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Sorprendernos por algo es el primer paso hacia el descubrimiento.
Louis Pasteur (1822-1895)
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PBS Solucién amortiguadora (“Buffer””) Fosfato Salino
PBST “Buffer” Fosfato Salino — Tween 20

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
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I'px
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sistema de metilacion.

hsdS Tanto la restriccion y la metilacion de ciertas secuencias se
elimina de la cepa.

hsdR Para la transformacion eficiente de ADN clonado no
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RESUMEN

La toxina CsslI es un neuropéptido de 66 aminoacidos que se encuentra presente en el
veneno del alacran Centruroides suffusus suffusus y que se ha reportado como la toxina
mas abundante responsable de la toxicidad de este veneno. Esta toxina afecta a canales de
sodio dependientes de voltaje (NaCh) y se clasifica como una toxina de tipo 3 [Martin et
al., 1987] Existen antecedentes que muestran que las toxinas tipo 3 actiian sobre los NaCh
por un mecanismo conocido como Trampa del Sensor de Voltaje. En este modelo se
propone que el residuo E15 interacciona con las argininas del sensor de voltaje del canal,
por lo que se ha sefialado a este residuo como un aminoécido indispensable para la
toxicidad [Cestele ef al., 1998]. Se han realizado cambios de este residuo por arginina en
otras toxinas (CssIV y Bj-xtrIT), con el fin de modificar la carga y se observé que la toxina
CssIVE15R no modifica las corrientes del canal Nav1.2, o bien la toxina Bj-xtrITE15R no
presenta actividad toxica en insectos [Cohen et al., 2005; Karbat et al., 2004]

Si bien, existen excelentes antivenenos para el tratamiento de las picaduras de alacran en
Meéxico, no todos los anticuerpos presentes en los fragmentos F(ab), de caballo usados en la
actualidad, son relevantes para neutralizar la actividad del veneno.

Asi, se formulod la hipdtesis de que la generacidn de anticuerpos especificos contra una
variante de CsslI que no presentara toxicidad, por si sola podria ser suficiente para proteger
contra el veneno de este alacran y algunas toxinas relacionadas como una alternativa a los
antivenenos.

Para evaluar lo anterior, los dacidos desoxirribonucleicos complementarios (ADNCc)
codificantes para Cssll y sus variantes fueron clonados en el vector de expresion pQE30.
Los plasmidos pQE30-toxinas se emplearon para transformar células E. coli BL21 (DE3).
La expresion, extraccion y purificacion de las proteinas recombinantes se realizaron
mediante un método anteriormente utilizado en nuestro grupo de investigacion [Estrada et
al., 2007]. Posterior a la evaluacion de su toxicidad, tres diferentes péptidos recombinantes
fueron utilizados para inmunizar conejos: la recombinante Cssll con y sin la cola de
histidinas (HisrCssII y rCssll) y una mas en el que el residuo glutdmico 15 se reemplazo

por arginina (rE15R). Adicionalmente, un conejo fue inmunizado con la neurotoxina nativa
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Cssll (nCssll) como control. Los efectos neutralizantes del suero de los conejos
inmunizados fueron probados por incubacion de cada suero con 3DLsy de Cssll nativa y
ensayados por separado en grupos de 6 ratones CD1. Experimentos similares fueron
realizados utilizando 3DLs, de veneno total de Centruroides suffusus suffusus para evaluar
la DEsy de cada suero. Posteriormente se realizaron ensayos de competencia in vitro
mediante ensayos electrofisioldgicos con la toxina nativa sola y en combinacién con las
variantes a evaluar; e in vivo con ratones CD1 para evaluar la posible funcion de las toxinas
como inhibidores competitivos.

Dentro de los resultados, se observa que las toxinas recombinantes presentan estructura
similar a la toxina nativa, concordando ademas con estructuras conocidas de toxinas de
alacran especificas para canales de sodio; ademés son capaces de desplazar a la toxina
nativa de su receptor en el cerebro de rata lo que implica que reconocen un blanco similar,
en este caso, el canal de sodio. Las toxinas recombinantes HisrCssll y rCsslI fueron toxicas
para ratones CD1, mientras que rE15R no lo fue. Los titulos de anticuerpos obtenidos de
conejo fueron en el orden de 10* para anti-nCsslI, anti-HisrCsslI y anti-rE15R y de 10° para
anti-rCssll. Todos los sueros fueron capaces de neutralizar el efecto de la toxina CsslI
nativa, asi como a la toxina nativa Cn2, una toxina bloqueadora de canales de sodio y que
es la mas téxica y abundante del alacran Centruroides noxius. Estos sueros también
neutralizaron al veneno total de Centruroides suffusus suffusus, lo cual se indica en la
determinacidn de las DEs.

Como conclusiones del trabajo, se asumid que las tres toxinas recombinantes y la toxina
nativa contienen epitopes comunes. Las toxinas recombinantes son capaces de generar
anticuerpos neutralizantes con altos titulos en conejos, demostrando variante no téxica de

una toxina de alacran puede ser utilizada como inmunogeno.
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1. INTRODUCCION
1.1 El alacranismo en el mundo y en México

El alacranismo es un problema de salud en paises tropicales y subtropicales
originado por la picadura de alacranes venenosos para mamiferos, que afecta a grandes
nucleos de poblacion, tanto en el medio rural como en el urbano (figura 1). Las
consecuencias del alacranismo han sido subestimadas debido a que en algunos paises
desarrollados y en la mayoria de los subdesarrollados, no todos los casos de picadura de
alacran se registran en las estadisticas de salud, por no tratarse de un dafio a la salud de
notificacidon obligatoria [Granja-Bermudez ef al., 1999; Osnaya-Romero et al., 2001]

Se estima que hay en el mundo 2.3 billones de poblacion en riesgo y que el nimero
anual de picaduras de alacran excede los 1.2 millones, con 3,250 muertes a nivel mundial

[Chippaux y Goyffon, 2008].

Incidence per 100,000 inhabitants
distribution ] <t 1to 100 B >100
Fig. 1. Distribuciéon mundial del alacranismo [Chippaux y Goyffon, 2008].

Limits of
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México es el pais con mayor indice de alacranismo del mundo, por sus
caracteristicas biogeograficas, su gran cantidad de especies peligrosas y la abundancia de
ejemplares. De 1,959,248 km? de 4rea terrestre del pais, 593,486 km® son 4reas
alacranigenas (30.3 %). En estas areas se encuentra el 36.8 % del total de la poblacion de
alacranes, lo que conduce a altas tasas anuales de morbilidad [Gonzélez-Rivera et al.,
2004]. Se estima que en México un promedio de 250,000 personas son picadas anualmente,
y que cada afio ocurren entre aproximadamente 70 muertes por picadura de alacran en
México, sobre todo en menores de 10 afios de edad, que es la poblacidon de alto riesgo
[DGEPI, 2009]. Entre las causas de muerte por reacciones tdxicas y envenenamientos
causados por plantas y animales venenosos, las picaduras de alacran han ocupado el primer
lugar por mas de 20 afios, encontrdndose ademds entre las primeras 15 causas de
enfermedad [Celis et al., 2007; Gonzalez-Rivera et al., 2004; Granja-Bermudez et al.,
1999].

La tasa de picaduras de alacran se ha incrementado en los ultimos afios, como
consecuencia de una mejora en el registro de casos de alacranisno en el pais. Este problema
representa una importante causa de demanda de asistencia médica en 12 estados de la
Republica Mexicana: Aguascalientes, Colima, Durango, Guanajuato, Guerrero, Jalisco,
Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, Sinaloa y Zacatecas [Celis et al., 2007; Granja-

Bermudez et al., 1999].

1.2 Los alacranes

Los alacranes son una especie que ha existido desde hace 400 millones de afios, por
lo que pertenecen a uno de los grupos de animales mas antiguos en la tierra. En la
actualidad existen aproximadamente 1,500 especies diferentes de alacranes, que se ubican
en las regiones calidas del planeta. Los alacranes peligrosos para los humanos pertenecen a
la familia Buthidae, con aproximadamente 500 especies comprendidas dentro de los
géneros Androctonus, Leiurus, Buthus, Buthotus y Heterometrus en Asia menor y en el
Norte de Africa; Parabuthus en el sur de Africa; Centruroides distribuido en el sur de
Estados Unidos, México y América Central, y el género Tityus en Trinidad y Tobago y
América del Sur [Chippaux y Goyffon, 2008; Gurevitz et al., 2007; Possani et al., 1999].
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En México se han identificado 221 especies de alacranes, clasificados dentro de 7
familias. En la familia Buthidiae, el género Centruroides cuenta con 21 especies, 7 de las
cuales se consideran como peligrosas por poseer veneno neurotoxico al hombre (figura 2):
C. elegans, C. sculpturatus, C. infamatus infamatus, C. limpidus limpidus, C. |. tecumanus,
C. noxius 'y C. suffusus suffusus [Alagon et al., 2003; Gonzélez-Rivera et al., 2004].
Actualmente estas especies se encuentran cada vez mas en las cercanias de las viviendas,
dada la tendencia actual de nuestras poblaciones a crecer e invadir su nicho ecoldgico,

englobandolo dentro del habitat humano [Granja-Bermudez et al., 1999].
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Fig. 2. Distribucion de las especies de alacranes peligrosos en México [Alagon et al., 2003].

1.3 El veneno del alacrdn
El veneno de los alacranes contiene una gran variedad de compuestos
bioldgicamente activos: enzimas, péptidos, nucledtidos, aminas biogénicas

(ej. 5-hidroxitriptamina) y otras sustancias desconocidas [Possani e al., 1999; Rodriguez
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De La Vega y Possani, 2005]. Algunos de los componentes mas destacados del veneno de
los alacranes son: hialuronidasa que aumenta la permeabilidad capilar para facilitar la
absorcion [Morey et al., 2006; Nair y Kuryo, 1975; Pessini ef al., 2001; Ramanaiah et al.,
1990], 5-hidroxitriptamina de la que depende la producciéon de dolor y edema en el sitio de
la picadura [Adam y Weiss, 1956; Bagchi y Deshpande, 1999; Nair y Kuryo, 1975] y
proteinas de bajo peso molecular, cominmente llamados toxinas, que tienen la capacidad
de unirse a los canales idnicos y alterar la funcion y comunicacion celular [ Albuquerque et
al., 1988; Blaustein et al., 1991; Cahalan, 1975; Kozminsky-Atias et al., 2008], lo que da
lugar a los sintomas clinicos y efectos letales observados después de la picadura del
alacran. Los sintomas locales incluyen dolor intenso y prurito en el sitio de la picadura,
parestesias locales y ocasionalmente edema. Los sintomas o efectos sistémicos incluyen
irritabilidad, hipertermia, dolor y parestesias en todo el cuerpo, prurito nasal, sensacion de
cuerpo extrafio faringeo, sialorrea, estornudos, fasciculaciones linguales, dislalia, cianosis
peribucal, epifora, fotofobia, nistagmus, amaurosis pasajera, diplopia, alteraciones del ritmo
cardiaco y de la presidon arterial, dificultad respiratoria, distension y dolor abdominal,
nauseas, vomitos, diarrea y priapismo [Alagdén et al., 2003; Chippaux y Goyffon, 2008].
Las toxinas son el grupo de compuestos, mas estudiado y caracterizado en el veneno del
alacran.

Los alacranes usualmente inyectan su veneno subcutdneamente de donde se
distribuye a todo el organismo por el sistema circulatorio y si son especies muy venenosas,
en minutos pueden matar a mamiferos pequefios. Las toxinas del veneno del alacran tienen

una afinidad selectiva por el sistema nervioso central y periférico [Possani et al., 1999].

1.4 Los tratamientos actuales

Actualmente la produccion de antivenenos se realiza inmunizando caballos con el
veneno total de los artopodos de interés, siendo que unas pocas toxinas presentes en los
venenos son las que en verdad son toxicas para los humanos u otros mamiferos [Olvera et
al., 2006; Zamudio et al., 1992]. Debido a esto, una de las desventajas de los actuales
antivenenos es la gran cantidad de proteina no-especifica que contienen. Estos anticuerpos

no especificos pueden ser los responsables de efectos secundarios en los pacientes bajo
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tratamiento, especialmente en menores de edad. La produccion de Faboterapicos (i.e.
F[ab']2) representa un avance para mejorar la calidad de los antivenenos [Ismail, 2003]; sin
embargo, estos aun podrian mejorarse al disminuir aquellos anticuerpos generados contra
fracciones del veneno que no estén involucradas en la toxicidad al humano, de esta manera

se aumentaria la especificidad del antiveneno.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Las toxinas de alacranes

Los alacranes peligrosos para mamiferos contienen un gran nimero de péptidos y/o
toxinas, que de acuerdo a su tamafio se clasifican en toxinas de cadena corta (20-40
residuos de aminodcidos) y en toxinas de cadena larga (58-76 residuos de aminoacidos).
Estos ultimos son los responsables de los sintomas neurotoxicos desarrollados durante el
envenenamiento por alacranes, y fueron los primeros péptidos caracterizados de los
venenos de alacranes [Rodriguez De La Vega y Possani, 2005]. Cuatro familias diferentes
de toxinas se han descrito en funcidén de su blanco especifico, que pueden ser: canales de
sodio, canales de potasio, canales de cloro y canales de calcio [Possani ef al., 1999].

Todas las toxinas especificas para canales de sodio estan constituidas por 60-76
residuos de aminoacidos y estan estabilizadas por cuatro puentes disulfuro. Son
polipéptidos de 6,500-8,500 Da. Todas las estructuras tridimensionales determinadas a la
fecha muestran un nucleo estructural comin con una topologia Bof, con asas o giros

altamente variables que conectan a los elementos estructurales secundarios (figura 3)

[Mouhat et al., 2004].

Fig. 3 Estructura tridimensional de toxinas de alacran de “cadena larga” con el motivo estructural
BoPP [Rodriguez De La Vega y Possani, 2005].

Las toxinas de alacranes especificas para canales de sodio son modificadoras de la
apertura del canal y se han clasificado en dos grupos, basado en estados de unién: a- y -
toxinas. Las o-toxinas se unen al receptor en el sitio 3 del canal de sodio de una manera
dependiente del voltaje e inhiben el proceso de inactivacion del mecanismo de apertura y
cierre del canal. Las B-toxinas se unen al receptor en el sitio 4 y afectan la activacion del

mismo mecanismo [Catterall ez al., 2007].
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Adicionalmente, las toxinas se han clasificado de acuerdo a su estructura y funcion
en los diversos grupos mostrados en la figura 4. Esta clasificacion obedece a su secuencia
de aminoacidos, a su especificidad (contra mamiferos o contra insectos), asi como a sus
propiedades de union y efectos electrofisiologicos. [Possani et al., 1999]. El alineamiento

presentado se realizd utilizando como referencia los residuos de cisteinas.
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Fig. 4. Grupos funcionales de las toxinas especificas para NaCh [Possani et al., 1999].
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2.2 Canal de sodio dependiente de voltaje

Los canales de sodio dependientes de voltaje (NaCh) son responsables de la entrada
rapida de iones sodio a la célula que provoca un potencial de accién en nervios, musculos y
células endocrinas, lo que es esencial para la generacion y propagacion de impulsos
nerviosos. [Bosmans et al., 2008; Catterall ef al., 2007]. Los canales de sodio de cerebro de
mamiferos se conforman por una subunidad o de 220-260 kDa que contienen elementos de
sensor de voltaje y formadores de poro en un solo complejo de proteina y una o dos
subunidades auxiliares f de aproximadamente 33-36 kDa. Las subunidades o estin
compuestas por cuatro dominios homodlogos que contienen cada uno seis segmentos
hidrofébicos transmembranales (figura 5). Un asa, que atraviesa la membrana, entre los
segmentos S5 y S6, de cada dominio, constituye el vestibulo del poro del canal [Yu y
Catterall, 2003]. El canal responde a voltaje debido a sus segmentos S4, los cuales
contienen motivos repetidos de un residuo de aminoacido positivamente cargado (lisina o
arginina) cada tercera posicion, siendo éstos los que por sefiales eléctricas inician un
cambio conformacional que abre el poro, lo que produce la despolarizacion de la membrana
necesaria para generar potenciales de accion [Clare ef al., 2000; Wood ef al., 2004; Yu y

Catterall, 2003].

a p2 o B
B L ®
W st H,N
N I I i v N
I Y\
R )
Qut
1 1 1 1
I
" J ' . L ]
-0,C €O,
Voltage Pore T
sensing Inactivation
+H N
COo,
Maodulation

Fig. 5. Canal de sodio dependiente de voltaje. (a) Representacion esquematica del canal.
(b) Estructura tridimensional de la subunidad o del NaCh a 20 A de resoluciéon [Clare et al., 2000].
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En los humanos, nueve subunidades o de canales de sodio dependientes se han
caracterizado: Nayl.1 — Na,1.9. Las subunidades auxiliares del canal de sodio, Na,f1 —
Na,p4, interactiian con las diferentes subunidades o y alteran sus propiedades fisiologicas y
su localizacion subcelular [Wood ef al., 2004].

Las funciones del canal de sodio dependiente de voltaje pueden ser divididas en tres
aspectos complementarios: conductancia de iones, apertura del poro y regulacion. Los
canales de sodio son los unicos que representan blancos moleculares para varios grupos de
neurotoxinas, que alteran fuertemente el funcionamiento del canal, por unién a diferentes
sitios en el receptor [Wood et al., 2004]. Debido a su gran afinidad y especificidad, las
neurotoxinas representan herramientas poderosas para estudiar la estructura y funcion de
los canales de sodio, afectando tanto la permeabilidad como las propiedades de apertura del
canal. Seis diferentes sitios de union a neurotoxinas se han identificado en el canal de sodio
dependiente de voltaje, los cuales se esquematizan en la figura 6 [Krzemien et al., 2000;

Pallaghy et al., 1994; Wood et al., 2004; Yu y Catterall, 2003].
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Fig. 6. Sitios farmacoldgicos de unién en los NaCh [Wood et al., 2004].
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El estudio de las toxinas de alacran que afectan canales de sodio ha recibido una
gran atencion debido a la importancia médica y al interés en la caracterizacion de los
efectos farmacoldgicos a nivel molecular. Dado que muchas de estas neurotoxinas se unen
a canales de sodio y alteran sus funciones de apertura, éstas se han utilizado para estudiar
estos mecanismos, las propiedades estructurales y funcionales del canal, asi como la
fisiopatologia de enfermedades relacionadas a los canales de sodio [Krzemien et al., 2000;

Yu y Catterall, 2003].

2.3 Mecanismo de toxicidad de las B-toxinas de alacranes: Trampa del sensor de voltaje
Investigaciones recientes han mostrado que las toxinas que afectan los canales de
sodio dependientes de voltaje exponen al menos dos superficies moleculares, de las cuales
una es responsable del reconocimiento de su receptor en el canal de sodio (responsable de
la mayor afinidad), y la otra afecta la funcion del receptor (poca afinidad pero responsable
del mayor efecto bioldgico) [Cestele ef al., 1998; Cohen et al., 2005]. En la actualidad es
ampliamente aceptado que las neurotoxinas polipeptidicas tipo B de alacranes utilizan como
mecanismo de accién sobre el canal de sodio la “trampa de sensor de voltaje”, en el cual
utilizan a los sensores de voltaje del canal como medio para alterar la apertura del receptor.
Este mecanismo se propuso mediante el estudio de la accidén de la B-toxina CssIV del
alacran Centruroides suffusus suffusus en la isoforma del canal de sodio Na,l1.2. Los
sensores de voltaje responsables de la activacion de los canales de sodio son segmentos
transmembranales y por lo tanto son inaccesibles para toxinas hidrofilicas. La alteracion de
la apertura del canal ocurre porque las toxinas utilizan el asa extracelular que une los
segmentos S3 y S4 como sitio de union, con lo que impiden el movimiento transmembranal
del sensor de voltaje que se necesita en el proceso de apertura del canal. Las B-toxinas de
alacranes especificamente favorecen la activacion de los canales de sodio mediante
secuestro del segmento S4 del dominio II en su posicion hacia el exterior, como se

esquematiza en la figura 7 [Cestele et al., 1998].
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Resting State Enhanced Inactivation Enhanced Activation

Fig. 7. Modelo de la “trampa del sensor de voltaje” [Cestéle et al., 1998].

La union de la toxina no solo inmoviliza al sensor de voltaje del dominio II,
presumiblemente en el estado activado, sino que causa cambios largos de hiperpolarizacion
en la activacion de otros sensores de voltaje. Este comportamiento cooperativo o acoplado,
de los sensores de voltaje, es una propiedad fundamental en los canales de sodio
dependientes de voltaje y explica como una toxina sitio-especifica tiene efectos profundos
en el proceso de apertura dependiente de voltaje [Campos ef al., 2007].

Varios trabajos han demostrado que las toxinas tipo beta, sean de alacranes o de
arafias, contienen aminodacidos anidnicos, entre ellos los residuos glutdmicos en las toxinas
tipo beta, que son capaces de interaccionar con el sensor de voltaje, inmovilizando los
segmentos 4 en los canales de sodio dependientes de voltaje. En el modelo propuesto para
la accion de la toxina CssIV, del alacran C. s. suffusus, sobre el canal de sodio Nay1.2, se
describid que en presencia de una -toxina, el movimiento del sensor de voltaje favorece la
interaccion del residuo glutamico 15 (E15) con las argininas 850 y 853 en el segmento
transmembranal S4 del dominio II del canal, manteniendo al segmento S4 en la posicion
que favorece al estado “activado” del canal [Cohen ef al., 2005].

Adicionalmente, se conoce que en la toxina CssIV cambios en este residuo por
arginina modifica su funcidén, no permitiendo el efecto de activacion caracteristico de la
toxina sobre el canal [Cohen ef al., 2005]. Adicionalmente para otra toxina, Bj-xtrIT
(toxina del alacran Buthus judaicus especifica para insectos), este mismo cambio conduce a

la ausencia de toxicidad en la toxina [Karbat et al., 2004].
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Otros residuos involucrados en la toxicidad de las toxinas beta podrian estar

situados en el N- y C-terminal de ellas [Campos ef al., 2007; Cestele et al., 1998; Possani et

al., 1985].

2.4 Las toxinas como inmundgenos

Estudios previos han demostrado que las toxinas de artropodos son inmunogénicas

y que los anticuerpos generados contra éstas, no solo son capaces de neutralizar a la toxina

misma, sino al veneno total de la especie correspondiente. También se han reportado casos

de anticuerpos que son generados contra un componente no téxico, natural o sintético, y

que también neutralizan al veneno total de la especie correspondiente. Asi, se ha observado

que la generacion de anticuerpos contra un solo componente de un veneno, puede ser una

alternativa eficaz para la produccion de antivenenos. Ejemplos de esto se enlistan en la

Tabla 1.

Tabla 1. Toxinas cuyos anticuerpos neutralizaron el veneno total de la especie de la que proceden.

Inmunoégeno Anticuerpos Recombinante Veneno soluble Referencia
Cn2 Ratén No C. noxius [Licea et al., 1996]
(alacran)
TsNTxP (anatoxina) Conejo No T. serrulatus [Chavez-Oloértegui
(alacran) etal., 1997]
TsNTxP (anatoxina) Conejo Si T. serrulatus [Guatimosim et al.,
(alacran) 2000]
(Abu)8-AaHII (no toxica) Raton No A. australis [Devaux et al.,
(alacran) 1997]
AaHII Raton/Conejo No A. australis [Zenouak et al.,
(alacran) 1997]
Birtoxina, N-terminal Conejo No P. transvaalicus [Inceoglu et al.,
(alacran) 2006]
AmmVIII (anatoxina) Conejo No A. m. mauretanicus  [Martin-Eauclaire et
(alacran) al., 2006]
KAaH 1 y 2 (anatoxinas) Ratén No A. australis [Srairi-Abid et al.,
(alacran) 2008]
Tsl1 (TsVII o Tsy) Raton/Conejo Si T. serrulatus [Mendes et al.,
(alacran) 2008]
Pg8 Raton Si P. granulatus [Garcia-Gomez et
(alacran) al., 2009]
SMD-Lb1C Conejo/Caballo Si L. boneti [Olvera et al.,
(arafia) 2006]
Latrotoxina Raton No L. tredecimguttatus  [Bugli et al., 2008]
(arafia)

[\
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De esta manera, los primeros estudios inmunoquimicos de toxinas del veneno de

alacranes revelaron un principio general: existe reaccion cruzada en grupos estructurales de

toxinas. Un anticuerpo contra un miembro de un grupo estructural antigénico reconoce y

neutraliza las toxinas del mismo grupo mejor que las toxinas de otros grupos [Gazarian et

al., 2005]. Esta relacion estructura-antigenicidad categoriza la variedad de toxinas en un

numero pequefio de grupos antigénicos y focaliza el estudio inmunoldgico en pocos

modelos de toxinas representativas de cada grupo: toxinas de alacranes de los géneros

Androctonus 'y Buthus (especies del norte de Africa), toxinas de alacranes del género

Centruroides (especies de Norteamérica) y toxinas de especies del género Tityus (especies

de Sudamérica). La reactividad cruzada para toxinas de alacrdn se ha demostrado para

diversas especies de alacranes; los estudios realizados se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Reactividad cruzada presentada entre diversas toxinas y venenos de alacranes.

Aiio Especie Ref.

1983  Dos toxinas de la especie Androctonus australis Hector (toxinas IIy [El Ayeb et al.,
Il) y la toxina I de Buthus occitanus tunetanus presentan reactividad 1983]
cruzada por radioinmunoensayos.

1989  El veneno de Heterometrus swammerdami presenta reactividad cruzada  [Das Gupta et al.,
contra un antiveneno producido contra la especie H. bengalensis. 1989]

1992 Anticuerpos producidos contra toxinas del alacran Centruroides noxius [Zamudio et al.,
presentan reactividad cruzada contra otros venenos del género 1992]
Centruroides.

1994  Existe reactividad cruzada antigénica entre venenos de las especies de  [Nishikawa et al.,
alacranes brasilefios Tityus bahiensis, T. stigmurus 'y T. serrulatus. 1994]

1997 Los antivenenos producidos para las especies Buthus occitanus 'y [Kharrat ef al.,
Androctonus australis Hector presentan reactividad cruzada contra los 1997]
venenos de ambas especies.

2002  Los anticuerpos producidos contra una proteina no toxica de 7. serrulatus  [Chavez-Olortegui
protegen contra los efectos de otras toxinas de 7. serrulatus asi como del etal.,2001]
veneno total.

2007  Dieciséis venenos de alacranes de seis géneros de Venezuela y Brasil [D'Suze et al.,
presentan reactividad cruzada antigénica contra el antiveneno producido 2007]
contra 7. discrepans.

2008  Venenos de diferentes especies venezolanas y brasilefias del género Tityus [Borges et al.,
presentan reactividad cruzada en diferentes grados contra los diferentes 2008]
antivenenos producidos contra ellas.

2008  El antiveneno producido contra A. crassicauda, reconoce y neutraliza al ~ [Ozkan y Carhan,
veneno de Mesobuthus eupeus. 2008]

2008  Un antiveneno comercial contra los venenos de C. noxius, C. I. limpidus, C. [Chase et al., 2009]

L. tecomanus 'y C. s. suffusus reconoce al veneno de C. sculpturatus.

[\
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El desarrollo de la terapia con anticuerpos ha evolucionado rapidamente en los
ultimos veinte afios, especialmente con las inmunoglobulinas como proteinas modulares
[Espino-Solis ef al., 2009], lo que ha llevado a un mayor numero de estudios en los que se
pretende evaluar las propiedades inmunolédgicas de las toxinas. Hasta ahora los resultados
esenciales de los estudios inmunologicos para toxinas de alacranes son la identificacion,
purificacion, caracterizacion estructural y farmacoldgica de toxinas individuales y de
familias de toxinas, obtencion de suero y anticuerpos neutralizantes, localizacion y
descripcidn estructural de los determinantes antigénicos, epitopes relativos a sitios toxicos,
y ensayos de neutralizacion y capacidad de proteccion de los anticuerpos generados para las
toxinas y para venenos totales [Gazarian et al., 2005].

Un dato importante, es que en el caso de los alacranes, por lo general el episodio de
una picadura es Unico, con algunas excepciones en zonas de alto indice de alacranismo, lo
que implica que los antivenenos se utilizan s6lo una vez, y esto disminuye la probabilidad
de generar reacciones secundarias de hipersensibilidad, que se caracterizan por rash,
urticaria, prurito, broncoespasmo, artralgia y choque anafilactico. Adicionalmente, la
produccién de F(ab)2 ha disminuido la posibilidad de estas reacciones adversas, ain
cuando se necesite una segunda dosis. Sin embargo, actualmente la idea principal es
obtener un pequefio coctel de anticuerpos altamente especificos contra los principales
componentes toxicos de un determinado veneno y demostrar que no causan efectos

secundarios [Espino-Solis et al., 2009].

2.5 Centruroides suffusus suffusus y la toxina CssIl

El alacrén C. s. suffusus es una especie distribuida en la zona de Durango y Nayarit,
a la que se considera de gran importancia médica y un grave problema de salud en la zona.
Es una especie que se puede encontrar debajo de cualquier superficie que le brinde refugio,
por lo que es posible encontrarla en asentamientos humanos. Esta especie se considera
como una de las mas toxicas en el pais y de mayor importancia por los casos de
alacranismo de los que es causante [RedTox, 2009].

La toxina Cssll se encuentra en mayor proporcion, entre las toxinas que afectan

mamiferos, en el veneno de C. suffusus suffusus (DLsy IP del veneno, 10.3 pg por 20
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gramos de ratdn; resultados de este trabajo) y es la responsable de los mayores sintomas
presentados por el envenenamiento de esta especie [Martin ef al., 1987]. La toxina CsslI se
une al sitio 4 de los canales de sodio dependientes de voltaje, por lo que se clasifica como
una -toxina [Martin et al., 1987]. La DLsy IP de CsslI es de 0.7 pg por 20 g de raton, y es
una proteina de cadena sencilla de 66 aminodcidos unidos por 4 puentes disulfuro
(estructura af} estabilizada por cisteinas), que se encuentra amidada en el carboxilo
terminal y con una masa molecular de 7,537.6 Da [Martin et al., 1987]. La toxina CsslI es
el centro de este proyecto en donde deseamos expresar heterélogamente variantes de ella
similares pero sin funcidn bioldgica para usarlas como inmunogenos, con el fin de obtener
anticuerpos que sean capaces de neutralizar a la toxina nativa.

A la fecha, existen dos reportes de la expresion heterdloga de la toxina Cssll, ambos
en E. coli. Uno de ellos reporta ademas, un correcto plegamiento in vitro de la toxina, lo
que lleva a una estructura tridimensional casi idéntica a la de la toxina nativa [Estrada ef al.,

2007; Estrada-Tapia, 2008; Johnson et al., 2000].
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3. HIPOTESIS

Mutaciones en la superficie responsable de la funcion bioldgica de la toxina CsslI

podrian generar una proteina que reconozca al sitio 4 de los NaCh, pero al mismo tiempo

afuncional, la cual podria utilizarse como inmunogeno como una alternativa en la

produccidn de antivenenos.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar variantes toxicas y no toxicas de la toxina Cssll con capacidad inmunogénica y

protectora.

4.2 Objetivos especificos

v

<

Obtener variantes tdxicas y no toxicas de la toxina Cssll mediante expresion
heterdloga.

Caracterizar las toxinas expresadas para determinar su efecto funcional y estructural.
Obtener anticuerpos contra las variantes de la toxina CsslI.

Determinar que variantes generaron anticuerpos neutralizantes para la toxina nativa
CsslI.

Determinar si los anticuerpos neutralizantes de Cssll pueden neutralizar alguna toxina

del género Centruroides, como por ejemplo Cn2 de C. noxius.
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5. SECCION EXPERIMENTAL

5.1 Reactivos, Enzimas v Paguetes comerciales para biologia molecular (“Kits”)

Los reactivos de uso general utilizados en este trabajo fueron adquiridos de las
compaiiias Sigma, Fermont, Merck, Research Organics, Gibco y BioRad. Se utilizé
Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG, Fermentas). Se utilizaron Adyuvante Completo
de Freund (ACF, Rockland) y Adyuvante Incompleto de Freund (AIF, Rockland) para el
protocolo de inmunizacion. En los ensayos de ELISA se utilizd un anticuerpo anti-conejo
acoplado a peroxidasa (Zymed) y el sustrato 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-acido
sulfonico (ABTS, Roche). En los geles de agarosa para ADN, se utiliz6 el marcador de
peso molecular “GeneRulerTM DNA Ladder Mix” (Fermentas). El marcador de peso
molecular “Prestained Protein Marker Broad Range (7-175 kDa)” (New England Biolabs)
se utilizé en los geles de poliacrilamida para proteinas.

Las enzimas de restriccion utilizadas fueron adquiridas de New England Biolabs y
Fermentas. La Taq polimerasa fue adquirida de Fermentas, la T4 DNA Ligasa de
Invitrogen y el Factor Xa (FXa) de New England Biolabs.

Para la purificacion de fragmentos de ADN obtenidos por digestion enzimadtica o
por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), separados por electroforesis de geles de
agarosa, se utilizo el “kit” QIAquick Gel Extraction de Quiagen y para la purificacion de

plasmidos se utilizo el “kit” High Pure Plasmid Isolation de Roche.

5.2 Cepas, Vectores v Oligonucléotidos

Las cepas utilizadas en este trabajo fueron:
-Escherichia coli [ Genotipos E.coli, 2009]
= BL21(DE3): F ompT gal decm lon hsdSg(rg” mg’) A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1
ind1 sam7 nin5])
= DHS5o: F endAl gIlnV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG $80d/acZAM15
A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rg” mg ), A—

= XLI-Blue: endAl gyrA96(nal®) thi-1 recAl relAl lac gInV44 F'[::Tnl0 proAB"
lacI® A(lacZ)M15] hsdR17(rg’ mg ")
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Se utilizaron los vectores de clonacion pGEM T-easy de Promega y pQE30 de
Qiagen (figura 8).
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Fig. 8. Vectores utilizados en este trabajo (imagenes tomadas de los manuales de uso de los
respectivos vectores).

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo fueron sintetizados en la Unidad de

Sintesis del Instituto de Biotecnologia-UNAM.

5.3 Medios de cultivo y Soluciones

Medios:

= Medio LB (1 L: 10 g NaCl, 10 g Bacto Triptona, 5 g Extracto de Levadura, pH 7.0)
* Medio LB/Ampicilina (Medio LB, 200 pg/mL Ampicilina)

= Agar LB (1 L: Medio LB, 15 g Bacto Agar, pH 7.0; cajas preparadas con 25 mL)

= Agar LB/Ampicilina (Agar LB, 200 pg/mL Ampicilina; cajas preparadas con 25 mL)

Soluciones:
=  “Buffer” Fosfato Salino, PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCIl, 10 mM Na,HPOy,
2 mM KH2PO4, pH 74)

= “Buffer” Tris-Borato-Acido etilendiaminotetraacetico (EDTA), TBE (89 mM Tris,
89 mM Acido bérico, 2 mM EDTA, pH 8.3)
= “Buffer” de carga 6x (0.25 % Azul de bromofenol, 0.25 % Xylencianol, 30 % Glicerol)

(\9)
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Lisis alcalina

“Buffer” Tris-EDTA, TE 50:20 (50 mM Tris, 20 mM EDTA)

Solucidén I (50 mM Dextrosa, 25 mM Tris pH 8, 10 mM EDTA pH 8)

Solucién I (Preparada en el momento, 1 % Dodecil sulfato de sodio, SDS,
0.2 N NaOH)

Solucion 11T (Fria, 60 % 5 M Acetato de potasio, 40 % Acido acético glacial)

Soluciones para Geles de Poliacrilamida

Solucién de poliacrilamida (30 % Acrilamida, 2.7 % Bis-acrilamida)

“Buffer” concentrador (0.5 M Tris-Cl, pH 6.8)

“Buffer” separador (1.5 M Tris-Cl, pH 8.8)

Detergente (10 % SDS)

Iniciador (N,N,N’,N’- tetrametiletilendiamina, TEMED)

Catalizador (10 % Persulfato de amonio, PSA)

“Buffer” de tanque (0.025 M Tris pH 8.3, 0.192 M Glicina, 0.1 % SDS)

“Buffer” de tratamiento (0.125 M Tris pH 8, 4 % SDS, 20 % Glicerol,
10 % 2-mercaptoetanol, 0.05 % Azul de bromofenol)

Solucién de tefiido (40 % Metanol, 7 % Acido acético, 0.25 % Azul de coomasie)

Solucién destefiidora (10 % Etanol, 10 % Acido acético glacial)

Soluciones para ELISA

PBST (PBS, Tween 0.1 %)

“Buffer” de carbonato (50 mM Na,CO; pH 9.4)

Solucidén de bloqueo (PBS, 0.5 % Gelatina)

Solucién del sustrato (0.75 % ABTS, 10 % “Buffer” para ABTS)
Solucién de paro (20 % SDS)

= Electrofisiologia

Solucién intracelular —de pipeta— (10 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 10 mM Acido
4-(2hidroxietil)-1-piperazinetansulfonico, HEPES, 130 mM Aspartato de potasio,
10 mM Acido etilenglicoltetraacético, EGTA, pH 7.3)

Solucién extracelular (130 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,,
10 mM HEPES, 5 mM Glucosa)
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= Ensayos de unién
- Solucion del medio (130 mM Cloruro de colina, 5.4 mM KCI, 0.8 mM MgSQy,
5.5 mM Glucosa, 50 mM HEPES, 2 mg/mL Albtimina Bovina Serina, BSA, pH 6.5)
- Solucion de lavado (163 mM Cloruro de colina, 0.8 mM MgSO,, 1.8 mM CaCl,,
5 mM HEPES, 4 mg/mL BSA, pH 7.4)

5.4 Animales

Para los ensayos de toxicidad y de neutralizacidn, se utilizaron ratones de la cepa CD1 de
18-20 g de peso. Para la obtencion de sinaptosomas, se utilizaron ratas albinas adultas de la
cepa Wistar. Para el protocolo de inmunizacidn se utilizaron conejos hembras de la cepa
Nueva Zelanda Blanco de 2 -2.5 Kg de peso.

Todos fueron obtenidos del bioterio del Instituto de Biotecnologia, UNAM.

Los alacranes C. s. suffusus fueron colectados en la regiéon de Mimbres en el estado de
Durango, México (permiso SEMARNAT, oficio SGPA/DGVS-02483, del 18 de marzo del
2005).

5.5 Equipos vy Métodos Generales

Para las reacciones de PCR se utilizé el termociclador GeneAmp 2400 Thermal
Cycler PCR de Perkin Elmer. La determinacion de las secuencias de ADN se hizo mediante
el Applied Biosystems Modelo 3730 de Perkin Elmer. Los equipos para corridas de
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés) de fase
reversa fueron un Waters 600E con un detector Waters 486 y un Agilent 1100 series
modelo G13124 con un detector G1315A. Para las corridas de HPLC de intercambio i6nico
se utilizo el equipo Waters 600 Controler con un Detector Waters 2487 Dual A Abosrbance.
Los espectros de masas se obtuvieron con un espectrometro Finnigan LCQ DUO ion trap
mass. Los espectros de dicroismo circular se obtuvieron en un espectropolarimetro marca

JASCO J-725.
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Las manipulaciones de ADN se realizaron de acuerdo a las recomendaciones
generales descritas con anterioridad [Maniatis ef al., 1989].

La preparaciéon de células quimiocompetentes se realizd en condiciones de
esterilidad de la siguiente manera: Se inocularon 50 mL de medio LB con 500 puL de un
precultivo de células (de toda la noche), se incub6 hasta alcanzar una densidad dptica a 550
nm (ODssg) de 0.45-0.55. Se transfirié el cultivo a tubos de centrifuga de 25 mL. Se
mantuvieron en hielo por 10 min y posteriormente se sedimentaron las células mediante
centrifugacion a 4000 rpm. Se elimind el sobrenadante y se resuspendid la pastilla celular
de ambos tubos en 25 mL totales de CaCl, estéril. Se mantuvieron las células en hielo por
90 min y se hizo una nueva centrifugacion a 4000 rpm. El sedimentado se resuspendio en 2
mL de CaCl, estéril y se agregd 1 mL de 50 % de glicerol estéril. Se hicieron alicuotas de
100 puL y se almacenaron a -70 °C

Las toxinas con las que se trabajo a lo largo del proyecto, se presentan enlistadas en
la Tabla 3, cada una con su secuencia aminoacidica. Es importante notar que todas las
toxinas recombinantes se obtuvieron unidas a una cola de histidinas para facilitar la
purificacion de éstas mediante cromatografia de afinidad. Mediante un corte proteolitico, se
liberan esos aminoacidos, dejando a la toxina con la secuencia final indicada. Una toxina
recombinante (Cssll) se trabajo también sin cortar (HisrCssll); ésta sirvié como antigeno

control para observar si la cola de histidinas tiene un efecto en la generacion de anticuerpos.

Tabla 3. Secuencia de aminoacidos de las toxinas trabajadas en el presente proyecto.

Péptido Secuencia de aminoacidos

Toxina nativa

nCssll KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN*
Toxinas recombinantes sin cortar

His-rCssII MRGSHHHHHHGSTIEGRKEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN
Toxinas recombinantes cortadas

rCssll KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN
rE15R KEGYLVSKSTGCKYRCLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN

* Amidacion en el carboxilo terminal
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5.6 Obtencion de la toxina CsslI nativa (nCssIl)

La toxina nativa CsslI fue purificada por dos pasos cromatograficos secuenciales: 1)
El veneno soluble del alacran C. s. suffusus fue separado por HPLC en columna
semipreparativa C18 de fase reversa, con gradiente de solucion B de 0-60 % en 60 min con
un flujo de 2 mL/min. La solucidon A es agua con acido trifluoroacético (TFA) 0.12 % y la
solucion B es acetonitrilo con TFA 0.10 %.

Las diferentes fracciones de interés obtenidas del paso anterior, se separaron por
intercambio iénico por HPLC en columna analitica SP-5PW, con gradiente de solucion B
de 10-50 % en 40 min con un flujo de 1.5 mL/min. La solucién A es una solucion de acido
acético 1M, pH 2.9 y la solucidon B es una solucion de acido acético 1M mas acetato de

amonio 2M, pH 5.9.

5.7 Construccion, clonacion, expresion y purificacion de las toxinas recombinantes

La clonacidn y construccion en el vector de expresion pQE30 de Qiagen, del ADNc
codificante para las toxinas recombinantes Cssll (rCssll) y E15R (rE15R), asi como la
expresion, purificacion, plegamiento in vitro, digestion con Factor Xa y evaluacion de las
mismas, se llevo a cabo mediante un protocolo establecido en nuestro laboratorio [Estrada
et al., 2007, Estrada-Tapia, 2008].

El ADN codificante para la toxina CsslI (figura 9) se obtuvo de un banco de ADNc

creado previamente en el laboratorio [Estrada ez al., 2007].

GGA TCC ATC GAG GGA AGG AAA GAG GGC TAT CTG GTA AGC AAG AGC ACA GGC TGC AAA TAC GAA TGC
G S I E G R K E G Y L \Y% S K S T G C K Y E C

CTT AAA TTG GGA GAT AAC GAT TAT TGC TTA AGG GAA TGC AAA CAG CAG TAC GGA AAA AGC AGT GGC
L K L G D N D Y C L R E C K Q Q Y G K S S G

GGC TAT TGC TAC GCT TTT GCG TGC TGG TGC ACA CAC TTG TAC GAA CAA GCA GTIG GTC TGG CCC CTT
G Y C Y A F A C W C T H L Y E Q A v \Y% w P L

CCT AAT AAA ACA TGC AAC TAG TAA CTG CAG
P N K T C N * * L Q

Fig. 9. Secuencia nucleotidica codificante para Cssll, con las modificaciones introducidas por PCR
para su expresion como proteina recombinante; separada en codones y con el aminoacido para el
que codifica en una segunda linea.
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Este ADN fue modificado para codones de uso preferencial por E. coli [Estrada et
al., 2007] y fue amplificado por PCR afiadiendo una regidn para el corte proteolitico por el
FXa (en texto italico y en rojo en la figura 8), sitios de reconocimiento de las enzimas de
restriccion BamHI y Pstl (en negritas y en azul en la figura 8), ademas de dos codones de
paro en el extremo 3’ del gen (subrayado y en verde en la figura 8) [Estrada et al., 2007,
Estrada-Tapia, 2008]. Para esto, se utilizaron los oligonucléotidos CsslIB y CsslIIP
(Tabla 4).

Tabla 4. Oligonucle6tidos para clonar el ADNc de CsslI e introducir los sitios de reconocimiento
para las enzimas de restriccion BamHI (en rojo) y Pstl (en azul) y el Factor Xa (en verde).

Nombre Oligonucleétido (5°— 3°) Bases Tm
CsslIB GGATCCATCGAGGGAAGGAAAGAGGGCTATCTGGTAA 37 56 °C
CsslIP CTGCAGTTACTAGTTGCATGTTTTATTAGGAAGG 34 49 °C

La toxina HisrCsslI es la toxina rCssll, sin el corte proteolitico por el FXa.

La variante rE15R se obtuvo utilizando la técnica del megaprimer para mutagénesis
sitio-dirigida [Ke y Madison, 1997]. El templado para la PCR fue la construccion de rCssll
en el vector pQE30 y se utilizaron los oligonucleétidos CssIIB, E15R y CssIIP (tabla 5).

La reaccion de PCR se llevo a cabo con las condiciones mostradas en la tabla 6.

Tabla 5. Oligonucleotidos para generar la variante E15R.

Variante Nombre Oligonucleétido (5°— 3°) Bases Tm
rE15R CsslIB GGATCCATCGAGGGAAGGAAAGAGGGCTATCTGGTAA 37 56 °C
EISR CAATTTAAGGCAGCGGTATTTGCAGCC 27 48 °C
CssIIP CTGCAGTTACTAGTTGCATGTTTTATTAGGAAGG 34 49 °C

Tabla 6. Condiciones de PCR utilizadas para amplificar el ADN codificante para las diferentes

variantes.
Ciclos Proceso Tiempo Temperatura*
1 Desnaturalizacion 5 min 94 °C
Desnaturalizacion 1 minuto 94 °C
30 Hibridacion 40 segundos 55°C
Amplificacion 40 segundos 72 °C
1 Amplificacion 5 min 72 °C

* La temperatura depende de la Tm de los oligonucléotidos utilizados.

(US]

(8]
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La comparacién de las secuencias de la toxina Cssll y la variante E15R se observa
en la figura 10, con su correspondiente prediccion de estructuras secundarias, hecha por el

servidor PSIPred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/).

10 20 30 40 50 60

1 1 1 1 1 1
Pred: CCCEEEECCCCCEEEEEECCCCCHHHHHHHHHCCCCCCEEEEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCC
AL: KEGYLVSKSTGCKYECLEKLGDNDYCLRECKQOYGKSSGGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLENKTCN CssII

1= P 1 1 e o o o e

Pred: o "
T2 C= S 1 1 i e 1 Y 1 o s o I

AR: KEGYLVSKSTGCKYRCLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLPNKTCIN EI15R
Pred: CCCEEEECCCCCEEEEEECCCCCHHHHHHHHHCCCCCCEEEEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCC

1 ] 1
10 20 30 40 50 60

Legend:
e~ Y
Iu'_rrl = alfa hélice conf: ]:J] ]][ = confidencia de prediccidn
& +
! > = lamina beta Pred: Estructura secundaria predecida
= asa Ad: Secuencia de interés

Fig. 10. Prediccion de estructura secundaria para Cssll y E15R.

Una vez terminadas y comprobadas las respectivas reacciones de PCR por gel de
agarosa para ADN (1 % de agarosa en “buffer” TBE), se procedido a correr un gel
preparativo de la misma reaccion y posteriormente a purificar el ADN a partir de banda de
gel de agarosa, utilizando el “kit” QIAquick® Gel Extraction de Qiagen, de acuerdo a las
indicaciones del proveedor. Este ADN purificado fue ligado en el vector de clonacion
pGEM, siguiendo las indicaciones del proveedor para una ligacion rapida, que consiste en
una reaccion de 1 pL del vector, 3 uL del inserto, 1 uL de la T4 DNA Ligasa y 5 uL del
“buffer” para la enzima por 1 h a temperatura ambiente. Con 5 UL de la reaccion de
ligacion se transformaron quimicamente 100 uL de células quimiocompetentes E. coli XL1
Blue descongeladas en hielo, preparadas de acuerdo al protocolo, con un proceso de 10 min
en hielo, 2 min a 42 °C y 5 min en hielo, con posterior recuperacion de las células en 1 mL
de medio LB a 37 °C con agitacion. Posterior a esa recuperacion, se plaquearon las células
en cajas con agar LB/amplicilina, preparadas con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-pB-D-

galactopirandsido (X-gal) e IPTG. Se dejaron toda la noche a 37 °C.
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Las clonas positivas se seleccionaron mediante el sistema de la B-galactosidasa, es
decir, mediante un sistema colorido en la que se observan dos tipos de colonias: blancas y
azules, seleccionadas por resistencia a ampicilina, ya que ambos tipos de bacterias portan el
plasmido. Las colonias azules corresponden a las células transformadas con el vector que
lleva el gen de la B-galactosidasa funcional y produce por induccion con IPTG dicha
enzima capaz de hidrolizar al X-Gal y generar color azul. Las colonias blancas
corresponden a las células transformadas con el vector que lleva un gen de la
[-galactosidasa no funcional por insercién de un fragmento de DNA dentro del mismo.,

posteriormente mediante PCR se confirm6 que tuvieran el inserto del tamafio esperado

(200-300 pb).

5.7.1 Obtencion del ADN plasmidico

Una vez identificadas las clonas positivas, se dejaron cultivos independientes de
dichas colonias, en 3 mL de medio LB/ampicilina durante toda la noche a 37 °C con
agitacion, para obtener el ADN plasmidico mediante Lisis Alcalina. Las células fueron
recuperadas del medio mediante centrifugacion a 14,000 rpm durante un minuto,
resuspendiendo después el boton celular en 500 uL de “buffer” TE 50:20. Se centrifugaron
nuevamente las células en las mismas condiciones y se resuspendieron en 500 puL de la
Soluciéon 1. Posteriormente, se afiadieron 200 UL de la Solucion II preparada en el
momento, mezclando por inversion e incubando en hielo por 5 min, pasados los cuales, se
adicionaron 200 puL de la Solucion III fria. Nuevamente se mezcld por inversidon y se
incub6 en hielo por 10 min. La mezcla se centrifugd a 14,000 rpm durante 10 min y
posteriormente el sobrenadante se transfirid a un tubo limpio, adicionando 800 uL de etanol
al 100 % para la precipitacion del ADN plasmidico. Se mezcld por inversion y después de
una incubacién de 2 min a temperatura ambiente, la mezcla se centrifugd en las mismas
condiciones anteriores (10 min a 14,000 rpm). El precipitado fue lavado dos veces con
500 pL de etanol al 70 %, secando posteriormente a 37 °C. Una vez seco, el precipitado se
resuspendio en 60 puL de agua tetradestilada estéril, se afiadio 1 pL. de ARNasa 4 mg/mL y

se dejo 30 min a 37 °C, congelando después a -20 °C para su almacenamiento.
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Para la obtencion de muestras de plasmido més puras, se utilizo el “kit” High Pure

Plasmid Isolation de Roche, de acuerdo a las indicaciones del proveedor.

5.7.2 Secuenciacion del ADN

Las muestras para secuenciacion de ADN se prepararon con 3-5 uL de ADN
plasmidico, 1 uL del oligonucledtido correspondiente y completando a un volumen final de
16 uL con agua tetradestilada estéril. El andlisis de la secuencia ocurre por secuenciacion
automatizada del ADN mediante el método Taq FS Dye Terminator Cycle Sequencing
Fuorescence-Based Sequencing. Esta secuenciacion se basa en el método de Sanger y una
polimerasa termoestable que utiliza terminadores fluorescentes que permiten una
secuenciacion de tipo ciclico mediante un simple proceso de PCR.

El andlisis de las secuencias se hizo utilizando el programa 4Peaks® para Mac y
Chromas® para Windows y la version del programa BLAST que se encuentra en la

direccion electronica http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi.

5.7.3 Obtencion de la secuencia codificante de interés y construccion en el vector de
expresion pQE30

De la construccion en el vector pGEM, se obtuvo el ADN codificante mediante
digestion con las enzimas de restriccion BamHI y Pstl. Posteriormente el ADN se purifico a
partir de una banda de gel de agarosa mediante el “kit” QIAquick® Gel Extraction de
Qiagen.

Este ADN purificado se subclono en el vector de expresion pQE30 previamente
digerido con las enzimas BamHI y Pstl, mediante una ligacion llevada a cabo siguiendo las
recomendaciones del proveedor en una reaccion de 16 h a 16 °C. Este vector tiene un
promotor fuerte (PTS5), el cual es inducido por IPTG y permite obtener la proteina
fusionada a seis histidinas, lo que facilité su posterior purificacion.

Con 5 pL de la reaccidon de ligacion, se transformaron quimicamente 100 puL de
células E. coli DH5a descongeladas en hielo, preparadas de acuerdo al protocolo, con un
proceso de 10 min en hielo, 2 min a 42 °C y 5 min en hielo, con posterior recuperacion de

las células en medio LB a 37 °C con agitacion. Posterior a esa recuperacion, se plaquearon
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las células en cajas con agar LB/ampicilina. De las clonas que crecieron, se seleccionaron
mediante PCR aquellas que tuvieran un inserto del tamafio esperado (200-300 pb).

El ADN plasmidico de las colonias positivas fue recuperado mediante las
condiciones experimentales anteriormente mencionadas.

Las reacciones para secuenciacion se prepararon de la misma manera y los

programas para analisis de secuencia fueron los mismos.

5.7.4 Expresion de las proteinas

Posterior a la confirmaciéon de la secuencia esperada del ADN plasmidico
recuperado, se transformaron quimicamente 3 UL del mismo en 100 uL de células E. coli
BL21, preparadas de acuerdo al protocolo, mediante choque térmico: incubacion 10 min en
hielo, 2 min a 42 °C y 5 min en hielo. La recuperacion se llevd a cabo en 1 mL de medio
LB por 1 h a 37 °C con agitacion, las células se plaquearon en cajas con agar
LB/ampicilina. La cantidad sembrada fue de 100 uL. Las cajas se dejaron toda la noche a
37 °C.

De las colonias que crecieron, se selecciono una para preinocular en 5 mL de medio
LB/ampicilina, dejando toda la noche a 37 °C con agitacion. A partir de ese preindculo, se
inocularon 500 mL de medio LB/ampicilina y el cultivo se dejo a 37 °C con agitacion para
el crecimiento de las bacterias, hasta alcanzar una ODssy de 0.4-0.6. En ese momento, se
afiadi6 IPTG al medio para una concentracion final de 1 mM. Se dejo el cultivo con

agitacion, pero disminuyendo la temperatura a 30 °C, por un lapso de 6-8 h.

5.7.5 Recuperacion de las proteinas

Los cultivos fueron centrifugados a una velocidad de 6,000 rpm durante 20 min,
dividiéndolos en botellas de centrifuga de 250 mL. Se desechd el sobrenadante y se
resuspendieron las células en 100 mL de “buffer” Tris 50 mM pH 8 centrifugando
posteriormente en las mismas condiciones. Nuevamente se desecho el sobrenadante y el
boton celular fue resuspendido en 5 mL del mismo “buffer”. Se pasé el volumen total de un
mismo cultivo a un tubo limpio, completando el volumen a 8 mL. Se rompieron las células

en la prensa de French a 900 psi para la celda de 4 mL (presion interna de 1,800 psi). Se
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observd que nuestra proteina se expresaba de forma insoluble, es decir, en cuerpos de
inclusion, por lo que se procedio a hacer un lavado de éstos. El liquido colectado de la
prensa se centrifugd por 10 min a 6,500 rpm desechando posteriormente el sobrenadante y
resuspendiendo el sedimentado en 40 mL de “buffer”, para volver a centrifugar en las
mismas condiciones. Se repitié este paso de lavado una vez mas.

El sobrenadante fue desechado y en el poco volumen que quedd, se resuspendio el
sedimentado, agregando después “buffer” Tris 50 mM pH 8, 6 M de cloruro de guanidina
hasta 12.5 mL para disolver los cuerpos de inclusion y extraer la proteina. Después de unos
minutos, se centrifuga a 6,000 rpm por 30 min. El extracto (sobrenadante) es lo que se

utiliza para la purificacion por afinidad.

5.7.6 Purificacion por afinidad

El sobrenadante obtenido se acoplé a una resina de Ni-NTA (de Qiagen),
previamente equilibrada con “buffer” Tris 50 mM pH 8, 6M cloruro de guanidina. El
acoplamiento se llevd a cabo con agitacion suave constante por espacio de 12 h a 4 °C.
Posteriormente, la resina acoplada con la proteina de interés se lavo 3-4 veces con 12 mL
del mismo “buffer” centrifugando por 2 min a 5000 rpm.

Una vez lavada la resina, se empaco en una columna adecuada al volumen, se
hicieron lavados con una solucion de Tris 50 mM pH 8, 6M cloruro de guanidina y 20 mM
de Imidazol y se procedid a eluir con “buffer” Tris 50 mM pH 8, 6M cloruro de guanidina

con 400 mM de Imidazol. Para cada proteina se colectaron 5-6 fracciones de 1 mL.

5.7.7 Plegamiento in vitro

Las toxinas fusionadas a 6His se redujeron con 1,4-Ditiotreitol (DTT) en las
siguientes condiciones: “Buffer” Tris 50 mM pH 8, 6M cloruro de guanidina en presencia
de 0.05 g de DTT por cada 12.5 mg de proteina recombinante con un tiempo de incubacion
de 30 min. Posteriormente la proteina recombinante reducida se separé mediante rpHPLC
con el fin de eliminar sales y DTT oxidado/reducido. Se realizd un posterior paso de
plegamiento in vitro, en una reaccion a 4 °C durante 24 h en “buffer” Tris 0.2 M con 2 M

de cloruro de guanidina pH 8 y con GSH:GSSG en una relacién 1 mM:0.1mM.
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5.7.8 Purificacion por rpHPLC

Las proteinas previamente plegadas in vitro se purificaron por HPLC de fase reversa
utilizando como solventes TFA 1 % en agua (A) y TFA 1 % en acetonitrilo (B), con un
gradiente de B de 20 a 60 % en 40 min (1 % por minuto), con un flujo de salida de 1 mL
por minuto. Para cada corrida en el HPLC, se inyectd 1 mL de muestra, utilizando para la

separacion una columna C18.

5.7.9 Protedlisis con Factor Xa

La protedlisis se llevo a cabo utilizando FXa, que tiene como sustrato especifico la
secuencia Ile-Glu/Asp-Gly-Arg, llevando a cabo la reaccion de la siguiente manera: La
proteina de fusion a 6 His se resuspendido en 100 pL de Tris 20 mM pH 8, agregando
después 20 pL (20 unidades) del Factor Xa, llegando a una relacion molar aproximada de

60:1. La reaccion se dejé a temperatura ambiente por 16 h.

5.7.10 Repurificacion por HPLC de intercambio ionico

El producto de la reaccion de proteolisis con FXa se sometid a una repurificacion
por HPLC de intercambio ionico, utilizando como solventes acido acético 1 M (A) y
acetato de amonio 2 M con acido acético 1 M (B), con un gradiente de B de 10 a 50 en 40
min (1 % por minuto) con un flujo de salida de 1.5 mL por minuto. Se utilizé una columna

cationica, inyectando 500 pL por corrida.

5.7.11 Electroforesis de proteinas

Para evaluar y confirmar la presencia de proteinas en las diferentes etapas del
proceso de expresion y purificacion, se realizd una electroforesis en gel de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes. El gel separador se prepard al 15 % y fue precedido por
un gel concentrador al 4 %. Las muestras, previa aplicacion en el gel, fueron tratadas con
“buffer” de tratamiento a ebullicion durante 5 min.

El gel se corrié a 30 mA y posteriormente fue tratado con la solucion de tefiido. Para

quitar el exceso de colorante, el gel fue sometido a lavados en una solucidn destefiidora.
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5.7.12 Espectrometria de masas
Las masas moleculares de los péptidos obtenidos fueron determinadas por el Dr.

Fernando Zamudio mediante la técnica de MALDI-TOF o ESI-ION-TRAP.

5.8 Caracterizacion de las toxinas

Para evaluar las propiedades de las toxinas recombinantes en comparacioén con la
toxina nativa se llevaron a cabo tres ensayos con las toxinas purificadas: determinacion de

la toxicidad, ensayos de dicroismo circular y ensayos de union.

5.8.1 Ensayos de toxicidad

Los ensayos de toxicidad, previamente aceptados por el Comité de Bioética del
IBt-UNAM, se realizaron via intracraneal (IC) y via intraperitoneal (IP) en ratones CDI1
machos de 20 g. Para los ensayos via IC, los ratones, previamente anestesiados con éter
dietilico, se inyectaron incerebroventricularmente en la parte media entre el ojo izquierdo y
la oreja izquierda. Las toxinas fueron disueltas en una solucién de PBS. El volumen final
inyectado fue de 5 puL. Los ratones fueron inyectados con una microjeringa de 10 uL
modificada con un capilar de plastico en la aguja para que solo penetraran 3 mm de la
misma. Los efectos de las toxinas recombinantes se observaron durante 2 h posterior a la
inyeccion. Se inyectaron 5 mL de PBS como control negativo y 15 ng, equivalente a 3
dosis letales medias (DLsg) de la toxina, via intracraneal [Martin ef al., 1987] de la toxina
nativa como control positivo. Para los ensayos via IP, se inyectaron grupos de 5 ratones
CD1 machos de 20 g de peso en promedio, con 2.5 ug por ratén de toxina nativa como

control positivo. Los efectos de las toxinas se observaron hasta 4 h después de la inyeccion.

5.8.2 Ensayos de electrofisiologia
Los ensayos electrofisiologicos se realizaron en células HEK (siglas en inglés de
“Human Embrionic Kidney”), las cuales expresan constitutivamente el canal de sodio

Na, 1.6 humano, que es el unico subtipo de canal de sodio, de los evaluados anteriormente
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(Nay 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5 y 1.6) para el cual la toxina nativa Cssll es especifica
[Estrada et al., 2007].

Como control se registrd la corriente idnica de las células libres de toxina y después
se volvid a registrar la corriente en presencia de 500 nM (concentracién no saturante) de
toxina. Cada una de las toxinas nCssll, rCssll, y rE15R se analizaron por separado. Las
toxinas se mezclaron con la solucion estandar extracelular inmediatamente antes de realizar
el ensayo.

Las corrientes fueron registradas con la técnica de Fijacion de Voltaje en Microareas
de Membrana (“Patch Clamp”) en configuraciéon de célula completa, por la Dra. Rita

Restano.

5.8.3 Ensayos de dicroismo circular

Las toxinas purificadas y liofilizadas se resuspendieron en una solucion al 60 % de
trifluoroetanol para promover los puentes de hidrégeno en las estructuras secundarias
[Sonnichsen et al., 1992]. La concentracién utilizada de la toxina fue de 250 pg/mL. La
absorbancia por dicroismo circular se realizdé en un rango de 260 a 180 nm. La solucion
amortiguadora se prepard con Tris a una concentraciéon 0.1 M pH 7.1, y las mediciones se
realizaron a temperatura ambiente. La longitud de la celda utilizada fue de 1 mm. Los datos
se colectaron a 0.1 nm con velocidad de deteccion de 50 nm/min y una constante de tiempo

de 0.5 seg.

5.8.4 Ensayos de union
La preparacion de sinaptosomas, iodinacidon de las toxinas y ensayos de union
fueron realizados por la Dra. Georgina Estrada, de acuerdo a los protocolos reportados

[Estrada et al., 2007; Estrada-Tapia, 2008].

5.8.4.a Preparacion de sinaptosomas de cerebro de rata
Los sinaptosomas fueron preparados a partir de cerebros de ratas adultas albinas de la
cepa Wistar. Todo el protocolo de separacion se realizon a una temperatura de 0 a 4 °C a

partir de la extraccidon del cerebro completo. Primeramente se homogeneiz6 el cerebro en
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una solucidn de sacarosa 0.32 M, pH 7.4. La solucién homogeneizada se centrifug6 a 3000
rpm por 5 min recuperando el sobrenadante, éste fue centrifugado a 14000 rpm por 20 min.
Se recuperd el precipitado, que contiene los sinaptosomas, y se resuspendid en la misma
solucién de sacarosa. Se hicieron alicuotas de 50 LL almacenandolas a -70 °C.

5.8.4.b Marcaje de la toxina nativa CssII con '*I

La toxina CsslI fue marcada radiactivamente usando iodo 125 (‘*’I) por reaccién con
125

peroxidasa en presencia de perdxido de hidrogeno con 1 nmol de toxina y 1 mCi de Na

La toxina monoiodada se purificé por HPLC.

5.8.4.c Ensayos de union a sinaptosomas

Los ensayos de unidn fueron realizados usando concentraciones crecientes de toxina
no marcada en presencia de la toxina marcada a concentracion constante. Los sinaptosomas
de cerebro de rata fueron resuspendidos en 200 pL de la solucidon del medio conteniendo la
toxina nativa marcada ('*’I-nCsslI). Después de incubar por 1 h a temperatura ambiente la
mezcla se resuspendio en 3 mL de solucidn de lavado fria y filtrada a vacio usando filtros
GF/C (Whatman). Los filtros, reteniendo los sinaptosomas, se lavaron rapidamente 2 veces
con 3 mL de la misma solucidn, para posteriormente analizar la cantidad de marca retenida.

Cada experimento se realizé al menos tres veces.

5.9 Evaluacion inmunologica de nCssll, rCssll, HisrCssll v rE15R

5.9.1 Inmunizacion de conejos

Se inmunizaron cuatro conejos de la cepa Nueva Zelanda Blanco, de sexo femenino
y de 2.5 kg de peso. Los inmunogenos utilizados fueron la toxina nativa (nCssll), la toxina
recombinante (rCssll), la recombinante de fusion (HisrCssll) y una variante (E15R), en
razén de un inmundgeno por conejo. Se hizo una inmunizacidn primaria de 3 pug de cada
toxina utilizando Adyuvante Completo de Freund, seguida de 6 refuerzos en dosis
incrementadas de antigeno: 5 pug, 10 ug, 30 ug, 30 pg, 50 ug y 50 pg, utilizando Adyuvante

Incompleto de Freund y Aliimina alternativamente.
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Las primeras cinco inmunizaciones se realizaron cada 10 dias, mientras que la sexta
y la séptima se hicieron con un intervalo de 14 dias a partir de la anterior. Después de la
cuarta inmunizacion, se tomo6 de cada conejo una muestra de sangre de 1 mL para medir
titulos de anticuerpos en suero.

Antes de la primera inmunizacion, se tomd 1 mL de sangre de cada conejo como

muestra de suero preinmune.

5.9.2 ELISA

Para medir titulos de anticuerpos en suero, se utiliz6 la técnica de ELISA indirecta.
Para esto, en placas de 96 pozos, se colocaron 100 uL de una solucion de 3 pug/mL de
antigeno en “buffer” de carbonato en cada pozo correspondiente. Después de incubacién a
37 °C por 2 h, se hicieron lavados de la placa con PBST. Para bloquear la placa, se
colocaron en cada pozo 300 pL de una solucién de bloqueo, por toda la noche a 4 °C.
Posteriormente se hicieron 3 lavados de la placa con PBST. Se prepararon diluciones
seriales de los sueros a analizar y por duplicado se colocaron 100 uL de cada dilucion en el
pozo correspondiente, con posterior incubacién de 1 h a 37 °C. Se hicieron nuevamente 3
lavados de la placa con PBST. Después se colocaron 100 uL por pozo del anticuerpo de
cabra anticonejo acoplado a la enzima peroxidasa, diluido 1 en 1,000 incubando también
1 h a 37 °C. Posteriormente se hicieron 3 lavados finales con PBST para después agregar
100 pL por pozo de la solucion del sustrato ABTS de la enzima peroxidasa. Se esperaron
posteriormente 10 min para el desarrollo de color. Se detuvo la reaccion con una solucion

de paro. Se hizo la lectura de absorbancia en el lector de placas a 405 nm.

5.9.3 Determinacion de la Dosis Letal 50 (DLsg) Intraperitoneal de la toxina nativa Cssll

Para determinar la DLsy de la toxina nCssll, se inyectaron intraperitonealmente
dosis conocidas de toxina disuelta en PBS a grupos de cinco ratones de la cepa CDI1. Al
final se hizo recuento de animales muertos del total de inyectados. El analisis estadistico, se
realizo mediante un analisis de regresidon no lineal con pendiente variable en el programa

Prism 4 (GraphPad Inc), que proporciona un algoritmo de ajuste de la curva no lineal
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(pendiente variable) con los cuatro parametros de la ecuacion logistica, en la cual se fijaron

los parametros Supervivencia Maxima y Supervivencia Minima.

5.9.4 Determinacion de la Dosis Letal 50 (DLsy) Intraperitoneal del veneno total de
Centruroides _suffusus suffusus

Para determinar la DLsy del veneno de C. s. suffusus, se inyectaron
intraperitonealmente dosis conocidas de veneno disuelto en PBS a grupos de tres ratones de
la cepa CDI1. Al final se hizo recuento de animales muertos del total de inyectados. El
analisis estadistico, se realizo mediante un andlisis de regresién no lineal con pendiente
variable en el programa Prism 4 (GraphPad Inc), que proporciona un algoritmo de ajuste de
la curva no lineal (pendiente variable) con los cuatro parametros de la ecuacion logistica, en

la cual se fijaron los pardmetros Supervivencia Méxima y Supervivencia Minima.

5.9.5 Ensayos de neutralizacion
5.9.5.a Con la toxina nCssll

Se administraron 200 UL de cada suero a evaluar con 3DLsy de la toxina
(intraperitonealmente), previamente incubados a 37 °C por 1 h, en ratones CDI y se
observaron los tiempos de vida y sintomas presentados en cada raton. Como control
positivo se utilizo suero preinmune con 3DLsy de nCsslI, también incubado a 37 °C por 1 h

y como control negativo, suero preinmune incubado en las mismas condiciones.

5.9.5.b Con la toxina nCn2

Se administraron 200 puL de cada suero a evaluar con 3DLsy de Cn2, la toxina mas
letal y abundante del veneno del alacran C. noxius, previamente incubados a 37 °C por 1 h,
en grupos de 6 ratones CD1 y se observaron los tiempos de vida y sintomas presentados en
cada raton. Como control positivo se utilizoé suero preinmune con 3DLsy de Cn2, también
incubado a 37 °C por 1 h y como control negativo, suero preinmune incubado en las

mismas condiciones.
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5.9.6 Determinacion de la Dosis Efectiva 50 (DEsg) de los sueros inmunes de conejo

Para la determinacién de las DEsg de los sueros inmunes de conejo, se administraron
3DLso de veneno total de C. s. suffusus en conjunto con dosis crecientes de cada suero,
previamente incubados a 37 °C por 1 h, en grupos de 5 ratones de la cepa CDI.
Posteriormente a la administracidn, se hizo recuento de sobrevivientes. El analisis de datos
se realizo con el programa Prism 4 (GraphPad, Inc.) que proporciona un algoritmo de ajuste
de la curva no lineal (pendiente variable) con los cuatro parametros de la ecuacion logistica,
en la cual se fijaron los pardmetros Supervivencia Maxima y Supervivencia Minima. La
pendiente DEsy y el coeficiente de Hill fueron variables y ajustados durante las
interacciones del modelo con base a los datos experimentales. Las pendientes o DEsgs
fueron comparadas utilizando el “logrank test” en el mismo programa Prism 4 para calcular
los valores. El “logrank test” es equivalente al método de Mantel-Haenszel para valores
binarios (en nuestro caso supervivencia o no supervivencia). Este método permite calcular
los valores P de significancia para la comparacion de las DEsgs calculadas por cada

antigeno utilizado.
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6. RESULTADOS

6.1 Obtencion de la toxina nativa

La toxina nativa Cssll se obtuvo mediante la separacion del veneno soluble del
alacran C. suffusus suffusus usando las condiciones mencionadas en la Seccién 5.6 y de
acuerdo a como se muestra en los cromatagrama en la figura 11. La toxicidad de CsslI a
ratones CD-1 y el peso molecular esperado, obtenido por espectrometria de masas,

corroboraron la identidad de este péptido.
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Fig. 11. Purificacion de la toxina nativa Cssll. a) Purificacion de la toxina CsslI (*) por HPLC de

fase reversa (rpHPLC), a partir del veneno de Centruroides suffusus suffusus. b) Repurificacion de
la toxina CssII por HPLC de intercambio idnico.
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6.2 Construccion, clonacion, expresion v purificacion de las toxinas recombinantes

Las construcciones en los vectores pGEM y su posterior digestién con las enzimas
de restriccion BamHI y Pstl (figura 12), se realizaron correctamente comprobando ademas

que el ADN de interés tuviera la secuencia correcta.

pQE30-Cssll + + + +

BamHl :+ = — *
Petf — & =

Fig. 12. Gel de agarosa al 1 % de la reaccion de digestion de pGEM-Cssll. Linea 1, Marcador;
Linea 2 y 3, Digestiones simples con BamHI y Pstl; Linea 4, pGEM-Cssll, Linea 5, Digestion
doble con BamHI y Pstl.

La posterior subclonacion en pQE-30 para las proteinas de interés HisrCssII, rCsslI,
rE15R, también fue exitosa confirmando la presencia del inserto mediante la técnica de
secuenciacion. La expresion de las proteinas mediante la construccidn en el vector pQE-30
permiti6 obtener cada toxina fusionada a seis histidinas y con el sitio de corte para el Factor

Xa, como se esquematiza en la figura 13.
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BamHI

P=tl

Fig. 13. Representacion esquematica de la toxina en pQE-30.

De acuerdo al analisis por electroforesis de proteinas, observamos, primeramente
que nuestros péptidos se expresan en pequeilas cantidades en BL21, aun sin agregar el
inductor IPTG, un fenomeno que se ha observado con anterioridad; esto probablemente es
debido a que el promotor no es fuertemente controlado. También se observa que nuestras
proteinas de interés se expresan mayoritariamente en cuerpos de inclusion, es decir, en la

fraccion insoluble (figura 14).
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Fig. 14. Gel de poliacrilamida al 15 %. Linea 1, Marcador; Linea 2, Células sin transformar; Linea
3, Preinéculo; Linea 4, Células completas antes de inducir; Linea 5, Células completas 8 hrs. post-
induccidn; Linea 6, Fraccion soluble; Linea 7, Fraccion insoluble.
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La fusion de la toxina a seis residuos de histidinas, permitié la purificacion por
afinidad de cada una de las toxinas de interés, mediante una resina de Ni-NTA.
Posteriormente fue posible desplazar a la proteina de la resina con un “buffer” de imidazol.
Una vez purificadas las toxinas, un paso de plegamiento in vitro fue necesario, ya que por
evidencias anteriores se sabe que en la expresion de rCssll se obtienen multiples isoformas
de la toxina, es decir, multiples estados oxidados de las mismas, con patrones de puentes
disulfuro diferentes [Estrada-Tapia, 2008]. Las multiples isoformas oxidadas de la toxina
fueron reducidas mediante DDT vy asi, posteriormente a un plegamiento in vitro, fue posible
obtener una sola isoforma de la proteina, lo cual se corrobora por su analisis en rpHPLC. La
identidad del péptido se corrobora por por espectrometria de masas. Un ejemplo se muestra
en la figura 15, que indica un cromatograma de HPLC en el que observamos una sola

fraccion proteica correspondiente a la variante rE15R después del plegamiento in vitro.

mAL
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Fig. 15. rE15R correctamente plegada.
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Posteriormente al plegamiento in vitro, se realizo una digestion proteolitica con el
Factor Xa, lo que nos permitio obtener solo los aminodcidos correspondientes a la proteina
de interés (proteina madura), ya que el FXa al reconocer el sitio IEGR, hidroliza el enlace
peptidico correspondiente al residuo de arginina y libera todos los precedentes (16
aminoécidos en total), convirtiendo HisrCsslI en rCssll (Tabla 7). La hidrélisis con FXa es
igualmente realizada con todas las variantes disefladas. Un analisis posterior por HPLC
acoplado a intercambio i6nico, nos permitid observar una fraccién libre de las seis

histidinas y otra mas que no alcanza a cortarse, correspondiente al sustrato inicial

(figura 16).
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Fig. 16. Grafica de HPLC acoplado a intercambio idnico después de proteolisis con FXa. (rCssllI:
toxina CsslI cortada con FXa; HisrCssllI: toxina CsslI resistente al corte; rE15R: variante E15R
cortada con FXa; HisrE15R: variante E15R resistente al corte).

En la figura 17 se muestran los espectros de masas correspondientes a la toxina
rE15R después de cada uno de los pasos anteriores. La variante fusionada a histidinas

después del plegamiento in vitro (A) y la variante después del corte proteolitico (B).
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o A 9420.00 w B 7568.00
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Fig. 17. Espectros de masas de E15R plegada fusionada a histidinas (A) y E15R cortada (B).

Cabe mencionar que la toxina nativa se encuentra amidada en el tltimo aminodacido,
es decir, en el carboxilo terminal. Debido a que E. coli no lleva a cabo modificaciones
post-traduccionales, tales como la amidacion de proteinas, la expresion heterdloga en este

sistema no nos permite obtener la toxina amidada. Estas diferencias entre las toxinas

expresadas y la nativa, se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Secuencias aminoacidicas de nCsslI, rCsslI sin cortar y rCsslI cortada.

Péptido Secuencia de aminoacidos
nCssll KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN*

HisrCsslI MRGSHHHHHHGSIEGRKEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN

rCssll KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN

* Amidacion en el carboxilo terminal
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6.3 Caracterizacion de las toxinas

6.3.1 Variante no toxica

Con el fin de obtener variantes no toxicas, se llevaron a cabo los experimentos
bioldgicos en ratones CD1. Las pruebas bioldgicas realizadas anteriormente y durante este
proyecto revelan que la proteina Cssll recombinante presenta una toxicidad similar y
mismos sintomas en ratones CD1, que la toxina nativa, via IC. En administracién IP, esta
toxicidad es un poco menor, pero los sintomas presentados son los mismos. La proteina de
fusion HisrCssll también es tdxica, pero en una proporcion aproximadamente 5 veces
menor a la toxina nativa, tanto via IC, como via IP. Estos datos concuerdan con los
reportados anteriormente en nuestro grupo de investigacion [Estrada er al., 2007]. La
variante tE15R no presentd toxicidad en los ratones. Los resultados mostraron que
inyecciones de rE15R via intracraneal o intraperitoneal de 1 (equivalente a 200 DL50 IC de
la toxina nativa) y 30 ug (equivalente a ~30 DL50 IP de la toxina nativa) en ratones de 20
g, respectivamente no produjeron sintomas téxicos en los ratones. Estos resultados se

observan en la tabla §.

Tabla 8. Resultados de los ensayos de toxicidad para las toxinas evaluadas.

Toxina DL,y Intracraneal (ng) DL Intraperitoneal (ug)
nCssll 15 3.6
rCssll 15 6
HisrCssll 75 15
E15R >1000 >30

6.3.2 Ensayos de electrofisiologia

Para poder determinar la funcionalidad de las toxinas de interés, de acuerdo a su
union a los canales de sodio, se realizaron ensayos de electrofisiologia para cada una de las
toxinas. Los resultados se observan en la figura 18. Las curvas corriente-voltaje se obtienen
normalizando la corriente con la maxima corriente obtenida (20 mV) para graficar el valor

de la misma a diferentes potenciales y ajustando a la suma de 2 ecuaciones de Boltzmann.
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Fig. 18. Curva corriente-voltaje del canal Nav1.6 en presencia y ausencia de 500 nm de cada una de
las toxinas recombinantes. En los recuadros se muestran las curvas de corriente de sodio en la célula
a voltajes de -50 y -10 mV, en ausencia y presencia de 500 nM de toxina, en funcion del tiempo.

En estos ensayos, observamos que en ausencia de toxinas (experimento control), los
canales de sodio dependientes de voltaje (Navl.6) se abren aproximadamente a -40 mV,
pero en cambio cuando la toxina nativa CsslI estd presente, se observa una apertura de los
canales a potenciales mas negativos. Cuando se aplico toxina recombinante rCsslI, el efecto
causado es el mismo, pero la magnitud de dicho efecto fue distinta. Con respecto a nuestra
variante no toxica rE15R, se observa que esta no afecta a los canales i6nicos Nav1l.6 como
las toxinas nativa y recombinante Cssll. Este dato esta correlacionado con la falta de
toxicidad que se muestra al inyectar via IC hasta 1 pug (200 DL50) o via IP hasta 30 ug
(~30 DL50).

6.3.3 Ensayos de dicroismo circular
Para comparar la estructura secundaria de las toxinas recombinantes con respecto a

la toxina nativa, se llevaron a cabo ensayos de dicroismo circular. Los resultados de este

D
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analisis mostraron resultados similares para las tres recombinantes y la toxina nativa; se
observa que todas muestran espectros con un minimo a 208 y a 222 nm indicativo de
estructura secundaria o hélice, siendo estos minimos caracteristicos de la estructura
o/ estabilizada por cisteinas que presentan la mayoria de las toxinas de alacran. Esto se

muestra en la figura 19.
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Fig. 19. Espectro por dicroismo circular para las toxinas nCssll, rCsslI, HisrCssIl y rE15R.

6.3.4 Ensayos de union

Como una forma complementaria a los ensayos funcionales de modulacion del canal
por la toxina nativa y por las variantes recombinantes, se llevaron a cabo ensayos de unién
en sinaptosomas de cerebro de rata, para evaluar a las toxinas en funcién del
reconocimiento por el receptor. Se observd que todos los péptidos recombinantes fueron

capaces de desplazar a la toxina nativa de sus receptores en el cerebro de rata lo que
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implica estas toxinas compiten por los mismos blancos moleculares, que en este caso seria

el canal de sodio. Esto se muestra en la figura 20.
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Fig. 20. Ensayos de unién de las toxinas nCssll, rCssll, HisrCssll y rE15R y su competencia con
I'Cssll

6.4 Evaluacion inmunoldégica de nCssll, rCssll, HisrCssll v rE15R

6.4.1 Inmunizacion de conejos y deteccion de anticuerpos por el método de ELISA

Para poder tener anticuerpos neutralizantes, se realizaron inmunizaciones en conejos
con las toxinas nCssll, rCssll, HisrCsslIl y rE15R. En este caso evaluamos la recombinante
rE15R, la cual no es tdxica a ratones, ya que en nuestro objetivo de tesis pretendemos
evaluar la capacidad inmunogénica de un péptido no toxico. Las toxinas nativa Cssll y

recombinantes HisrCssll y rCssll fueron evaluadas a su vez para su comparacion entre
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ellas. Estas inmunizaciones se llevaron a cabo de acuerdo al protocolo de inmunizacién

mostrado en la Tabla 9.

Tabla 9. Protocolo de inmunizacién de conejos con los peptidos nCssll, rCssll, HisrCssIl y E15R.

. . ul totales
Numero  Dia [S(()l' Tgil;la] Sol. (T;))xma I()BS Ad}zuxlz)a nte Adyuvante subcutaneos Observaciones
He K K K por conejo
Sacar 1 mL para blanco
1 1 1 3 497 500 CF 1000* (suero preinmune)
2 12 1 5 495 500 IF 1000*
3 21 1 10 490 500 Alum 1000*
4 30 1 30 470 500 IF 1000*
Muestra de 1 mL para
5 40 1 30 470 500 Alum 1000%* medir titulos de Ac’s
Muestra de 1 mL para
6 54 1 50 450 500 IF 1000* medir titulos de Ac’s
Muestra de 1 mL para
64 medir titulos de Ac’s
7 67 1 50 450 500 Alum 1000*
77 Sangria final

(*) Repartida por lo
menos en dos sitios

Para poder evaluar la generacion de anticuerpos, después de la cuarta inmunizacion,
se midieron los titulos de anticuerpos en muestras de sueros, por la técnica de ELISA
indirecta, dando resultados positibvos en los cuatro conejos pero no de la misma magnitud
en cada uno de ellos (alrededor de 7000 para el de la toxina nativa y entre 35,000 y 45,000
para las otras 3 toxinas). Después de la quinta inmunizacidn, los titulos no subieron
significativamente, con excepcion de los del conejo inmunizado con la toxina nativa, cuyo
titulo de anticuerpos se elevd a 16,000). Para una tercera medicion, los titulos de los
anticuerpos levantados contra las toxinas nCssll y rE15R disminuyeron, mientras que los
de los anticuerpos levantados contra las toxinas rCssll y HisrCssll aumentaron
considerablemente. Se realizé el ultimo refuerzo y pasados diez dias, se llevd a cabo un
sangrado a muerte. En la medicion final de titulos, observamos que los titulos de los
conejos inmunizados con las toxinas nCssll y rCsslIl aumentaron, mientras que los de los
conejos inmunizados con las toxinas HisrCssll y rE15R disminuyeron. Cabe mencionar,
que para un segundo ensayo de la ELISA de la primera muestra de sangre y para los

ensayos a partir de la segunda muestra, se utilizé la proteina de fusion (HisrCssll) para
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sensibilizar la placa, sin observarse una diferencia significativa entre los resultados. Estos

resultados se muestran en la figura 21 y en forma resumida en la tabla A (Anexo 1).

Evolucion de titulos

1.3x10°1 [ 1a. Sangria
. 1.0x105- /3 2a. Sangn,a
B Bl 3a. Sangria
g 7 5x10% Bl 4a. Sangria
8
S  5.0x104-
=
2.5x104-
0-

nCssli rCssll HisrCssll rE15R
Antigeno

Fig. 21. Titulos de anticuerpos obtenidos en las diferentes sangrias.

6.4.2 Determinacion de la Dosis Letal 50 (DLsg) IP de la toxina nativa Cssll y del veneno

total de Centruroides suffusus suffusus

Para saber las condiciones de toxicidad que manejamos durante el proyecto, se llevd
a cabo la determinacion de la DLsy de la nCssll y del veneno total de C. s. suffusus via IP.
Para el primer caso se utilizaron grupos de 5 ratones en cada punto evaluado y para el
segundo caso, se utilizaron grupos de 3 ratones en cada punto evaluado.

Los resultados experimentales para la determinacion de la DLsy de la toxina nCsslI
se muestran en la Tabla B (Anexo 1). El andlisis estadistico para determinar la DLs se
realizé mediante el programa Prism 4 (GraphPad, Inc.), con un andlisis de regresién con

pendiente variable, como se menciona en la seccion de materiales y métodos. La figura 22
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muestra la grafica del analisis. La DLs, via IP de la toxina nCsslI fue de 0.7 ug/20 g de
raton.

Los resultados experimentales para la determinacion de la DLsy del veneno de
C. s. suffusus se muestran en la Tabla C (Anexo 1). El andlisis estadistico se determin6 de

la misma manera que para la toxina nCssll. La figura 22 muestra la grafica del analisis. La

DLs, via IP del veneno total de esta especie fue de 10.3 pug/20 g de raton.

A DL50 nCssll B DL50 Vx Css
100- 100+
2
e =0.9152
- 804 - 80 r
[3] (3]
k) T
= 604 = 604
[1:]
£ £
o
= 40 2 40-
R R 20,
o DL50 = 0.7 pg DL50 = 10.3 pg
[I U" 1 == 1 T T
' ! 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

1 1 1
04 -03 02 -01 -0.0 0.1 0.2

Log [Toxina] (j.g) Log [Toxina] (p.g)

Fig. 22. Gréficas del analisis de la DL, IP de la toxina nCssll (A) y del veneno de C. s. suffusus (B)
en ratones CD1.

6.4.3 Pruebas de neutralizacion y Determinacion de las Dosis Efectivas 50 (DEsy) de los

sueros inmunes de conejo

Los sueros obtenidos de la sangria final se evaluaron de tres formas (titulos en la
Tabla A, Anexo 1): neutralizando a la toxina nCsslI, a Cn2 (la toxina mas abundante y letal
del veneno de C. noxius) y determinando las DEsy de los sueros para el veneno total de
C. s. suffusus.

Los primeros ensayos que se hicieron para evaluar neutralizaciéon de la toxina
nCssll, se realizaron en grupos de 6 ratones de la cepa CD1 (Seccion experimental 5.9.5.a).
Estos datos mostraron neutralizacion de la toxina con proteccion superior al 65% para los

ratones tratados con 200 UL de los sueros evaluados. El suero anti-rCsslI protegio a todos
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los ratones evaluados (100 %), el suero anti-nCsslI protegio a cinco de seis ratones (83 %)
y los sueros anti-HisrCsslI y anti-rE15R solo protegieron cada uno a cuatro de seis ratones
(67 %); estos resultados se muestran en la tabla 10. Es importante mencionar que si bien los
ratones que murieron también presentaron sintomas de toxicidad, el tiempo de muerte fue
mas largo que los controles positivos. Los controles positivos (nCssll mas suero
preinmune) murieron todos con sintomas graves de toxicidad: dificultad respiratoria,
taquicardia y convulsiones; en un tiempo promedio de 45 min, mientras que los ratones
tratados murieron en un promedio de 180 min. Como control negativo se inyectaron
200 uL suero preinmune a un grupo de 6 ratones, los cuales no presentaron sintomas de
toxicidad

Para los ensayos de neutralizacion de la toxina Cn2 (DL50 = 0.25 pg) y utilizando
grupos de 6 ratones CD1 (Seccidon experimental 5.9.5.b), ningin ratén tratado con los
sueros a evaluar murid (proteccion del 100 %) y solo algunos presentaron sintomas leves de
toxicidad, como comezon y erizamiento del pelo. En el caso de los controles positivos, los
seis ratones presentaron sintomas graves de toxicidad, como dificultad respiratoria,
taquicardia, convulsiones y contraccion de la cola, la cual se torndé de color azulado.
Después de esta sintomatologia, el 100 % de los ratones murieron (Tabla 10).

Para poder determinar la eficacia de los sueros inmunes obtenidos y con el fin de
poder hacer mas comparativos los resultados, se hicieron pruebas de dosis efectiva 50
(DEs), inyectando diferentes cantidades de los diferentes sueros a grupos de 5 ratones CD1
con 3DLsy de veneno total de C. s. suffusus (Seccion experimental 5.9.6). Los datos
experimentales que se obtuvieron se muestran en la tabla D (Anexo 1), en razén de
sobrevivientes/total de animales para cada cantidad de suero evaluada.

Mediante el programa Prism 4 y con los datos mostrados en la tabla D (Anexo 1), se
obtuvieron las correspondientes DEsy para cada suero. La figura 23 muestra las graficas
correspondientes para cada andlisis, mientras que la tabla 10 y la figura 24 muestran un

analisis comparativo de la eficiencia de los sueros.



Suero Anti-nCssll

Resultados

Suero Anti-rCssll

10D+ 100~
3 ™ r’ = 0.9766 3 ™ r’=0.9948 |
5 5 7
> 6D > &0
> =
2 ]
8 g *
0 0w
= 204 ’JI . 2
__________ »~ DE5S0 =287 =13 pL DE50 =196 + 6 pL
21 22 23 24 25 26 21 22 23 24
Log [Suero] (pL) Log [Suero] (pL)
Suero Anti-HisrCssll Suero Anti-rE15R
100 100~
& 80 o 80
e 2 _ 2
£ o r-=0.9925 £ e
3 3
2 2
3 3
w o
= 20 2
DE50 =290+ 8 pL DE50 = 245 + 12 pL

21 22 23 24 25 26 27
Log [Suero] (pL)

23 24 25
Log [Suero] (pL)

Fig. 23. Gréficas de analisis de las DEs, de los sueros inmunes.

DE50

400

300+

microL suero
N
o
<

Bl Anti-nCssl|
B Anti-rCssll
Bl Anti-HisrCssll

H

1 Anti-rE15R

Fig. 24. DEs, de los sueros inmunes
(* No presentan diferencia estadisticamente significativa entre si)

60



Resultados

La tabla 10, resume los ensayos de neutralizacion y determinacion de DEs llevados

a cabo para cada uno de los sueros producidos en conejo: contra la nCssll, la rCssll, la

HisrCssIl y rE15R.

Tabla 10. Ensayos de neutralizacion para Cssll y Cn2 y determinacion de DES0 para el veneno de

C. s. suffusus.

Sobrevivientes

DLs, Suero usado \gi};g]?nf)e Titulos (vivos/Total) WL suero
H Cssll Cn2 Veneno Css

3 Preinmune 200 0 0/6 0/6 >500
3 Anti-nCsslII 200 26,100 £ 5,500 5/6 6/6 287+ 13
3 Anti-rCsslII 200 107,200 £ 16,800 6/6 6/6 196 £ 6
3 Anti-HisrCssII 200 38,400+ 4,200 4/6 6/6 290 £8
3 Anti-rE15R 200 25,700 £ 3, 000 4/6 6/6 245+ 12
- Preinmune 200 - 6/6 6/6 -
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7. DISCUSION

7.1 Expresion heterologa de toxinas de alacran y los problemas de plegamiento

Los primeros estudios que emplearon toxinas de alacran como ligandos a canales
i6nicos, se realizaron con toxinas que eran obtenidas de fuentes naturales [Auguste et al.,
1992]. Desde finales de la década de los 80’s y principios de los 90’s, se reportan toxinas
de alacran expresadas de forma heterdloga. Diversos sistemas de expresion se han
empleado, como: bacterias, plantas, levaduras, células de insecto y células animales
[Bougis ef al., 1989; Pang et al., 1992; Stewart et al., 1991]. Se expresado heterologamente
y de forma exitosa 30 toxinas en la bacteria E. coli. Las toxinas expresadas son de las
especies de alacranes de los géneros Androctonus, Buthus, Centruroides y Tityus. Sin
embargo, poco se ha investigado acerca del correcto plegamiento de las mismas. La gran
mayoria de estas toxinas son estabilizadas por 3 o 4 puentes disulfuro. El correcto
plegamiento de las toxinas, es fundamental para su actividad bioldgica
[Mouhat et al., 2004; Park et al., 1991]. Entre las principales desventajas del sistema de
expresion heterologa en E. coli se encuentra el hecho las proteinas expresadas no se pliegan
correctamente [Yin et al., 2007]. Esto ocurre con mayor frecuencia en toxinas con 4
puentes disulfuro y que afectan canales de sodio dependientes de voltaje, ya que por su alta
hidrofobicidad tienden a formar agregados. El grupo de Gurevitz (1997) reportd el primer
caso de una toxina recombinante de alacran plegada in vitro, lo cual dio lugar a que su
actividad bioldgica y funcional fuera andloga a la de la toxina nativa LqhIT2 [Turkov et al.,
1997]. En nuestro grupo de investigacion se establecié un método de plegamiento in vitro
para la toxina recombinante Cssll [Estrada et al., 2007], lo que permitio obtener las
variantes de este trabajo correctamente plegadas con un necesario paso de plegamiento in
Vitro.

Con la caracterizacion de las toxinas observamos que el protocolo de plegamiento in
vitro nos permite tener la toxina recombinante Cssll funcional, lo cual se observa, primero
en la toxicidad (ensayos in vivo), presentados en la tabla 8, en los ensayos de
electrofisiologia y en los ensayos de union (ensayos in vitro), presentados en las figuras 18
y 20. Si bien la actividad bioldgica de la toxina recombinante Cssll es menor a la de la

toxina nativa, esto puede deberse a la diferencia quimica que existe entre la toxina nativa y
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la toxina recombinante: la primera se encuentra amidada en el carboxilo terminal, mientras
que la segunda no. Esta caracteristica puede ser importante, ya que se ha reportado que
neuropéptidos amidados en el C-terminal, presentan una mayor actividad con respecto a los
neuropéptidos sin amidar [Benkhadir ez al., 2004; Liu et al., 2003; Merkler, 1994; Sabatier
et al., 1993]. En este trabajo, la diferencia de actividad bioldgica no seria atribuible al
plegamiento, porque los ensayos de dicroismo circular (figura 19) muestran un patrén de
estructuras secundarias similar al de la toxina CsslI nativa.

L variante recombinante rE15R no causa efectos de toxicidad in vivo (toxicidad en
los ratones), ni incrementos en la apertura de los NaCh a potenciales mas negativos (tabla 8
y figura 18). En los ensayos electrofisioldgicos, la actividad sobre los canales de sodio es
idéntica a la de las células en ausencia de toxinas. Sin embargo, a pesar de no existir un
efecto en los ensayos de unidn, se observa que la toxina sigue teniendo afinidad por las
membranas de los sinaptosomas (figura 20). Por otro lado, su inocuidad no es debida a un
mal plegamiento, ya que los ensayos de dicroismo circular (figura 19) muestran que
presenta el mismo patron de estructura que la toxina nativa. La ausencia de toxicidad en
esta variante, concuerda con los antecedentes (ver seccion 2.3) en los que se reporta que el
glutamico 15 es importante para que las toxinas B de alacran tengan su efecto sobre el
sensor de voltaje de los canales de sodio dependientes de voltaje [Cestele et al., 1998;

Cohen et al., 2005; Karbat et al., 2004] .

7.1.2 Importancia del Glutamico 15.

Se sabe que las toxinas de alacran tipo 3 actian sobre el canal de sodio dependiente
de voltaje por un mecanismo denominado “trampa del sensor de voltaje”, descrito por el
grupo de Catterall en 1998 para el canal de sodio Nav1.2 y la beta-toxina CssIV del alacran
C. s. suffusus [Cestele et al., 1998], en el cual se sugiere que el glutdmico 15 en la toxina
CsslV, podria ser relevante para el mecanismo mencionado. Cuando se evaluaron
mutaciones de la toxina CssIV, E15Q (para neutralizar la carga) y E15R (para cambiar la

carga), se observd un menor efecto en los ensayos de actividad mas no en la afinidad hacia

el canal de sodio [Cohen ef al., 2005].
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En la Tabla 11, se muestra una comparacion en la secuencia aminoacidica de las
toxinas Cssll y CssIV (ambas del alacran C. s. suffusus); los guiones en CssIV representan

los residuos de aminoacidos idénticos con respecto a CsslI.

Tabla 11. Comparacion aminocidica entre las toxinas Cssll y CssIV

Péptido Secuencia de aminoacidos
nCssll  KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN*
nCssIlV —————- NSY--B-FBF———-——-B-—-F R————— G-————f--- BB-—-——-----------p

* Amidacion en el carboxilo terminal

Se observa una homologia mayor al 87 %, con el patrén de cisteinas conservado e
importantemente con el glutdmico 15 conservado (en negritas). Esto mismo ocurre para
otras toxinas [} de alacran [Possani et al., 1999]. Debido a esto, se decidié construir una
variante que tuviera el cambio en el glutamico 15 a una arginina (E15R), con lo cual se
esperaria evitar un puente salino entre la toxina Cssll y las argininas del sensor de voltaje.

Nuestros resultados con esta mutante correlacionaron con los antecedentes.

7.2 Evaluacion inmunologica de nCssll, rCssll, HisrCssll v rE15R

7.2.1 DLsy de la toxina nativa Cssll y del veneno total de Centruroides suffusus suffusus.

Las DLsy de la nCssll y del veneno de C. s. suffusus son diferentes a los
previamente reportados. Para el caso de la toxina nCssll, la DLs, reportada es de 0.5 ug por
20 g de raton [Martin et al., 1987], y en nuestro caso es de 0.71 pg por 20 g de raton, lo que
implica que es 0.7 veces menos toxica que la dosis reportada. Para el caso del veneno total
de C. s. suffusus, se reporta que la DLsy es de 12 ng por 20 g de raton [Martin et al., 1987],
mientras que en este trabajo resulté de 10.7 pug por 20 g de ratén, 1.1 veces mas toxico.
Para ambos resultados, la diferencia es muy pequeiia, y podria simplemente deberse al error
experimental, o que para la determinacién de la DLsy en este trabajo, se utilizd una cepa

diferente de ratones (CD1) que la cepa utilizada en los reportes de referencia (C57BL/6).
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7.2.2 Neutralizacion de la toxina nativa Cssll y del veneno total de Centruroides suffusus
suffusus por los anticuerpos producidos en conejo.

En el 2000, el grupo de Chavez-Olértegui, reporto la neutralizacion del veneno total
de Tityus serrulatus, por los anticuerpos producidos contra un péptido no toxico
recombinante (TsNTxP) [Guatimosim et al., 2000]. Mas adelante, se reporté que los
anticuerpos producidos contra las toxinas recombinantes AaH I, AaH Il y AaH III, de
Androctonus australis Hector, neutralizan la fraccion toxica del veneno del alacran [Legros
et al., 2002]. En el 2003 se reporté que los anticuerpos producidos contra la toxina
recombinante Cn5 neutralizaban los efectos de la toxina nativa Cn2 de Centruroides noxius
[Garcia et al., 2003]. Estos son ejemplos representativos de que toxinas recombinantes,
toxicas o no, pueden producir anticuerpos neutralizantes contra las toxinas analogas
nativas, contra otras toxinas de la misma especie e incluso contra los venenos totales.

Nuestros resultados se suman a esta teoria, ya que los anticuerpos producidos contra
nCsslI rCssll, HisrCssll y rE15R, reconocieron en mayor o menor medida a la toxina nativa
nCssll y a la recombinante HisrCssll. Ademas los anticuerpos producidos contra las toxinas
nativa y recombinante Cssll neutralizaron los efectos de la toxina nativa nCssll, asi como
los producidos por el veneno total de C. s. suffusus. Los titulos de anticuerpos variaron,
pero fueron mayores en el suero anti-rCsslI.

Cabe mencionar que los resultados no pueden ser comparables, ya que solo se
inmuniz6 un conejo por antigeno y las respuestas individuales pueden ser muy variadas.

Por este motivo se hicieron las determinaciones de las DEsq de los distintos sueros inmunes.

7.2.3 Reactividad cruzada

En este trabajo obtuvimos reconocimiento de los anticuerpos anti-rCssll y anti-
HisrCsslI por las toxinas nativas Cssll (de C. s. suffusus), Cn2 (de C. noxius) y Cll1 y CII12
(de C. [ limpidus). Ademas, todos los sueros evaluados, presentaron neutralizaciéon los
efectos causados por la toxina Cn2. La reactividad cruzada entre toxinas de alacran ya ha
sido reportada (Tabla 2), proponiendo que existen epitopes antigénicos compartidos,
conservados evolutivamente entre géneros. El presente trabajo, confirma esta regla, con una

toxina (Cssll) no evaluada anteriormente. Estos resultados de reactividad cruzada entre
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Cssll y Cn2 concuerdan ademds con el antecedente de que ambas toxinas pertenecen al
mismo grupo estructural [Possani et al., 1999].

La Tabla 12, hace una comparacion entre las secuencias de las toxinas nativas CsslI,
Cn2, ClI1 y ClI2, los guiones representan a los residuos de aminoacidos idénticos en cada
toxina con respecto a nCssll. Para Cn2 se observa una homologia mayor a 89 %, mientras

que para Cll1 es mayor a 86 % y para CII2 esta homologia es mayor a 87 %.

Tabla 12. Comparacion aminoacidica entre las toxinas Cssll, Cn2, Cll1 y CII2.

Péptido Secuencia de aminoAacidos

nCssll  KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN*
nCn2  -———-—- D-N--F---F-—————— - GA-—--F-——-d-F-—————- I-—————- R=S
nCll11 ————I-NL-—-=——-F Yoo GA———F———— G K——-T
nCll2 ———- NH-—-=——-F L GA———F———— B K————

* Amidacion en el carboxilo terminal

7.2.4 DE 5 de los sueros inmunes de conejo

La determinacién de la dosis efectiva 50 (DEsp) de un suero anti-toxina o anti-
veneno se ha utilizado ya anteriormente para evaluar la eficacia de los mismos. Aunque
para sueros levantados contra toxinas o venenos de alacranes, estos estudios no se han
realizado, algunas referencias reportan DEsy de sueros producidos contra el veneno de una
oruga quemadora —Lonomia oblicua caterpillars- [Rocha-Campos et al., 2001], contra el
veneno de serpientes de los géneros Bothrops y Crotalus [Almeida et al., 1998], contra el
veneno de la serpiente Vipera berus [Lomonte et al., 1996] y contra el veneno de la
serpiente Naja kaouthia [Sells et al., 1994]. Los resultados muestran DEsy muy variadas,
por lo que no es posible la comparacion entre los diversos estudios para poder determinar si
hay un estandar en cuanto a la DEsy de los sueros anti-venenos. En otro estudio, se
determin6 la DEsy de sueros producidos en equinos y en ovinos contra el veneno de
diferentes serpientes, para poder compararlos y decidir cual era el suero mas efectivo
[Sjostrom et al., 1994].

De esta manera, y con el fin de poder comparar los sueros que producimos durante

el desarrollo de este trabajo, procedimos a determinar la DEsy de cada suero. Asi,
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observamos que el suero anti-rCssll es el mas efectivo significativamente, lo que concuerda
ademds, con que es el que presenta los titulos mas altos de anticuerpos. En cambio,
observamos que el suero menos efectivo (anti-HisrCsslI), no es el que presenta un menor
titulo de anticuerpos, lo que indicaria que probablemente estos anticuerpos no son tan
especificos. Estadisticamente y de acuerdo a un analisis de significancia mediante la
comparacion de los valores P, por el programa Prism 4 (GraphPad, Inc.), las unicas dos
DEjs que no presentan diferencia estadistica entre si, son las correspondientes al suero anti-
nCssll y anti-HisrCssll, en otras palabras, los sueros de los conejos anti-rCssll y anti-
rE15R fueron significativamente mejores que los sueros anti-nCssll y anti-HisrCsslI en lo
que se refiere a la proteccion contra el veneno total de C. s. suffusus.

Analizando solo los sueros anti-nCssll y anti-rE15R, que presentan los mismos
titulos de sueros aproximadamente, observamos que el suero del conejo inmunizado con
rE15R es mas efectivo que el otro, con una diferencia significativa entre ellos (7-15%). Lo
anterior indica que rE15R, que no presenta toxicidad en ratones (tabla 8), puede ser
utilizada como inmundgeno para la produccion de anticuerpos neutralizantes contra el
veneno de C. s. suffusus, de manera comparativa a la toxina nativa.

Este resultado muestra una respuesta a nuestra hipdtesis inicial, ya que se demuestra
que un péptido recombinante no toxico (rE15R) puede ser utilizado para generar
anticuerpos neutralizantes en el suero de animales inmunizados con éste, para el caso de

conejos.
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8. CONCLUSIONES

Nuestro grupo de investigacion tiene interés en el estudio de la composicion del
veneno del alacran C. s. suffusus y en como usar los componentes del veneno para generar
un antidoto contra su picadura. La alternativa actual que se utiliza para la generacion de
antivenenos es la inmunizacion de caballos con el veneno total, pero es conocido que el
veneno del alacran contiene toxinas irrelevantes a la intoxicacion, por tal conocimiento este
trabajo traté de profundizar en generar anticuerpos basados en una sola molécula, que a la
vez fuera afuncional, para poder inmunizar animales con un antigeno que no tenga efectos
toxicos sobre los mismos.

Los resultados de este trabajo y el analisis de los mismos nos permitieron obtener

las siguientes conclusiones:

» Se expresaron de manera exitosa los péptidos recombinantes rCssll, HisrCssll y
rE15R, siguiendo el protocolo descrito [Estrada et al., 2007; Estrada-Tapia, 2008]. Un
paso de plegamiento in vitro fue necesario para tener las toxinas correctamente
plegadas.

» Se demostrd que el péptido recombinante rE15R no presenta toxicidad en ratones CD1
con 1 pug IC y 30 ug IP del mismo, lo que equivale a 200 DL50 y 30 DL50 de la toxina
nativa (efecto in vivo).

» Este mismo péptido no presentd efecto sobre el canal de sodio (efecto in vitro), pero
presentd competencia por el sitio de union de la toxina nativa Cssll y una estructura
secundaria andloga a la de la misma, de acuerdo a los ensayos de union y dicroismo
circular, respectivamente.

» Los conejos inmunizados con nCssll, rCssll, HisrCssll y rEI5R produjeron
anticuerpos neutralizantes en distintas proporciones, para la toxina nativa Cssll y para
el veneno total de C. s. suffusus, con lo que se concluye que estos péptidos son
inmunogénicos. La toxina rCsslI resulto ser las mas inmunogénica.

» Un volumen de 200 WL de cada unos de los sueros fue capaz de neutralizar el efecto de
la toxina Cn2, una toxina de otro alacran del género Centruroides: C. noxius. Las

toxinas Cll1 y ClI2 fueron reconocidas en placa por los sueros anti-rCssll y anti-
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HisrCssll. Estos datos sugieren que existe reconocimiento molecular hacia epitopes
comunes de las toxinas de alacranes del mismo género, por parte de los sueros
obtenidos.

La proteina recombinante rE15R, que no presenta toxicidad en ratones, fue capaz de
generar anticuerpos que neutralizan el efecto de la toxina nativa CssllI, la toxina Cn2 y
el veneno total de C. s. suffusus, con lo que se demuestra que una variante no toxica
puede ser utilizada para protocolos de inmunizacion.

Se demuestra también que solamente neutralizando la molécula (o moléculas)
mayoritaria(s) responsable(s) de los efectos toxicos es posible neutralizar los efectos
letales producidos por el veneno total del alacran. Ademads esta neutralizacion puede
ser obtenida por el reconocimiento de epitopes diferentes a aquellos involucrados
directamente en la actividad funcional del receptor, como es el caso de rEI15R (la cual
compite por el sitio de union de la toxina nativa, pero no afecta al canal), o bien
aquellos involucrados directamente en el reconocimiento y afinidad por el receptor,
como es el caso de rCssll (la cual no esta amidada en el C-terminal).

De acuerdo a los resultados, se estima que una mezcla de toxinas recombinantes de
alacran inmunogénicas puede ser una alternativa para la produccidon de antivenenos de
alacran y de esta manera evitar la formacion de anticuerpos irrelevantes a la

intoxicacion.

Parte de este trabajo de tesis esta publicado en una solicitud de patente y en un articulo de

la revista Immunology Letters.
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9. PERSPECTIVAS

Las perspectivas de este trabajo son:

>

Purificar los anticuerpos producidos que reconozcan especificamente a nCssll, para
ver si se logra mejorar la capacidad neutralizante contra la toxina nativa Cssll y contra
el veneno total de C. s. suffusus.

Llevar a cabo ensayos de reconocimiento en placa y de neutralizacion para otras
toxinas del género, como CIl1, ClI2 (ambas de C. /. limpidus), Ciil (de C. infamatus
infamatus) y CsEM1 (de C. sculpturatus), con el fin de ver si existe reactividad
cruzada para todas las toxinas de un género.

Llevar a cabo ensayos de neutralizacién para el veneno total de otras especies del
género, como C. noxius, C. limpidus, C. infamatus y C. sculpturatus, para ver si es
posible obtener neutralizacion total o parcial para estos venenos con un suero
producido contra una sola toxina.

Mejorar el protocolo de inmunizaciéon para tratar de obtener anticuerpos mas
especificos y hacerlo en un nimero mayor de animales para mejorar la estadistica de
los resultados.

Llevar a cabo ensayos de neutralizacion en animales previamente inmunizados con la
anatoxina rE15R, con el fin de ver si se obtiene neutralizacién in vivo.

Realizar inmunizaciones con mayores cantidades de rE15R, para tratar de obtener un
mayor titulo de anticuerpos.

Disefiar variantes de otras toxinas que tengan conservado el glutimico 15 y que no
estén amidadas en el carboxilo terminal, para observar el efecto de la mutacién sin la

variable de la amidacion.
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TABLAS ADICIONALES

Tabla A. Titulos de anticuerpos obtenidos en las diferentes sangrias.

Anexo 1

Sangria y suero

Antigeno para sensibilizar placa

Titulos

la

Anti-nCsslI nCsslI
Ant-rCssll nCssll
Anti-HisrCssII nCsslI
Anti-rE15R nCsslI
Anti-nCssII HisrCssII
Ant-rCssll HisrCsslIl
Anti-HisrCsslI HisrCssIl
Anti-rE15R HisrCssII
2a

Anti-nCssII HisrCsslIl
Ant-rCssll HisrCsslII
Anti-HisrCssII HisrCsslIl
Anti-rE15R HisrCssII
3a

Anti-nCssII HisrCssII
Ant-rCssll HisrCssII
Anti-HisrCssII HisrCssII
Anti-tE15R HisrCsslII
4a (Final)

Anti-nCsslI HisrCssII
Ant-rCssll HisrCssII
Anti-HisrCsslI HisrCsslII
Anti-rE15R HisrCssII

7,517+ 2,446
34,754 £ 5,584
42,202 = 5,352
44,521 = 4,596

4,529+ 1,751

22,494+ 2,579
35,980 + 4,011
58,577 + 10,790

16,759 = 3,308
17,218 £ 3,198
37,090 £ 5,908
57,514 £ 6,719

7,277+ 1,262
72,670 £ 12,838
55,785 £ 13,665
43,525+ 6,782

26,132+ 5,382

107,182 + 16,848

38,467 £ 4,246
25,743 £ 3,057
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Tabla B. Resultados experimentales para la determinacion de la DLs, IP de la toxina nCssII

Dosis (ug) Animales Muertos Animales totales % Mortalidad

0.5 0 5 0
0.67 3 5 60
0.83 3 5 60
1 5 5 100
1.5 5 5 100

Tabla C. Resultados experimentales para la determinacion de la DLs, del veneno de Centruroides

suffusus suffusus
Dosis (mg) Animales Muertos Animales totales % Mortalidad
2.59 0 3 0
5.18 0 3 0
7.77 1 3 333
10.36 1 3 33.3
12.95 2 3 66.6
15.54 3 3 100

Tabla D. Resultados experimentales de las pruebas de DEs, para las sueros inmunes en animales
retados con veneno total de C. s. suffusus.

Suero anti-nCssII Suero anti-rCssll Suero anti-HisrCssII Suero anti-rE15R
uL Sobrevivientes uL Sobrevivientes uL Sobrevivientes uL Sobrevivientes
suero /Total suero /Total suero /Total suero /Total

160 0/5 140 0/5 160 0/5 180 1/5

200 0/5 160 0/5 200 0/5 200 1/5

240 1/5 180 1/5 240 1/5 220 2/5

280 2/5 200 3/5 280 2/5 240 2/5

320 5/5 220 5/5 320 4/5 260 5/5

360 5/5 240 5/5 360 5/5 280 5/5

- - - - 400 5/5 - -

78
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GLOSARIO DE TERMINOS MEDICOS

Alacranismo: Problema de salud publica originado por la picadura de alacranes
Venenosos.

Alteraciones de la presion arterial: Cualquier variacion de la presion arterial normal.
Incluye Hipertension (mas de 140/90 mm de Hg) e Hipotension (menos de 100/60 mm de
Hg).

Alteraciones del ritmo cardiaco: Arritmias. Toda irregularidad en el ritmo natural del
corazon. Incluye: Bradicardia (pulso muy lento, por debajo de 60 latidos por minuto),
Taquicardia (pulso muy rapido, por encima de 100 latidos por minuto) y Fibrilacion
(latidos rapidos no coordinados; son contracciones de fibras musculares cardiacas
individuales).

Amaurosis pasajera: Pérdida de la vision en un ojo debido a la ausencia temporal de
sangre en la retina.

Artralgia: Dolor en una o mas articulaciones.

Broncoespasmo: Estrechamiento de la luz bronquial como consecuencia de la
contraccion de la musculatura de los bronquios, lo que causa dificultades al respirar.
Choque anafilactico: Reaccion grave y a veces potencialmente mortal del sistema
inmunitario a un antigeno al que una persona ha estado expuesta antes. La reaccion puede
incluir picazon de la piel, edema, colapso de los vasos sanguineos, desmayo, dificultad
para respirar y muerte.

Cianosis peribucal: Coloracion azulada de la piel y mucosas en la boca y su area
periférica, usualmente debida a la existencia de por lo menos, 5 g% de hemoglobina
reducida en la sangre circulante o de pigmentos hemoglobinicos andmalos
(metahemoglubina o sulfohemoglobina) en los glébulos rojos.

Diarrea: Alteracion de las heces en cuanto a volumen, fluidez o frecuencia en relacion
anormal a la fisiologica. Mas de tres deposiciones al dia o el aumento de la cantidad de
heces a mas de 200 g/ 24 h en sujetos adultos.

Dificultad respiratoria: Afeccion que involucra una sensacion de dificultad o
incomodidad al respirar o la sensacion de no estar recibiendo suficiente aire.

Diplopia: Sintoma que se manifiesta por la vision doble de un objeto.

Dislalia: Trastorno en la articulacion de los fonemas. Se trata de una incapacidad para
pronunciar correctamente ciertos fonemas o grupos de fonemas.

Distension abdominal: Aumento del volumen del abdomen por diferentes causas, entre
ellas, la acumulacion de liquido en la cavidad abdominal o la acumulacién de aire en el
intestino.

Dolor: Experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a un dafio real o
potencial de un tejido.

Edema: Acumulacién de liquido en el espacio tisular intercelular o intersticial y también
en las cavidades del organismo.

Epifora: Acumulacion de lagrimas producidas en cantidad normal que no pueden
evacuarse en su totalidad.
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Estornudo: Acto reflejo convulsivo de expulsion de aire desde los pulmones a través de
la nariz y boca. Por lo comun es provocado por particulas extrafias que provocan la
irritacion de la mucosa nasal.

Fasciculacién lingual: Movimiento involuntario de la lengua.

Fotofobia: Intolerancia anormal a la luz.

Hipertermia: Trastorno grave que se presenta cuando un organismo homeotérmico no
alcanza a disipar mas calor del que genera o absorbe.

Irritabilidad: Respuesta exagerada a los estimulos.

Nausea: Situacion de malestar en el estdmago, asociada a la sensacidon de tener necesidad
de vomitar.

Nistagmus: Movimiento incontrolado e involuntario de los ojos.

Parestesia: Sensacion de hormigueo, ardor o adormecimiento del musculo y la piel.
Priapismo: Ereccion involuntaria y muy dolorosa del pene.

Prurito: Es un hormigueo o irritacién de la piel que provoca el deseo de rascarse en el
area afectada. (Nasal: Prurito en la nariz).

Rash: Erupcion que se manifiesta con cambios en el color o la textura de la piel.
Reaccion adversa: Cualquier respuesta a un medicamento que sea nociva y no
intencionada, y que tenga lugar a dosis que se apliquen normalmente en el ser humano
para la profilaxis, el diagndstico o el tratamiento de enfermedades, o para la restauracion,
correccion o modificacidon de funciones fisioldgicas.

Sensacion de cuerpo extraiio faringeo: Sensacioén de una “masa” en la faringe, o “nudo
en la garganta”, generalmente no relacionado con la ingesta y que no impide la deglucion.
Sialorrea: Exceso de produccion de saliva.

Urticaria: enfermedad de la piel caracterizada por lesiones cutaneas edematosas, de
contornos delimitados y con un halo eritematoso, generalmente evanescentes y
cambiantes, acompafiada de prurito.

Vomito: Expulsion violenta y espasmodica del contenido del estomago a través de la
boca.
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