCT
ATATTTGGTC
CTCCATTGTG
CTAGTAAGTA
AGCTATAGAC
TAGCTGCAAA
CCTTTTCTCA
TATTCGTGAG
AAGACACTGC
AAACTTTTAG
TAAAACAGCT
AATATTTGAA

TATACATTTC
TTAACTTTAG
AAAATATGTA
CAATGGTTGG
ACCCATGTTG
CAGTGACTTA
ACGAAGTAGA
ACTAAACTGG
GATGAATAAG
TTTCCCCCAT
GAAAAGGAAA
TGAAGAACCA
AGGATGATAG
GCAGTACCCA
ATTGCTGTAT
AACAATACTC
AAGTATGATG
ATCATCACTT
GAGTGCTTCA
GGAAAAAACG
TAAAATTAAG
CACCAGAAAA
ATCGGAGATT
AAGTGAAACC
TAAGAGAGAA
AGAAACGTAC
TGGCGAAATC
TTTATAATGC
ACGAAATTAA
AAGAACAGTT
TTGGATTAAC
AAGGGTTACA
TGTTAATCTC
ATTTCCTTCA
ACTTTTCAAA
TAAAGATGGA
TTTTGGAGGC
AATAAGGGCT
AGTAGCCAGT
ATGAAAACAA
GAAACTACAA
ATCTTCTCCT
ATGATGATGT
TTGAAAGCTC
AAGAAAACAA
AGCAGACAGA
TATCCTGAGC
AAAAACAAAT
AATCACAAGC
ACAGATGAAA
GCTGGATGTT
TAGAAGATAA
CACATAGATG
AAGAAATAAA
ATTTGGATAT
GCTGACAATA
TTTGAATATA
GTAATATAGA
ATCTCTCATT
AGTAAAATAC
TGCATCAAGC
GAAGAAGAAT
TTACGCTTCT
ATGGGGCAAA
AAAGCTATAA
TGGAGTTGAC
CGGCAGTGGC
AAAAGACAGG
CTTACATTTA
TAAAATATGG
TTGGATATTG
AACAAACAGC
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1V.4 Obtencion y andlisis de los baculovirus recombinantes

IV.4.1 Generacion de los baculovirus recombinantes

Luego de realizar la cotransfeccion de células de insecto Sf9 con las construcciones
pMelBacA-aLTX completa o pMelBacA-aLTX-NT junto con el ADN de baculovirus Bac-
N-Blue, colectamos el sobrenadante de cultivo y lo guardamos a 4°C. Para detectar los
virus recombinantes, realizamos dos ensayos en placa utilizando el sobrenadante de cultivo
de ambas cotransfecciones: células Sf9 fueron infectadas con los sobrenadantes de las
cotransfecciones virales a diferentes diluciones y se incubaron en medio de cultivo con
agarosa y con el sustrato cromogénico X-gal. A partir de este experimento aislamos 11
placas virales azules como resultado de la infeccion de las células Sf9 con el sobrenadante
de la cotransfeccion con el vector pMelBacA-aLTX completa y 1 placa viral azul a partir
de la infeccion con el sobrenadante de la cotransfeccion con el vector pMelBacA-aLTX-
NT. Las células infectadas son de color azul debido a la hidrdlisis del sustrato X-gal por la
enzima (-galactosidasa, la cual se expresa en las células infectadas por los baculovirus
recombinantes, que ademds tienen un didmetro mayor y superficie mds irregular que las
células no infectadas (Fig. 15). Las placas virales aisladas fueron resuspendidas en medio

Sf900-1I y se reamplificaron 2 veces. Los sobrenadantes de la segunda amplificacion viral

fueron recolectados y almacenados para posteriores estudios.

Fig. 15. (A) Células Sf9 infectadas con los baculovirus recombinantes que codifican para la aL'TX
completa, observadas con un aumento de 40X. (B) Placa viral observada con un aumento de 10X.
(C) Células Sf9 no infectadas.
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IV.4.2 Identificacion del gen de aLTX en el genoma viral

Para detectar la presencia del gen de aLTX completa y alL.TX amino en el genoma viral,
aislamos el ADN de los virus colectados del sobrenadante de la segunda amplificacion viral
de 5 placas virales (4 de aLTX completa y la tinica obtenida de oL'TX amino) y realizamos
ensayos de PCR. Para esto utilizamos primers que hibridan en los extremos del gen de la
poliedrina asi como un primer que hibrida en el extremo 3’ del dominio amino del gen de la
aLTX. Como resultado de estos ensayos pudimos detectar que las 4 clonas virales
procedentes de la cotransfeccion con pMelBacA-oLTX completa tienen insertado el cADN
codificante de los dominios amino-anquirina de la aLTX fusionado al péptido sefial de la
melitina (fragmento de 3.8kb). Ademads, la tinica clona proveniente de la cotransfeccién con
pMelBacA-oLTX amino también cuenta con el fragmento correspondiente al dominio
amino insertado en el genoma viral (fragmento de 1.6kb). En todos los ensayos de PCR se

utilizé la construccion pMelBacA-aLTX completa como control positivo (Fig. 16).

1 2 3 4 5 6 7 8

Fig. 16. Gel de agarosa donde se observan los productos de PCR
amplificados a partir del ADN de 4 placas virales recombinantes
que contienen insertado el gen de la aLL.TX completa asi como de la
unica placa viral que cuenta con el dominio amino de esta proteina.

: ppM ALadder: 10, 8,6, 5,4, 3,2, 1.5y 0.5 kb.

: clona4_FwdPolh + RevPolh

: clona5_FwdPolh + RevPolh

: clona7_FwdPolh + RevPolh

: clona8_FwdPolh + RevPolh

: PMelBacA-LTXcompleta_FwdPolh + RevPolh
: ClonaNH,_FwdPolh + 3°VI

: PMelBacA-LTXcomvleta FwdPolh + 3°VI

01NN B W~

Tomando en cuenta estos resultados, decidimos estudiar la expresion de la aLTX completa
a partir de la infeccion de células de insecto HS con la placa viral 7, debido a que a partir
del ADN de estos virus se obtiene un unico producto de PCR del tamafio deseado. También
estudiamos la expresion del dominio amino de la aLTX. Para esto, realizamos la titulacién

del sobrenadante de cultivo de la segunda amplificacion viral tanto de la clona viral 7 que
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contiene el cADN de los dominios amino-anquirina completo de la oL TX como de la clona
viral que contiene s6lo el dominio amino de dicha proteina. Los resultados fueron los

siguientes:

SN 2da amplificacion pfu/mL
Clona 7 6%10°
Clona NH, 2.5%10°

1V. 5 Expresion y purificacion de la alL.TX recombinante

Primeramente realizamos un estudio de la expresion de la aLTX. Para ello sembramos 3
matraces con células de insecto H5 en medio de cultivo SFO00-II (1*10° células/mL) y se
infectaron con el sobrenadante de cultivo de la segunda amplificacion viral de la clona 7 a
una multiplicidad de infeccion (MOI) de 5 virus por célula. El sobrenadante de cultivo fue
recolectado a las 24, 48 y 72h post-infeccion y la presencia de aL'TX recombinante se
detecté mediante experimentos de SDS-PAGE y Western Blot, donde se utilizé un suero de
conejo inmunizado con el dominio amino de la aLTX como primer anticuerpo y un
conjugado de borrego anti-conejo acoplado a fosfatasa alcalina como segundo anticuerpo.
En este ensayo también estudiamos la expresion del dominio amino de la aL'TX a partir del
sobrenadante de 72h postinfeccion de células HS infectadas con el sobrenadante de cultivo
de la segunda amplificacién viral de la clona aLTX amino a una MOI de 5. Se utilizé6 como
control positivo del experimento veneno de L.mactans y como control negativo
sobrenadante de células HS sin infectar. Como se observa en la figura 17, a las 48h se
alcanza el mdximo de expresion de la aL'TX recombinante. También se detecto la presencia
del dominio amino de la aLLTX. En un ensayo preliminar de toxicidad, 4 ratones CD1 entre
18 y 20g de peso, fueron inoculados por via intravenosa con 500uL de los sobrenadantes
colectados en este experimento (24, 48 y 72h postinfeccion y un ratén con sobrenadante de
células HS sin infectar). Todos los ratones inyectados con sobrenadante de infeccion
mostraron sintomas de envenenamiento: 0jos cerrados, ataxia, pelo erizado y dolor, entre
otros. Los mds envenenados fueron los ratones inyectados con el sobrenadante de 48 y 72h

postinfeccion, falleciendo este dltimo en menos de un dia.
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kDa  ppM Ven Sinf  24h  48h 72h  NH, Fig.17. Expresion de oLTX recombinante. Los
175 sobrenadantes colectados 24, 48 y 72h post-
infeccién fueron analizados mediante SDS-
g3 - PAGE y Western Blot, junto al veneno de
L. mactans (Ven) y al sobrenadante de células
62 H5 sin infectar (Sinf). También evaluamos la
expresion del dominio amino de la aLTX en
475 células H5 infectadas durante 72h con los virus
recombinantes (NH2). Como primer anticuerpo
se utilizé un suero de conejo anti-dominio
32.5 amino de aLTX y como segundo anticuerpo,
un conjugado anti-conejo acoplado a fosfatasa
25 alcalina

IV.5.1 Cinética de expresion de aLTX recombinante

Para determinar en qué momento se alcanzaba el maximo de expresion de oLTX
recombinante, se probaron dos estrategias diferentes donde variamos el tiempo de infeccion
y la multiplicidad de infeccion. Por una parte, se sembraron 4 matraces con células de
insecto H5 en medio de cultivo SFO00-II a razén de 1*10° células/mL. Las células fueron
infectadas con el baculovirus recombinante a una MOI de 5 pfu/célula. Como segunda
variante, se sembraron 4 matraces con células H5 a una densidad de 0.5%10° células/mL y
se infectaron a una MOI de 0.1 pfu/célula. El sobrenadante de cultivo fue recolectado a las
24, 48, 72 y 96h post-infeccion y se determind la densidad y viabilidad celular (Fig. 18A)
asi como la presencia de aLTX recombinante mediante SDS-PAGE y Western Blot (Fig.
18B). En el caso de las células infectadas a una MOI=0.1 pfu/célula y a una densidad
inicial de de 0.5*%10° células/mL, el mdximo de expresién de aLTX se alcanza a las 72h
post-infeccién. Para las células infectadas a una densidad inicial de 1*10° células/mL y a
una MOI de 5 pfu/célula, el mdximo de producciéon de oL TX se observa a las 48h post-
infeccion. El resultado de densidad y viabilidad celular para las 96h post-infeccion no se
muestra para ninguna de las estrategias analizadas pues las células se encontraban en muy
mal estado: casi todas muertas o lisadas, resultado que concuerda con el hecho de que no se
observa aLTX recombinante en este momento, lo cual puede deberse a la accion de
proteasas presentes en las células H5 y que son liberadas al exterior al producirse la lisis

celular.
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Fig.18. Cinética de expresion de aLTX recombinante. A) Representacion de la densidad y
viabilidad celular para ambas estrategias de infeccion. En negro se muestran las células de insecto
H5 infectadas a una densidad inicial de 0.5%10° células/mL y en gris, las células infectadas a una
densidad inicial de 1*10° células/mL. B) Expresién de oLTX recombinante medida por ensayos de
Western Blot. Como primer anticuerpo se utilizé un suero de conejo anti-oLTX amino y como
segundo anticuerpo se utilizé un conjugado anti-IgGs de conejo acoplado a fosfatasa alcalina.

14



Resultados

IV.5.2 Purificacién de oLTX recombinante

Como resultado del experimento de cinética de producciéon de aLTX recombinante,
determinamos que, o bien podiamos sembrar las células H5 a una densidad celular de 1%10°
células/mL e infectarlas con los virus recombinantes a una la MOI de 5 pfu/célula, o
sembrarlas a una densidad de 0.5%10° células/mL e infectarlas a una MOI de 0.1 pfu/célula.
Los sobrenadantes de cultivo obtenidos de esta forma, se colectaron 48 y 72h postinfeccion,
respectivamente. La purificacion de la aLTX se realizé siguiendo el protocolo de Volynski
et al (1999) con algunas modificaciones, partiendo de 30mL del sobrenadante de cultivo.
Un primer paso en la purificacidn consistid en pasar el sobrenadante de cultivo por un filtro
Q15 de intercambio anidnico. La fraccion eluida del filtro con 1M de NaCl fue sometida a
una cromatografia FPLC a través de una columna MonoQ. La elucion se realizé con un
gradiente lineal de NaCl desde 0.1M hasta 0.5M. La oL TX eluyé entre 0.29 y 0.35M de
NaCl.

El sobrenadante de cultivo, el eluato del filtro Q15 y las fracciones de la cromatografia
fueron colectadas y analizadas por SDS-PAGE. La deteccion de la aLTX recombinante se
realizé mediante ensayos de Western Blot utilizando un suero de conejo inmunizado con el
dominio amino de la aLTX (Fig. 19). Como resultado de la purificacion, obtuvimos 5
fracciones positivas para aLTX (fracciones 12-16), las cuales, al ser analizadas por SDS-
PAGE, mostraron que junto a la a-latrotoxina, eluyen una gran variedad de proteinas, entre
ellas una de peso molecular muy similar a ésta y que representa la banda mayoritaria de
muchas de las fracciones analizadas. La concentracion de proteina total de las fracciones
12-16 fluctud entre los 85 y 110 pg/mL.

Para determinar si las propiedades fisioldgicas de la aLTX recombinante se mantenian
luego de la purificacidn, se juntaron las fracciones 12-16 y se inyectaron por via
intravenosa a 3 grupos de 3 ratones CD1 (18-20g) cada uno con 20, 30 y 50ug de proteina
total. A las 24h post inyeccion, los ratones inyectados con 20ug de proteina se recuperaron,
pero los de 30 y 50ug evidenciaban sintomas de envenenamiento severo. Uno de los
ratones inyectados con 50pg murid. A las 48h post inyeccidn, todos los ratones del grupo
de 50ug estaban muertos, asi como 2 ratones del grupo de 30ug. A las 72h, decidimos dar
muerte al ratén que quedaba vivo inyectado con 30ug pues apenas podia moverse ni

respirar, y se encontraba hipotérmico. Como resultado de este experimento, comprobamos
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que la aLTX recombinante mantiene sus propiedades bioldgicas a lo largo del proceso de
purificacion, y nos da una idea de la cantidad de proteina que tenemos en las fracciones

finales.

PPM  ven SN QIS5 nopeg 12 13 14 15 16

Fig.19. Purificacion de aLTX recombinante. Las fracciones obtenidas luego de la elucion de la
columna de MonoQ, fueron analizadas por Western Blot para detectar la presencia de oL TX. Las
fracciones positivas para aLTX (12-16) fueron separadas por SDS-PAGE y las proteinas se
visualizaron por tincion con nitrato de plata. También se analiz6 el sobrenandante de cultivo antes
(SN) y después (no peg) de pasarlo por el filtro Q15, asi como el eluato del filtro (Q15). Como
control positivo de los experimentos se utilizé el veneno de L. mactans (ven). Las flechas negras
muestran la banda correspondiente a la aLLTX, y las rojas muestran una proteina de peso molecular
similar.

Si tenemos en cuenta que la DL, de la aLTX recombinante de L. tredecimguttatus es 3
ug/raton (Volynski et al., 1999), entonces en una fraccion de 30ug de proteina total, el 10%
es aLTX recombinante. Como vemos, el porcentaje de pureza final de la aLTX utilizando
este protocolo de purificacion es bajo.

Por tal motivo, nos dimos a la tarea de variar algunas de las condiciones del protocolo de
purificacion del grupo de Volynski et al (1999) con el objetivo de aumentar el grado de
pureza de la oL TX. Lo primero que hicimos fue optimizar la cantidad de proteina adherida
al filtro Q15. Para ello el sobrenadante de cultivo de células HS5 infectadas con los
baculovirus recombinantes se paso 4 veces por el filtro antes de la elucién con la solucion
de Tris-HCI 25mM, 1M NaCl. Como resultado de este ensayo, determinamos que con dos
pases del mismo sobrenadante por el filtro Q15 era suficiente para que toda la aLTX

presente en el sobrenadante de cultivo se adhiriera al filtro (datos no mostrados).
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Posteriormente, decidimos disminuir el pH de la solucion de trabajo para minimizar el
nimero de proteinas con carga neta negativa capaces de interactuar con el filtro Q15 y la
columna MonoQ. Para lograr este objetivo, realizamos un ensayo de adhesion de la aLTX
a una matriz de Q-Sepharosa, la cual presenta el mismo tipo de grupo intercambiador que el
filtro Q15 y la columna MonoQ. En este ensayo, la matriz fue equilibrada con soluciones
tampones a diferentes pHs ( 6, 6.5, 7, 7.5, 8 y 8.5 ) y luego se incubd durante 30min con
una solucién de aLTX. Luego de un tiempo para permitir el asentamiento de la matriz, se
analiz¢ el sobrenadante por SDS-PAGE y Western Blot para detectar la desaparicion de la
aLTX en funcion de su grado de interaccién con la matriz. Como resultado, a todos los pHs
analizados observamos que toda la aLTX presente en la solucion inicial fue capaz de
interaccionar con la matriz de Q-Sepharosa, por lo que decidimos retomar la purificacion de

la proteina recombinante con una solucion de 20mM L-histidina a pH 6 (Fig.20).

PPM ven LTX 6ad 6dd 6.5ad 65dd 7ad 7dd PPM ven 75ad 75dd 8ad 8dd 84ad 84dd
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Fig. 20. Ensayo de adhesion para determinar el pH de trabajo. La solucién de aL'TX fue incubada
con una matriz de Q-Sepharosa a diferentes pHs y, mediante SDS-PAGE y Western Blot, se analizé
su desaparicion de la solucién inicial. En los carriles se muestra la solucién de aLLTX antes (ad) y
después (dd) de interaccionar con la matriz a los diferentes pHs analizados. Como control positivo
del Western Blot utilizamos veneno de L. mactans.

Seguidamente, probamos minimizar la cantidad de proteina eluida del filtro Q15
disminuyendo la fuerza idnica de la solucion de elucidn. Para ello, nos basamos en el
resultado obtenido en la cromatografia de intercambio anidnico, donde la aLTX eluye a
molaridades de NaCl entre 0.25 y 0.35M. De esta forma, decidimos analizar la elucion de

las proteinas del filtro Q15 con una solucién de Tris-HCI 25mM a 0.5M NacCl en una
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primera etapa, y luego con la misma solucién en 1M NaCl. En la figura 21A se muestran
los resultados de este experimento analizados por Western Blot, donde se observa que
practicamente toda la aLTX adherida al filtro Q15 eluye a una molaridad de NaCl de 0.5M.
El andlisis de estas fracciones por SDS-PAGE y tincién con nitrato de plata, muestra la
gran cantidad de proteinas que son aun retenidas en el filtro luego del primer paso de
elucidén con la solucién de L-His 20mM y 0.5M de NaCl, las cuales posteriormente eluyen

con la misma solucién tampon a 1M NacCl (Fig. 21 B).

PPM ven SNad SNdd  05M M
Fig.21. Ensayo de optimizacién de la molaridad
de la solucion para eluir la aLTX del filtro
y— S Q15. El sobrenadante de cultivo diluido 1:2 con

N una solucion tampdn de L-histidina 20 mM, fue
pasado dos veces por el filtro Q15, y las
proteinas adheridas se eluyeron en serie con la

i misma solucién tampdén a una molaridad de
NaCl de 0.5M y 1M. El sobrenadante de
cultivo antes (SN ad) y después de ser pasado
por el filtro (SN dd), asi como las fracciones
eluidas, fueron analizados por SDS-PAGE y

| Western Blot (A). La cantidad total de proteina
de cada fraccién se determiné por SDS-PAGE

y tincién con nitrato de plata (B). Como control

positivo de los experimentos se utiliz6 veneno

de L. mactans.

Con este nuevo pH de trabajo, realizamos otro proceso de purificacion. Células HS se
sembraron a una densidad de 0.5%10°/mL y se infectaron a una MOI de 0.1. 160mL de
sobrenadante fueron colectados 72h mds tarde y se diluyeron 1/2 con la solucion tampon de

L-histidina 20mM pH®6. Esta solucion se paso por el filtro Q15 y las proteinas adheridas al
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filtro se eluyeron con 15mL de la misma solucion y 0.5M NaCl. Posteriormente, la proteina
eluida del filtro fue dializada contra una solucion de L-His 20mM para eliminar el NaCl y
se purificé por FPLC utilizando la columna MonoQ. En este caso, la aLLTX se eluyé de la
columna con un gradiente de NaCl de 0 a 0.5M. Las fracciones colectadas fueron
analizadas por SDS-PAGE y Western Blot para detectar la presencia de la aLTX utilizando
un suero de conejo especifico por el dominio amino de la aLTX. Al analizar la
composicion total de proteina de estas fracciones por SDS-PAGE y tincion con nitrato de
plata, observamos todavia una gran cantidad de proteinas contaminantes (Fig. 22). Al juntar
estas fracciones, nos quedamos con 7.5 mL totales a una concentracion de proteina de 0.4
mg/mL.

Hasta este punto, podemos ver que aunque se eliminaron muchos contaminantes al cambiar
el pH de trabajo, como son la proteina de alto peso molecular que co-eluia junto ala alL'TX
al purificarla por la columna de MonoQ a pH 8.2, todavia no hemos logrado aumentar la
pureza de las fracciones obtenidas. En estas nuevas condiciones de trabajo se presentan
otros contaminantes de bajo peso molecular, los cuales se sefialan en un recuadro en la

Fig.22.

Fig.22. Nueva purificacion de oL TX recombinante. Las fracciones resultantes de la purificacién
por MonoQ fueron analizadas por Western Blot para detectar la presencia de aLTX recombinante.
Las fracciones positivas para oaLTX (12-16) fueron separadas por SDS-PAGE vy las proteinas se
visualizaron por tincién con nitrato de plata. Como control positivo de los experimentos se utilizé el
veneno de L. mactans. Las flechas negras muestran la banda correspondiente a la aLLTX, tanto en el
veneno como en las fracciones obtenidas de la cromatograffa.
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1IV.6 Evaluacion de la respuesta inmune humoral generada en conejos inmunizados con la

oL TX recombinante

Se inmunizaron dos conejos con el sobrenadante de cultivo de células HS infectadas con los
baculovirus recombinantes y con la toxina purificada por FPLC. Mediante un ensayo de
ELISA, medimos el reconocimiento del veneno de L. mactans por los sueros pre y
postinmunes de estos animales utilizando inmunoglobulinas de cabra especificas por 1gG
de conejo acopladas a fosfatasa alcalina. Como se muestra en la figura 23, los sueros
postinmunes de ambos conejos son capaces de reconocer al veneno de L. mactans,

destacdndose en este aspecto, el suero proveniente del conejo 27.

Conejo 25 Conejo 27
2.5+ 2.5+
m Pre

2.0 A 4a 2.0
o v 5a o
= 1.5+ ¢ 6a = 1.5+
@ ® 7a 2
2 1.0 2 1.01 ¢
< o 8a <

0.5+ ——9a 0.5+

0.0 T T 0.0 T T

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Log de la diluciéon de suero Log de la diluciéon de suero

Fig.23. Reconocimiento del veneno de L. mactans por el suero de conejos inmunizados con la
oL TX recombinante. Dos conejos de la cepa NZW recibieron 12 dosis de 100ug del sobrenadante
de cultivo de células H5 infectadas con los baculovirus recombinantes y posteriormente fueron
inmunizados con aLTX purificada por FPLC (4 inmunizaciones de 350ug y 2 inmunizaciones de
60ug). La primera dosis se administré acoplada a ACF y las dosis posteriores se administraron con
AIF para el conejo 25 y alternando AIF y alimina para el conejo 27. Los animales fueron sangrados
antes del inicio del protocolo y 9 veces durante el transcurso de las inmunizaciones.
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V. Discusion

El principal objetivo de mi trabajo fue obtener de forma recombinante y activa a la
o—latrotoxina, proteina del veneno de la arafia viuda negra responsable de la toxicidad en
vertebrados. A pesar de que la aLTX consta de 4 dominios: péptido sefial, amino,
anquirinas y carboxilo terminal, sélo los dominios amino-anquirinas se encuentran
presentes en la proteina madura y toxica. Los primeros intentos en nuestro grupo para
expresar la aLTX recombinante se realizaron en células de E. coli. Se expresé el dominio
amino terminal completo de la aLTX tanto de L. mactans como de L. tredecimguttatus
(Prud’"Homme, 2004), sin embargo, estas proteinas nunca pudieron obtenerse de manera
soluble a pesar de utilizar diferentes cepas de E. coli, condiciones cuidadosamente
controladas de incubacion y diferentes vectores de expresion. Tampoco se pudo obtener la

expresion heterdloga del dominio de anquirinas de la aLTX.

Tomando en consideracion que Volynski y colaboradores (1999) reportaron la expresion de
la oL TX recombinante completa y activa de L. tredecimguttatus utilizando el sistema de
células de insecto-baculovirus, decidimos utilizar este mismo sistema para expresar la
aLTX recombinante de L. mactans. Para lograr este objetivo partimos de un pldsmido
obtenido en nuestro laboratorio que tenia insertada la secuencia codificante de los dominios
amino y anquirinas de la aLTX. A partir de esta construccion, denominada pCR2.1 TOPO-
aLTX, subclonamos el cADN que codifica para los dominios amino-anquirinas de la
aLTX en el vector pMelBacA, con el objetivo de cotransfectarlo a células de insecto junto
con ADN de baculovirus. De esta forma, mediante un proceso de recombinacién
homologa, se obtuvieron baculovirus recombinantes que tenfan insertado en su genoma el

cADN codificante para los dominios amino-anquirinas de la aLTX.

La generacion de construcciones con el cADN de la aLTX insertado en el vector
pMelBacA presentd dificultades poco comunes. Para transformar el producto de la ligacidn,
utilizamos diferentes cepas de E. coli como XL1 Blue y TOP 10, y , al analizar el ADN
plasmidico de las clonas obtenidas en estas cepas, detectdbamos la presencia de

recombinaciones. Aunque las colonias resultantes eran resistentes al antibidtico, no



presentaban ADN plasmidico de la masa molecular esperada y mostraron patrones de
restriccidén incompatibles con las secuencias utilizadas en la ligacion. No fue hasta utilizar
las células XL2 Blue ultracompetentes que logramos obtener la construccidon deseada. Este
fendmeno parece deberse a la presencia de secuencias capaces de formar estructuras
secundarias o a que algunos fragmentos del gen de la aLTX constituyen “hot-spots” con
alta frecuencia de recombinacion. De igual forma, la eficiencia de la ligacién y/o
transformacion del gen de la aL'TX en el vector pMelBacA fue baja y es de destacar
también, que todas las construcciones donde se insertd el gen de la aLLTX de forma correcta
asi como el dominio amino de este gen, disminuyeron el crecimiento de las colonias
bacterianas donde fueron transformadas. Una vez obtenida la construccion
pMelBacA-aLTX, esta fue analizada por secuenciacion y pudimos constatar que la

secuencia del gen de la aLTX fue idéntica a la reportada por Prud "Homme (2004).

Otro fendmeno que observamos al analizar la secuencia del gen dela oL TX es que hay
determinados sitios de restriccion que, aunque existentes, no estdn expuestos para la accion
de determinadas enzimas, como es el caso de Cla 1. Esta enzima de restriccion tiene 3 sitios
de corte (por secuencia) en el vector pMelBacA-aLLTX, y sin embargo, el resultado de esta
digestion arroja sélo 2 bandas de ADN visualizadas en un gel de agarosa. Resulta
interesante también que el fragmento del gen de la aL'TX amplificado por PCR con los
primers 5°X y enlarge-1 para elongar el dominio de anquirinas, no pudo ser reamplificado
directamente por PCR con los primers 5°X y enlarge-2. El resultado del primer PCR tuvo
que ser clonado en el vector de secuenciacion pCR2.1 TOPO para entonces proceder a su
reamplificacion. Este fendmeno también fue observado por Prud'Homme (2004) en los

primeros trabajos de caracterizacion del cADN de la aLTX.

Desde el ano 1983, el sistema de células de insecto-baculovirus se ha convertido en uno de
los sistemas de expresion eucaridticos de proteinas recombinantes mds versdtiles y
poderosos (Smith et al., 1983). Mediante el uso de este sistema se han expresado miles de
proteinas recombinantes, entre las que se encuentran la proteina cinasa C y el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (Patel et al., 1988), asi como las proteinas de cdpside de

rotavirus humano VP6 y VP2 (Mena et al., 2006), entre otras. El uso de este sistema de



expresion tiene numerosas ventajas: no son patogénicos para plantas ni mamiferos (Ignoffo,
1975) y la manipulacion de células de insecto no requiere cuidados especiales ya que no
son transformadas por virus patogénicos o infeccciosos y crecen facilmente en cultivos en
suspension, facilitando asi la produccién de grandes cantidades de proteinas recombinantes.
Mediante la utilizacidn de este sistema, se ha reportado la expresion de varias proteinas
simultdneamente utilizando el mismo baculovirus, con rendimientos de hasta 1g de proteina

por 10° células infectadas (Gruenwald y Heitz, 1993).

Para la obtencion de los baculovirus recombinantes, los vectores pMelBacA-aLTX y
pMelBacA-aLTX-NT fueron cotransfectados junto con ADN baculoviral Bac-N-Blue en
células de insecto Sf9. Una vez obtenidos los baculovirus recombinantes, el ADN de
diferentes clonas virales fue purificado y analizado para confirmar la insercién correcta del
gen de la aLTX en el genoma viral. Para ello realizamos experimentos de PCR donde
amplificamos el cADN completo de la aL'TX fusionado al péptido sefial de la melitina. Es
de destacar que esta es la primera vez que el cADN completo de la aLLTX de L. mactans es
amplificado por PCR, y esto puede deberse, entre otras razones, a que la secuencia del
péptido sefial de la melitina que se encuentra en el extremo 5°del gen interfiera con la
formacién de estructuras secundarias y, de esta forma, se haya facilitado la
hibridacion/elongacion de los primers. El1 cADN de la aLTX fue clonado en el vector de
secuenciacion pCR2.1TOPO, y el andlisis de su secuencia permitié constatar que el gen de
la aL'TX amplificado a partir del genoma viral se encuentra en el marco de lectura correcto
y en fase con el péptido sefial de la melitina, por lo que, a nivel de secuencia, no existe

ningun impedimento para una correcta expresion de la proteina recombinante.

La titulacion de los sobrenadantes de cultivo de la segunda amplificacion de las clonas
virales que contienen los dominios amino-anquirinas y el dominio amino de la aLLTX dio
como resultado valores de 6%10° y 2.5%10° unidades formadoras de placas por mL de
sobrenadante de cultivo, respectivamente, valores que entran dentro del rango esperado

(>107 pfu/mL) para la formacién de particulas virales infecciosas.
P |y |y



Para optimizar la expresion de la proteina recombinante utilizamos la linea celular de
insecto HS5, ya que se ha reportado que expresa niveles mds altos de proteinas
recombinantes que otras lineas celulares de insecto como Sf9 o Sf21. Las células HS
producen 20 veces mds proteina que las células Sf9 y 23 veces mds que las células Sf21 en
cultivos celulares en suspensiéon (Davis et al., 1993; Rhiel et al., 1997). Uno de los
principales logros de este trabajo fue expresar la aLTX recombinante de L. mactans
completa, soluble y activa, resultado que no pudo ser obtenido al utilizar células de E. coli

como sistema de expresion (Prud ' Homme, 2004).

Para purificar la oLTX recombinante, lo primero que realizamos fue un estudio de su
cinética de expresion, para lo cual las células de insecto HS se sembraron a diferentes
densidades celulares y multiplicidades de infeccidn, ya que la infectividad de los virus en
un cultivo celular es un evento probabilistico que sigue la distribucion de Poisson
(Palomares, 1999). Primeramente decidimos infectar las células a una multiplicidad de 5
pfu/célula para garantizar que el 99% de las células estuvieran infectadas con al menos un
baculovirus. Segun los resultados obtenidos por Volynski et al. (1999) la MOI reportada
como Optima para la expresion de aLTX recombinante es de 10 pfu/célula y el tiempo
optimo de colecta del sobrenadante de cultivo es de 96 horas postinfeccion. Sin embargo,
en nuestras condiciones de trabajo observamos que a las 48 horas se expreso la mayor
cantidad de aLTX recombinante activa al infectar células H5 a una densidad inicial de
1*¥10°/mL y MOI=5 pfu/célula. Este resultado se corresponde con otros reportes sobre
expresion de proteinas de alto peso molecular, donde se sefiala que alcanzan mdaximos
niveles de expresion en etapas mds tempranas luego de la infeccidon viral (Palomares et al.,
2002).

La expresion de la aLTX recombinante utilizando el sistema de células de insecto-
baculovirus se realizé bajo el promotor de la poliedrina, y se ha reportado que los mayores
niveles de expresidon de dicha proteina ocurren entre las 36 y 48 horas postinfeccion
(O'Reilly et al.,, 1994). El grupo que reportd la expresion de la oaLTX de
L. tredecimguttatus realizé el cultivo celular y la infeccidn viral en células de insecto
crecidas en monocapa y en presencia de STF. Sin embargo, se ha determinado que los

cultivos celulares en suspension facilitan la infeccion viral debido al incremento de la



superficie celular disponible para la entrada de las particulas virales a las células, y que las
proteinas presentes en el suero de ternera fetal interfieren con la capacidad infectiva de los
virus (Petricevich et al., 2001). Debido a esto, decidimos realizar los cultivos celulares para

expresar la aL'TX recombinante en suspension y en medio de cultivo sin STF.

El proceso de purificacion parcial de la aL'TX consta esencialmente de dos pasos de
intercambio i6nico, primeramente el sobrenadante de cultivo se pasa a través de un filtro
que contiene una membrana de intercambio anidnico en el cual se eliminan una parte de los
contaminantes. Posteriormente las proteinas eluidas del filtro se pasan a través de una
columna MonoQ acoplada a un sistema de FPLC, cuyo principio de separacion es también
el intercambio anidnico. La aL'TX purificada de esta forma se obtuvo con un porcentaje de
pureza bajo, lo cual concuerda con lo reportado por Volynski et al. (1999), quienes
obtuvieron la aL'TX recombinante de L. tredecimguttatus con una pureza final del 40-60 %
en una solucién cuya concentracion total de proteina es de 0.7 mg/mL. La DL,,, reportada
por este grupo es de 3.4ug de aLTX/ratén. Este grupo demostré6 que la oLTX
recombinante mantuvo las mismas propiedades fisioldgicas de la aLLTX nativa purificada a
partir del veneno de la arafia L. tredecimguttatus, mediante la medicion in vitro de la
liberacién de neurotransmisores en uniones neuromusculares de ratén asi como mediante la
interaccion con los receptores especificos latrofilina y neurexina 1-o.. Es interesante que
estos estudios in vitro se realizaron con el sobrenadante de cultivo de las células de insecto

infectadas con el baculovirus recombinante y no con las fracciones de la aL'TX purificada.

Otros grupos han reportado la purificacion de la de la aLTX recombinante de
L. tredecimguttatus utilizando el sistema de células de insecto-baculovirus. Ichtchenko et
al. (1998) expresaron la aLTX fusionada a una cola de 8 histidinas tanto en el extremo
amino como en el carboxilo terminal. Esta latrotoxina recombinante fue purificada
mediante un paso de intercambio anidnico utilizando una columna de DEAE-Sepharosa
(Pharmacia) seguido de una cromatografia de afinidad utilizando una columna de Ni**-NTA
(Qiagen). El rendimiento reportado es de 1mg de aLTX por litro de cultivo. Estos
rendimientos son comparables a los obtenidos en nuestro proceso de produccidn: si

tenemos en cuenta que la DLy, del veneno de L. mactans es de 5-10 ug/ratén (Daly, et al.,



2001) y que la aLTX constituye aproximadamente el 20 % del veneno, entonces tenemos
una DL, para la oL TX de aproximadamente 1-2ug de proteina/raton. La aLTX producida
en este trabajo fue suficiente para envenenar fuertemente y, en ocasiones, matar ratones con
500uL de sobrenadante de cultivo inyectados por via intravenosa, por lo que tenemos un
rendimiento aproximado de 1-3 ug/mL de oL TX recombinante secretada al sobrenadante

de cultivo.

La visualizacion de la aLTX recombinante, tanto secretada al sobrenadante de cultivo
como a partir de las fracciones cromatogréficas, resulté dificil mediante SDS-PAGE y
tincion con Azul de Coomasie. Es por esto que decidimos utilizar otro método mds sensible
para tefiir proteinas, como el nitrato de plata. El andlisis del contenido total de proteinas
presentes tanto en el sobrenadante de cultivo como en las fracciones obtenidas luego del
proceso de purificaciéon de la aLTX, muestra la presencia de numerosas proteinas

contaminantes.

A lo largo de los afios se ha optimizado la formulacion de medios de cultivo libres de STF

con el objetivo de minimizar la presencia de contaminantes que dificultan la purificacion de
las proteinas recombinantes. Esto se debe a que en el STF estdn presentes numerosas
proteinas del suero, factores de crecimiento, lipidos, hormonas, inhibidores de proteasas,
entre otras moléculas. Para el crecimiento de las células HS se utilizan actualmente medios
de cultivo libres de suero, como el medio SF900-11 SFM de formulacién patentada (Gibco,
Invitrogen). No obstante, se sabe que uno de los componentes fundamentales de este medio
de cultivo es el extracto de levadura, el cual es una mezcla no definida de aminodcidos,
péptidos, vitaminas, minerales y carbohidratos (Sommer, 1996). Esta mezcla de péptidos
puede contribuir a aumentar la complejidad del sobrenadante de cultivo y, por ende, a

dificultar la purificacion de la aLTX.

Otro factor importante que puede influir en el aumento del contenido proteico del
sobrenadante de cultivo es la liberacion de proteinas de las células de insecto al medio de
cultivo. Los baculovirus son virus liticos, por tanto producen y liberan proteasas durante el

curso de las infecciones. Las proteasas tambié€n pueden producirse por las células de insecto



luego de la infeccidon con los baculovirus como una respuesta al estrés celular, o bien
pueden liberarse el medio de cultivo luego de la lisis celular (proteasas lisosomales). La
protedlisis puede exacerbarse en cultivos libres de STF debido a la ausencia de proteinas
como la albimina y globulinas, que confieren proteccion frente a la degradacion
proteolitica (Ikonomou et al., 2003). En un estudio para determinar las proteasas presentes
en células HS sin infectar, se identificaron varias metaloproteasas con pesos moleculares
entre 32 y 42 kDa, las cuales fueron inhibidas con 2-10 mM de 1,10-fenantrolina

(Ikonomou et al., 2002).

La protedlisis es ademds un fendmeno que afecta la calidad de la proteina recombinante. En
este estudio demostramos que para las células H5 sembradas a una densidad inicial de
1%10° células/mL, a las 72h postinfeccion ya se observa degradacién proteolitica de la
aLTX. Para el caso del virus Autographa californica NPV se han identificado varias
proteasas, entre ellas una cisteina-proteasa, v-cath (32-35 kDa), la cual se expresa a las 48h
postinfeccidn y cuya actividad es completamente inhibida por el compuesto E-64 (Slack et
al., 1995; Naggie y Bentley, 1998). Con todos estos antecedentes, decidimos adicionar un
inhibidor de proteasas a los sobrenadantes de cultivo colectados para la purificacion de la
aLTX recombinante, y asi disminuir la degradacion proteolitica de la proteina durante el
proceso de purificacion. Para controlar el proceso de protedlisis en cultivos de células de
insecto se han utilizado diferentes inhibidores de proteasas como el PMSF, Pefablo SC,
leupeptina y E-64 (Schmid y Bischoff, 1998). También se han utilizado mezclas de
inhibidores de cisteina y serina-proteasas (Grosch y Hasilik, 1998). Sin embargo, la
protedlisis no es siempre perjudicial para la expresion de proteinas recombinantes, ya que
ciertas modificaciones post-traduccionales de las mismas son necesarias. Tal es el caso de
la aLTX, la cual se sintetiza fusionada al péptido sefial de la melitina y sufre un corte
proteolitico entre la Ala* y el Asp™ en las células de insecto, direccionando su secrecién al
sobrenadante de cultivo. Debido a este fendmeno, el uso de inhibidores de proteasas no es
aconsejable durante el proceso de infeccion, sino después de colectado el sobrenadante de
cultivo. Otra alternativa que permite minimizar los dafios por protedlisis del producto
recombinante es la manipulacion de diferentes pardmetros de cultivo como son la densidad

celular al momento de la infeccidn, la MOl y el tiempo de recoleccion del cultivo.



En ensayos preliminares de toxicidad, tanto del sobrenadante de cultivo como de la proteina
recombinante luego de su purificacion parcial, observamos que la aLTX mantiene sus
propiedades fisioldgicas, ya que provoca en los animales los sintomas descritos para el
latrodectismo: ojos cerrados, dolor, sudoracion, ataxia, pelo erizado y en algunos casos la

muerte de los ratones.

El estudio de la respuesta inmune humoral desarrollada en conejos inmunizados con la

aLTX recombinante dio como resultado que existen anticuerpos capaces de reconocer el
veneno de L. mactans por ELISA, aunque los titulos son bajos. Es de destacar que en el
conejo donde se alternaron ambos adyuvantes (AIF y alumina), la respuesta inmune fue
mayor a la observada en el conejo donde sélo se utilizo AIF. Este resultado concuerda con
los estudios realizados por Prud ' Homme (2004) al inmunizar conejos con el dominio amino
de la aLTX, donde se observé que sélo cuando se utilizaba alimina como adyuvante, se
inducia una respuesta inmune capaz de proteger contra el veneno nativo de L. mactans en

ensayos de proteccion pasiva en ratones.

En nuestro grupo se han expresado otras proteinas recombinantes con el objetivo de
utilizarlas como inmundgenos para la produccion de antivenenos, tal es el caso de la
expresion de las esfingomielinasas recombinantes de las arafias L. boneti, L. reclusa 'y
L. laeta utilizando células de E. coli (Ramos-Cerrillo et al., 2004). En este caso, se
inmunizaron conejos con dosis crecientes de estas proteinas recombinantes (30-100ug),
con un 90% de pureza. En este caso, los titulos de anticuerpos frente a las respectivas
toxinas recombinantes medidos por ELISA oscilaron entre 1/37,000 y 1/100,000. Estos
sueros hiperinmunes fueron capaces de neutralizar al veneno nativo de las arafias

Loxosceles estudiadas (Ramos-Cerrillo, 2005).

El objetivo principal de la expresion de la aL.TX recombinante de L. mactans es utilizarla
como inmundgeno para la generacion de anticuerpos neutralizantes contra el veneno nativo
de la viuda negra. Teniendo en cuenta los resultados previos obtenidos en nuestro grupo, es
l6gico pensar que debemos enfocarnos en desarrollar un protocolo de purificacién de la

aL'TX recombinante que nos permita obtenerla con un alto grado de pureza. Es por esto



que una de las alternativas en las que estamos trabajando es agregar una cola de histidinas
al dominio amino de la aLTX y obtener de nueva cuenta baculovirus recombinantes que
produzcan una proteina que siga siendo igualmente activa a la ya expresada pero mds facil
de purificar, y con mejores rendimientos. Siendo asi, también podriamos utilizarla como
sustituto del veneno de L. mactans en los ensayos de neutralizacion in vivo que se realizan

para evaluar la efectividad del faboterdpico Aracmyn®.



VI. Conclusiones

1. El cADN de la a-latrotoxina activa de Latrodectus mactans, a pesar de su tamafio y
complejidad, fue clonado de manera exitosa en el vector de transferencia

baculoviral pMelBacA.

2. Se generaron baculovirus recombinantes que contienen en su secuencia nucleotidica

el gen de la aLTX fusionado a la secuencia del péptido sefial de la melitina.

3. Utilizando el sistema de células de insecto-baculovirus, se expreso por primera vez
de manera activa y soluble, la a-latrotoxina recombinante de la arafia Latrodectus

mactans asi como el dominio amino de esta proteina.

4. Si bien el proceso de purificacion de la aLTX recombinante no nos permitio
obtener una preparacion final con un alto grado de pureza, si pudimos aprender
mucho sobre las propiedades bioquimicas de esta molécula y enfocarnos en el

desarrollo de nuevas alternativas de purificacion.

5. En experimentos de toxicidad utilizando ratones, se demostré que la aLTX
recombinante mantiene las mismas propiedades fisioldgicas que el veneno nativo de
L. mactans, ya que fue capaz de inducir los sintomas caracteristicos del

envenenamiento por la mordedura de la arafia viuda negra.

6. Los conejos inmunizados con diferentes preparaciones de la aLTX recombinante
desarrollaron una respuesta de anticuerpos capaces de reconocer el veneno nativo de

L. mactans.



VII. Perspectivas

1.

Obtener de nueva cuenta baculovirus recombinantes que expresen la alLTX
fusionada a una cola de 6 histidinas en el extremo 5’ del dominio amino, con el
objetivo de facilitar el proceso de purificacion de la proteina a través de una

cromatograffa de afinidad utilizando una columna de Ni**-NTA.

Inmunizar conejos con preparaciones mds puras de la aLTX recombinante para
aumentar el titulo de anticuerpos y estudiar la capacidad de los mismos de

neutralizar el veneno nativo de la arafia L. mactans.

En caso de generarse anticuerpos neutralizantes en conejos, realizar estudios de la
inmunogenicidad de la aLTX recombinante en caballos con el fin de implementar

su uso como inmundgeno en la produccién del antiveneno Aracmyn®.

Profundizar en los mecanismos de accion de la aLTX a nivel celular utilizando

diferentes preparaciones de uniones neuromusculares de mamiferos.
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APENDICE DE SOLUCIONES

Medio SOC
TAE 50X Triptona o peptona 20g
Trizma base (2M) 242 g Extracto de levadura 59
Na, EDTA (50 mM) 18.6 g Cloruro de sodio 0.58¢
Bromuro de etidio (25 mg/mL) 2.5 ml (10 mg/ml) Disolver en agua destilada y adicionar 10 mL de
Acido acético glaciar para pH 7 60 ml aprox. cloruro de potasio 250 mM (1.86 g de KCI en 100

Aforar a 1 It con agua desionizada.

mL de agua) ajustar el pH a 7.0 con hidréxido de
sodio 5 N (= 0.2 mL). Aforar a 1 It con agua

Loading buffer desionizada. Autoclavear a 121 °C por 20 minutos.
0.25 % Azul de bromofenol 250 mg Agregar 10 mL de Cloruro de magnesio 1M (8 g de
0.25% Xilen Ciaol FF 250 mg MgCl; en 90 mL de agua) y 10 mL de Sulfato de
30% Glicerol 28 mL magnesio (Mg SO,4) 1M estéril.

TAE 50X 2 mL Agregar 20 mM glucosa filtrada con membranas de
Aforar con 70 mL de agua 0.22 micras.

Medio LB (Luria-Bertani)
A 950 mL de agua adicionar :

Extracto de levadura: 59
Bacto triptona 1049
Cloruro de sodio 1049

Mezclar. Ajustar el pH a 7.0 con 5N hidréxido de
sodio (= 0.2 mL) ajustar el volumen a 1 It con agua
desionizada. Esterilizar a 121 °C por 20 minutos.

SDS-PAGE

REACTIVOS

a. Solucion de acrilamida - (30% acrilamida + 0.8 bis-Acrilamida). Disolver 50 g de acrilamida y 1.2 de
bisacrilamida en un volumen final de 165 mL de agua desionizada.

b. Solucién espaciadora - (1.5M tris + 0.4% SDS). Disolver 18.17g de Tris en 50 mL de agua desionizada y
adicionar 2 mL de 20% SDS. Ajustar a pH 6.8 con HCL concentrado. Aforar a 100 mL.

c. Solucion concentradora - (0.5M Tris + 0.4% SDS) disolver 6.06 g de Tris en 50 mL de agua desionizada y
adicionar 2 mL de 20% SDS. Ajustar a pH 6.8 con HCL concentrado. Aforar a 100 mL.

d. Solucion de corrida - (0.25M Tris + 0.19M Glicina + 0.1% SDS). Para una solucién 10X, disolver 15.2g de
Tris y 72.1 g de glicina en 300 mL de agua desionizada y adicionar 25 mL de 20 % SDS. Ajustar a pH 8.6
con 10M NaOH. Aforar a 500 mL.

e. Buffer 2X de la muestra (10% glicerol + 2.5% SDS + 50 mM Tris-HCI, pH 6.8 + 5% 2-mercaptoetanol +
0.002% Azul de bromofenol). En un tubo de 15 mL, mezclar los siguientes volumenes: 1 mL de glicerol;
1.25 mL de 20% SDS; 0.5 mL de 1M Tris-HCI, pH 6.8; 0.5 mL de 2-mercaptoetanol; 0.2 mL de 1% azul de
bromofenol. Aforar a 10 mL con agua desionizada.

f.  10% Persulfato de amonio. Disolver 0.1g de persulfato de amonio en 1mL de agua desionizada

g. Solucion de tincion - azul de Coomasie (50% Metanol + 10% éacido acético + 0.2% Azul de Coomasie
G250). Disolver 1g de azul de Coomasie G250 en 250 mL de etanol, 50 Ml de &cido acético y aforar a 500
mL con agua .desionizada.

h. Solucién de destincion (10% Metanol + 10% acido acético): mezclar 400 mL de agua desionizada, 50 mL

de metanol y 50 mL de acido acético.



ENSAYOS DE WESTERN-BLOT

1) TBST 10X

50 mL de Tris-HCI 1 M pH 7.5
150 mL de NaClI 5 M

2.5 mL de Tween 20

Aforar a 500 mL

2) Solucién de bloqueo

5 gr de leche en polvo

100 mL de TBST 1X

1 mL de azida de sodio al 0.02%

3) Cloruro de sodio 5 M

146.1 gr de NaCl y llevarlo a 500 mL con

agua

4) Solucioén de transferencia

39 mM glicina — 1.45 gr
48 mM Tris-base — 2.9 gr
0.037 % SDS — 0.185 gr
20 % Metanol — 100 mL

Llevar todo a 500 mL con agua
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