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Resumen

Resumen

Rhipicephalus microplus es una garrapata y se caracteriza por utilizar un solo huésped
para completar su desarrollo, afectando principalmente al ganado vacuno. La infestacion
de R. microplus sobre los bovinos ocasiona grandes pérdidas econdmicas, ademas de ser

un vector que transmite enfermedades como Babesiosis y Anaplasmosis.

Por tal motivo, la estrategia mas utilizada para el control de este ectoparasito es con el
uso de sustancias quimicas, sin embargo, el uso excesivo de estas sustancias ha
ocasionado la aparicion de resistencia en las garrapatas. Una de las alternativas mas
prometedoras para controlar las infestaciones de garrapatas, es el uso del control
inmunolégico mediante antigenos ocultos (proteinas del intestino de la garrapata) y

antigenos expuestos (proteinas de saliva de la garrapata).

La saliva de garrapata es una mezcla muy compleja de proteinas, lo que pudiera
ocasionar que esta mezcla enmascare el reconocimiento del sistema inmune por las
proteinas importantes en el ciclo de vida de estos ectoparasitos. Por tal motivo, es
necesario determinar la actividad biolégica de la SMD de R. microplus (SMDtick), para
conocer si juega un papel importante en el ciclo de vida de esta garrapata. Por lo que
este trabajo tuvo como objetivo generar la SMDtick recombinante para utilizarla como

inmunogeno.

Para esto se utilizd la secuencia codificante de la SMDtick, y se clond en vectores de
expresion para células de insecto-baculovirus y E. coli. Se determinaron las condiciones
Optimas de expresion para la obtencion de proteinas solubles. Estas proteinas tuvieron
un peso molecular entre 30 kDa y solamente se pudo determinar actividad enzimatica de
la SMDtick producida en E. coli. La SMDtick recombinante se compar6 con la SMDtick de
Loxosceles boneti; encontrando diferencias biologicas importantes aunque pertenecen a

la misma familia de proteinas.
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1. Introduccioén.

1.1. Generalidades de las garrapatas.

Los artropodos son animales que comprenden a las garrapatas, aranas, escorpiones,
acaros, crustaceos, milpiés y ciempiés, entre otros (Hickman, 1991). Las garrapatas se
alimentan de sangre para completar su ciclo de vida, afectando a reptiles, aves y
mamiferos, ademas son los principales vectores que transmiten distintos

microorganismos patégenos (virus, espiroquetas, protozoos y nematodos).

Estos ectoparasitos tienen una variedad de especies hospederas, otras son mas
selectivas y se alimentan de una sola especie de hospedero (Guglielmone, 2003). De las
870 especies de garrapatas descritas, se sabe que alrededor del 10% estan establecidas
en México. Ademas el nimero de especies de garrapatas existentes en nuestro pais,
representa el 45% de América Latina, lo que refleja la gran variedad de ambientes para

su desarrollo (Parra, 1999).

Las garrapatas pertenecen al Phylum Artropoda, Subphylum Chelicerata, Clase Arachnida,
Subclase Acari, Orden Parasitiformes, Suborden Ixodida, Superfamilia Ixodoidea, en la
cual se ubican 2 Familias: Ixodidae y Argasidae (Marquez, 2005). La familia Argasidae o
garrapatas blandas (carecen de escudo dorsal), posee cuatro géneros que son: Argas con
58 especies, Ornithodorus con 101 especies, Antricola con 10 especies y Otobius con 2
especies. En el caso de la familia Ixodidae o garrapatas duras (poseen escudo dorsal) se
dividen en 5 géneros que son Amblyomma con 102 especies, Dermacentor con 30
especies, Haemaphysalis con 155 especies, Ixodes con 235 especies y Rhipicephalus

con 80 especies.
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1.2. Rhipicephalus microplus.

Rhipicephalus microplus, es una garrapata originaria del sureste de Asia, pero
actualmente también se localiza en regiones tropicales y subtropicales como la India,
Australia, Madagascar, sudeste de Africa, Sur y Centro América, y México (Figura 1)

(Estrada, 2006).

Figura 1. Distribucion geogréafica de Rhipicephalus microplus.

El cuerpo de R. microplus es de forma oval, y esta compuesto por dos segmentos un

gnatosoma e idiosoma (Figura 2).

Gnotosoma

Figura 2. Segmentos en los que se
divide el cuerpo de R. microplus.

Idiosoma
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El gnatosoma (partes bucales) contiene los siguientes elementos (Figura 3): Palpos (un
par), que tienen la funcion de presionar la piel lateral y horizontalmente durante la
alimentacion; Queliceros (un par), éstos son de forma tubular, estan esclerotizados y
bisegmentados; Hipostoma, el cual posee pequenos dientes dirigidos hacia atras, con los
cuales la garrapata es capaz de atravesar la piel de su hospedador y adherirsele. La Base
del gnatosoma, es de forma hexagonal y se une al idiosoma a través de una membrana
flexible (Anderson et al, 2008).

Hipostoma

Palpo

Palpo >

Queliceros

Base del
gnatosoma

Figura 3. Caracteristicas morfoldgicas del gnatosoma de R. microplus.

El idiosoma (Figura 4) es posterior al gnatosoma, es de forma oval y presenta un escudo
dorsal en forma de lengleta de color café, el cual es corto en las hembras (holodorsal) y
en los machos es largo (propodosomal), por lo que cubre casi todo el cuerpo (Quiroz,
1996).

Las patas son lo Unico que sobresalen del cuerpo de la garrapata, y estan divididas en
seis artejos: coxa, trocanter, fémur, tibia, pretarso, tarso. El tarso termina en una garra y
una estructura semejante a una ventosa llamada ambulacro o apotela, que detecta

temperatura, corrientes de aire, olores y quimicos (Anderson et al, 2008).
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Macho Hembra

Propodosoma

Figura 4. Diferencias del idiosoma de machos y hembras de R. microplus.

Rhipicephalus microplus se caracteriza por utilizar un solo huésped para completar su
desarrollo y requiere de 4 a 10 meses (Figura 5) para hacerlo, dependiendo de las
condiciones ambientales (temperatura y humedad). Afecta principalmente al ganado
vacuno, pero en ocasiones puede infestar a los equinos, caprinos, ovinos y caninos
(CFSPH, 2007).

El ciclo biolégico de R. microplus se compone de dos fases: no parasitaria y parasitaria.
En el caso de la fase no parasitaria inicia cuando la hembra alimentada y fecundada se
desprende de su huésped para iniciar su busqueda de refugios para ovopositar, todo este
proceso tiene un periodo de 4 a 44 dias. Después de la oviposicion sigue el periodo de
incubacion el cual tiene una duracion de 14 a 146 dias (Soulsby, 1988). Después los
huevos eclosionan y las larvas buscan a su huésped, mediante estimulos como la
vibracion, calor, olor y biéxido de carbono, este periodo tiene una duracion de 4-6 dias. La
fase parasita tiene una duracion aproximada de 21 dias (Anderson et al, 2008), inicia
cuando la larva encuentra y se adhiere a su huésped en donde se alimenta
intermitentemente. Durante la alimentacion se lleva a cabo la muda de larva a ninfa (6
dias), de ninfas a adultos (6-8 dias) y la fecundacion. Posteriormente el macho muere y la

hembra cae al suelo, para buscar refugio para ovopositar, y después muere (Pratt, 1972).



Introduccion

Larva saliendo I\

det huevo

Figura 5. Ciclo de vida de R. microplus en bovinos.

La infestacion de Rhipicephalus microplus sobre los bovinos ocasiona grandes pérdidas
econOmicas, ya que disminuye la produccion de la carne y leche, ademas de una
disminucion en las defensas inmunolégicas, y con el paso del tiempo provoca anemia e
incluso la muerte. Por otro lado, es un vector que transmite enfermedades como
Babesiosis (Babesia bigémina y Babesia bovis) y Anaplasmosis (Anaplasma marginale)
(INTA, 2003).

Por lo anterior, la estrategia mas utilizada para el control R. microplus, es la aplicacion de
sustancias quimicas sobre el cuerpo de los bovinos parasitados que a continuacion se

mencionan:

Organofosforados: Es el pesticida mas toxico para los vertebrados, son derivados del
acido fosférico y se caracterizan por inhibir la actividad de la enzima acetilcolinesterasa,
produciendo un aumento de los estimulos nerviosos en los artrépodos (Rodriguez et al,
2006). Piretroides: Provocan un bloqueo de la actividad motriz, incoordinacion de
movimientos, irritabilidad, paralisis, letargo y muerte del artrépodo (Rodriguez et al,

2006). Amidinas: Son antagonistas de los receptores de la octopamina en el cerebro de
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estos parasitos, provocando hiperexcitabilidad seguido de paralisis y muerte (George et
al, 2004). Lactonas macrociclicas: Incrementan la liberacion del acido gama-
aminobutirico en el sistema nervioso de los artrépodos. El mecanismo de accion esta
relacionado con la apertura de los canales de cloro en la conexion postsinaptica y permite
el flujo de iones, produciendo un estado irreversible de letargia, paralisis y muerte del
parasito (Rodriguez et al, 2006). Benzofenilureas: Se caracteriza por interferir
principalmente en la formacion de quitina, impidiendo la formacion de la cuticula del

ectoparasito (Rodriguez et al, 2006).

Sin embargo, el uso excesivo de las sustancias antes mencionadas, ha ocasionado la
aparicion de resistencia en las garrapatas, y es la limitante para la utilizacion de estos

guimicos, ademas de causar danos al ambiente y a la salud publica.

El control inmunolégico de garrapatas, es una alternativa prometedora, ya que el objetivo
es inducir una respuesta en los animales inmunizados que permite mantener bajo control
a estos ectoparasitos. Se han identificado varias proteinas de interés, sin embargo, a la
fecha existe un namero reducido de proteinas que se han probado en ensayos

controlados para probar su eficacia (de la Fuente y Kocan, 2003).

Para el desarrollo de vacunas contra garrapatas se utilizan dos estrategias, el uso de
antigenos expuestos y antigenos ocultos. Los antigenos ocultos son aquéllos no
expuestos al sistema inmune del hospedero, los cuales se localizan en la pared del
intestino de garrapatas. Los antigenos expuestos son aquellos que se muestran
naturalmente al sistema inmune del hospedero durante la infestacion. Estos antigenos
son secretados en la saliva durante la alimentacion de las garrapatas (Labuda et al,
2006).
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1.3. Saliva de las garrapatas.

El proceso de alimentacion de estos ectoparasitos implica la liberacion de saliva la cual
posee moléculas con propiedades farmacoldgicas que inhiben la respuesta inmunitaria
del hospedero, asi mismo contienen moléculas que impiden la coagulacion local de la

sangre, permitiendo una fijacion prolongada en el hospedero (Sauer, 2000).

Se tienen reportes de 50 proteinas en la saliva de garrapata que modifican la
hemostasis, las rutas inflamatorias y la respuesta inmune del hospedero. A continuacion
se mencionan algunas de las proteinas identificadas en las salivas de Ixodes scapularis y

Rhipicephalus microplus (Tabla 1).

Tabla 1. Proteinas identificadas en la saliva de garrapatas.

Especie Nombre de la Actividad de la proteina
proteina
Ixodes scapularis Apyrasa Inhibe la agregacion

plaquetaria (Ribeiro et al.,
1985).

Ixodes scapularis SG metaloproteasa Reduce la respuesta
inflamatoria (Ribeiro and
Mather 1998).

Ixodes scapularis Glutation peroxidasa | Modulador de la respuesta
inmune (Das et al., 2001)

Rhipicephalus microplus / BmTI / Ixolaris Inhibicion de serina
Ixodes scapularis proteasa (Tripsina) (Tanaka
et al., 1999. Francischetti et
al., 2002).
Ammblyoma americanum MIF Inhibicion de macrofagos

(Jaworski et al., 2001).

Ixodes ricinus BIP Inhibe la proliferacion de

células B (Hannier et al.,
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2004).

Ixodes scapularis IsSMase Esfingomielinasa D (Alarcon
et al., 2009).

1.4. Esfingomielinasa D (SMD) de Loxosceles.

La esfingomielina (SM), esta compuesta por una unidad de colina y una molécula de
ceramida unida a un grupo fosfato (Fig. 6). La SM es un componente estructural en las
membranas bioldgicas y se localiza principalmente en la monocapa externa de la bicapa
fosfolipidica, la cual esta compuesta por diferentes especies moleculares de SM y varian
entre diferentes especies de animales y 6rganos (Ramstedt et al, 1999; Ramstedt y

Slotte, 2002).

0
CHa-(CH,),-CH=CH-CH-CH-CH,-O-P-0-CH,-CH,-N*(CH.),
OH NH O
C=0

R

Figura 6. Estructura general de la esfingomielina. En azul representa la fosfoceramida. En negro aparece la

colina. En rojo representa el acilo sustituyente variable.

Diferentes grupos de investigacion han realizado ensayos in vitro e in vivo que aportan
informacién sobre la actividad de la esfingomielinasa D de Loxosceles. Y se ha
demostrado que la SMD de las Loxosceles tiene actividad enzimatica in vitro sobre la
esfingomielina generando dos subproductos la fosfoceramida y colina, ademas de inducir

la agregacion de plaguetas en ensayos in vitro (Kurpiewski et al., 1981).

Otras de las actividades de la esfingomielinasa D de Loxosceles es que provoca una

accion necrética. En el 2005, ensayos in vitro mostraron que la esfingomielinasa

8
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recombinante de L. reclusa presenta actividad enzimatica en diferentes sustratos (Lee
and Lynch, 2005). En el 2009, Chavez y colaboradores encontraron un efecto hemolitico

de la SMD en eritrocitos de conejo, humano, oveja y caballo.

En el 2005, Murakami y colaboradores, reportaron la estructura tridimensional de la SMD
de L. laeta. En dicha estructura se muestra que los residuos de aminoacidos E32, D34 y
D91 participan de manera importante en la unibn a magnesio (cation divalente
indispensable para la actividad de la enzima) mientras que las histidinas 12 y 47

funcionan como nucleéfilos que inician el ataque en el enlace fosfoéster del sustrato.
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2. Antecedentes.

En el laboratorio del Dr. Alagon del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, se realiz6 una
busqueda de secuencias de SMasas D depositadas en la base de datos NCBI, y
recuperaron una secuencia de SMD de la saliva de Ixodes scapularis. Si bien el
porcentaje de identidad entre esta secuencia y las SMasas D de Loxosceles no es muy
alto, supera los limites usuales (30% de identidad a nivel de aminoacidos) para aceptar

homologia entre proteinas (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de identidad entre la secuencia de aminoéacidos de la SMD de I. scapularis e isoformas

del genero Loxosceles. LI1=L. laeta, Lr1=L. reclusa, Lb1=L. boneti, La=L. arizonica, Lil=L. intermedia.
LI1 | Lrl | Lb1l | Lb3 | La | Lil

|. scapularis | 33 | 38 | 39 | 38 |37 | 39

Como se menciond, Rhipicephalus microplus es de importancia veterinaria a nivel
mundial, por tal motivo se colectaron garrapatas de esta especie, y se encontrdé que la
saliva de esta garrapata tiene actividad esfingomielinasa D utilizando el método Amplex-

Red, con una actividad especifica de 0.010 U/mg (Figura 7).

0.55

0.50 . m 10ug

0.45 5 pg

0.40 25 ug
£ ¢ 1
RB.EE e D62pg
=L 0.20 m 037 pg

o L o

0.05

0.00

T
0 10 20 30 40 50 60 ?ll]
Tiempo (min)

Figura 7. Ensayo de actividad SMD en saliva de R. microplus utilizando el método Amplex-Red. Iniciando

con 10 pg de saliva. Se incub6 a 37 °C, y se midié absorbancia a 570 nm cada diez minutos por una hora.
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Posteriormente se clond la secuencia codificante de la esfingomielinasa D de R.
microplus, a partir del ARNm de las glandulas salivales. Para obtener la secuencia
codificante de la esfingomielinasa D, se disenaron oligonucleétidos degenerados, a partir

de secuencias de nucleétidos de esfingomielinasas D ya reportadas (Anexo B).

Después de que se obtuvo un producto de PCR con los oligonucleétidos degenerados, se
disenaron oligonucleétidos especificos para obtener la secuencia completa utilizando la

técnica de 5” y 3” RACE, a esta secuencia se le dio el nombre de SMDtick (Figura 8).

GEETTECAGCCTGACCETETETCCAAGAGGTACTGTTGCTEEAACATCACCTCCAGGTCACGET
ACAGACTANGGCCAGGTGUGACCGCGACAAAGGGAAGTCTGCACGATETTTCTTGAAGTTACAT
GCCTCTTCATCTTTGCCAGCTTTGECACGANCATTTGTCATGCCTCTGCTTCCACTGEECTECE
TCCTTTCTACGTGTTCEGTCCCATGETGAACAGTTTGEAAGACGTEEACAACTTCATEGECCTT
GECGTEAATGCTATAGAGECTGACCTCAATTTTGCCTCAGATGEARCECUCACANRAMGTTCTATC
ATGEATEGECCETETEECTECCACCECEACTGUEANAAGTCCECEEGAGTEATTACCTACCTCTE
CTATTTAAGAGATGCCETCAGTCARAGTGECAAGTTTECTEETAAGCTGCAGCTECTTTACGTC
GACACCARAACTEEAAGCCTTTCTTCTGECACGAAATACCAGGCCEECATCAACCTCECO
TTTGEAACAATGECACAATACCATCCGAGARCATECTEAACGTCATCCT
GTCGETETCCTCTACGCTEEACAAGEARATCCTCTCEEEAGCATTCGACACAATCARGCEAGCC
GEEAATTCATCATTATTTCTCGACCACGTGEETTTTGACATCAGTEEATACCANT TGO TARGT S
TEATCGCTEATATATACGAAGAGCTEEETATCCGECARCATCECTEECAGGETEACGECACEAR
TAMNCTECTTGATTCACATTTACTCGGAT G TACGTACTAARAGCTGCGATATCACGACGAACTECG
GUCAACACGACGAATGATTACGTGGACAAGGTGTACGTCTEEACTETCEACAATGCOGTCEACCA
TECETCEETTCCTCAGETTEAAGATAGATGEGTATGTTTACGAACCAGCCAGCANCTCTTCTGAG
TETCCTCCAAGARACAGAGTTCTCGACGATGTACCAGCTTGCCACTGCECAGEATAGCGCATGE
ARGCETATTGETTTGACTAAANGCTTTTTGTTCGACGTAARAACARATTACATETGAGCTCARGCO
ACATGATTATAAACAACTTGCCAACTCTAARALAAN AR MDD AN

Figura 8. Secuencia nucleotidica codificante de la Esfingomielinasa D de R. microplus. Letras negras=5"y

3~ UTRs. Letras verdes=Secuencia que codifica a péptido sefal. Letras rojas=Secuencia que codifica a
péptido maduro. Letras moradas=Ubicacion de hibridacién del oligonucleétido degenerado “forward”.
Letras grises= Ubicacion de hibridacion del oligonucleétido degenerado “reverse”. Letras azules= Ubicacion
de hibridacion del oligonucleétido especifico “forward”. Letras amarillas= Ubicacién de hibridacion del

oligonucleétido especifico “reverse”.

Se alined la secuencia de aminoacidos del péptido maduro (SMDtick; Figura 10) con otras
SMasas D ya reportadas (Anexo C) con el programa ClustalX 2.1, encontrando un 41% de
identidad con la esfingomielinasa D de Ixodes scapularis y un 35% de identidad con la de

Loxosceles boneti (Tabla 3).
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MFLEVTCLFIFASFGTNICHASASTGLRPFYVFGPMVNSLEDVDNFMGLGVNAIEADLNFASDGTPQKFYHGWPCG
CHRDCEKSAGVITYLSYLRDAVSQSGKFAGKLQLLYVDTKTGSLSSGTKYQAGINLANSLINTLWNNGTIPSENMLNV
ILSVSSTLDKEILSGAFDTIKRAGNSSLFLDHVGFDISGYQLLSVIADIYEELGIRQHRWQGDGTNNCLIDIYSDVRTKAA
ISRRTAANTTNDYVDKVYVWTVDNASTMRRFLRLKIDGMFTNQPATLLSVLQETEFSTMYQLATAQDSAWKRIV ®

Figura 9. Secuencia de aminoacidos de la Esfingomielinasa D de R. microplus (SMDtick). En rojo péptido

lider. En negro péptido maduro. Punto cod6n de paro.

Tabla 3. Porcentaje de identidad de la SMDtick (KJ854238) contra SMasas D ya reportadas. L. boneti 1

(AY559844), L. reclusa (AY559846), L. intermedia (P83046), L. laecta 1 (DQ369999), L. laeta 2
(DQ370000), L. boneti 3 (AY559845), I. scapularis (Q202J4).
Ixodes Loxosceles | Loxosceles | Loxosceles | Loxosceles | Loxosceles | Loxosceles
scapularis reclusa intermedia | boneti 1 boneti 3 laeta 1 laeta 2
41 % 34 % 35% 35% 35% 34 % 30 %
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Justificacidn y Objetivos

3. Justificacion.

La saliva de garrapata es una mezcla compleja de proteinas, lo que pudiera ocasionar
gue esta mezcla enmascare el reconocimiento del sistema inmune por las proteinas
importantes en el ciclo de vida de estos ectoparasitos. Por tal motivo, es necesario
determinar la actividad biologica de la SMD de R. microplus (SMDtick), para conocer si
juega un papel importante en el ciclo de vida de esta garrapata. Sin embargo, la
obtencion de saliva de la garrapata es complicado; por la cantidad de saliva que se
obtiene por garrapata (0.4 pL = 2 mg). Por los puntos antes mencionados, una alternativa
para poder resolver este problema, es mediante la produccion de la SMDtick
recombinante, esto permitira conocer su importancia biolégica dentro de R. microplus, y
utilizarse como inmundgeno para generar anticuerpos policlonales y observar el
comportamiento de R. microplus. Por otro lado, el obtener la SMDtick activa y en cantidad
suficiente permitira conocer las diferencias bioquimicas con la esfingomielinasa D de la

arana Loxosceles.

4. Objetivo general.

Producir la esfingomielinasa D recombinante de Rhipicephalus microplus y caracterizar

su actividad enzimatica para su posible uso como inmunégeno.

4.1. Objetivos particulares.

e Encontrar las condiciones 6ptimas para la expresion y purificacion de la proteina
recombinante.

e Evaluar la actividad enzimatica de la esfingomielinasa D recombinante.

e Evaluar las diferencias bioquimicas de la esfingomielinasa D recombinante de
Rhipicephalus microplus con la esfingomielinasa D Loxosceles.

e Generar suero anti-esfingomielinasa D recombinante de Rhipicephalus microplus

en conejos para utilizarlo en ensayos de reactividad cruzada.
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Estrategia experimental.

En el diagrama de flujo que a continuacion se muestra, indica la estrategia usada a lo

largo de este trabajo.

Materiales y métodos

I SMDtick recombinante I

Ensamblaje del vector
pMelBacA-SMDtick

l

Ensamblaje del vector
pQE30-SMDtick

Obtener y analizar los

baculovirus recombinantes

1

Expresion en E. coli
Origami

Expresion de la proteina
recombinante en células

de insecto

l

Extraccion de proteina
soluble y activa de cuerpos
de inclusion

7

Purificacién por afinidad a

niquel

A 4

Actividad enzimatica

I Letalidad en ratones I<

A 4

PI Actividad dermonecrética I

I Produccién de anticuerpos I
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5. Materiales y Métodos.

5.1. Materiales.

5.1.1. Oligonucleétidos.

Los oligonucleétidos se sintetizaron en la unidad de sintesis del Instituto de Biotecnologia
de la UNAM. A continuacion se muestran las secuencias de los oligonucleétidos utilizados

durante este trabajo.

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados.

Nombre del Secuencia

Oligonucledtido

FwdPolh 57 TTTACTGTTTTCGTAACAGTTTTG 3°
RevPolh 5° CAACAACGCACAGAATCTAGC 3~
Bam HI Fw 5 GGATCCGCTTCCACTGGGCTGCG 3~

Hind Il + His Rv | 5~ AAGCTTTCAGTGATGGTGATGGTGATGAACAATACGCTTCCATG 3~

Hind Ill' Rv 5 AAGCTTTCAAACAATACGCTTCCATG 3~

Las letras en negro indican los sitios de restriccion.

5.1.2. Enzimas de restriccion y modificacion.
Enzimas de restriccion que se utilizaron fueron BamHI y Hindlll (ROCHE). Y las enzimas de

modificacion que se emplearon fueron T4 DNA Ligasa (Boehringer) y Fosfatasa Alcalina
(ROCHE).
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5.1.3. Kits para la purificacion de material genético.

High Pure Plasmid Purification (ROCHE), para purificar plasmidos en pequena escala
(mini-prep). High Pure PCR Product Purification (ROCHE), para purificar fragmentos de
DNA a partir de geles de agarosa. Plasmid Midiprep Kit (Biorad), para purificar plasmidos

en mediana escala (midi-prep).

5.1.4. Vectores.

Vector pCR 2.1-TOPO (Invitrogen) (Apéndice D). Es un vector de clonacién de productos de
PCR. Este vector viene linearizado, ademas presenta en sus extremos una timidina
sobresaliente, la cual esta unida covalentemente a la topoisomerasa |, esto ayuda al
producto de PCR que se pueda ligar facilmente, debido a que los productos de PCR
contienen una adenina sobresaliente en el extremo 3~ cuando se utiliza la Tag DNA
Polimerasa. Ademas el sitio multiple de clonacion se encuentra la secuencia que codifica
para la [B-galactosidasa lo que permite seleccionar células que contienen plasmidos
recombinantes al tornarse azules en presencia de X-Gal. Ademas contiene el promotor
lac, origenes de replicacion en E. coli pUC, genes de resistencia nptll y bla (Kanamicina y

Ampicilina respectivamente).

Vector pQE30 (Qiagen) (Apéndice D). Vector de expresion de 3.4 Kb. Presenta un origen
de replicacion en E. coli ColE1, un gen bla que confiere resistencia a ampicilina. Posee un
promotor del fago T5, dos secuencias del operador lac para lograr una eficiente represion
del promotor, un sitio de unién a ribosomas para obtener una alta tasa de traduccion de
los transcritos, y la secuencia que codifica para una etiqueta de histidinas en la region 5~

del sitio de clonacion.

Vector pMelBacA (Invitrogen) (Apéndice D). Vector de 4.8 Kb, utilizado para la generacion
de baculovirus recombinantes en células de insecto, mediante recombinaciéon homologa.

Contiene un promotor fuerte de la polihedrina que aumenta la produccion de transcritos y
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favorece a una alta produccion de proteina recombinante, el péptido senal de la melitina
para secretar la proteina recombinante, las secuencias de recombinacion para restaurar
genes esenciales del baculovirus (ORF1629) y para seleccionar baculovirus
recombinantes mediante coloracion azul (lacZ), un origen de replicacion en E. coli (pUC) y

un gen de resistencia a ampicilina bla.

5.1.5. Cepas bacterianas.

XL1-Blue (Stratagene), con genotipo recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
[F proAB laclgZAM15 Tn10 (Tetr)]. Las células XL1-Blue son resistentes a tetraciclina,
deficientes en endonucleasa A y proteina recA, lo que mejora la estabilidad de los
insertos. La mutacion hsdR previene la ruptura del ADN clonado por accién de la
endonucleasa EcoK. Ademas se encuentra mutado el gen laclqZAM15 en el episoma F~,

lo que permite detectar plasmidos recombinantes mediante color blanco-azul.

Origami DE3 (Novagen), con genotipo A(ara-leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR
araD139 ahpC galE galK rpsLF'[lac* lacla pro] (DE3)gor522::Tn10 trxB (KanR, TetR). Las
células Origami son resistentes a kanamicina y tetraciclina, tiene mutaciones en los
genes de tiorredoxina reductasa (trxB) y glutation reductasa (gor), lo que favorece a la

formacion de puentes disulfuro en el citoplasma.

5.1.6. Lineas celulares de insecto.

Linea Sf9, proviene del ovario de pupa del lepidoptero Spodoptera frugiperda, y esta linea
celular es recomendada para realizar los ensayos de transfeccion, purificacion en placa, y

generar stocks virales.

Linea BTI-Tn-5B1-4 (Invitrogen), conocida comercialmente como High Five™ (H5). Esta
linea proviene del ovario del lepidéptero Trichoplusia ni, y se recomienda para obtener

altos rendimientos de proteina recombinante.
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5.1.7. Medios de cultivo.

Grace s Insect Medium (GIBCO), se utilizé para cotransfectar células de insecto Sf9 y asi

obtener baculovirus recombinantes.

TNM-FH, Grace “s Insect Medium suplementado con hidrolizado de lactalbumina, extracto
de levadura, 10% de suero fetal de ternera y 0.5% de pluronic F-68. Se utiliz6 para la

titulacion de los baculovirus recombinantes.

Sf-900 Il SFM (GIBCO), se utiliz6 para la clonacion y amplificacion de las placas virales en
células de insecto Sf9. También para producir la proteina recombinante utilizando células

de insecto Hb.

Express Five SFM (GIBCO), medio optimizado para expresar proteinas recombinantes en

células de insecto Hb.

LB (Luria Bertani), medio para crecer y mantener cepas bacterianas, y para expresar

proteinas recombinantes.

SOC, se utilizd para la recuperacion de células E. coli Ca2* competentes después del

choque térmico.

5.1.8. Animales vivos.

Conejos, de la cepa New Zeland White, proporcionados por el Bioterio del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM. Para realizar los ensayos de dermonecrosis y generacion de

anticuerpos policlonales.

Ratones, de la cepa CD-1 entre 18-20 g de peso, comprados a la compania Harlan. Para

realizar los ensayos de letalidad.
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5.1.9. Anticuerpos.

Anticuerpos anti-6xhistidinas-HRP (ROCHE), anticuerpo monoclonal de raton conjugado a
peroxidasa, para detectar etiqueta de histidinas fusionada a la proteina recombinante

mediante western-blot.

Anticuerpos anti IgG de conejo-AP (Invitrogen), anticuerpo monoclonal de raton conjugado

a fosfatasa alcalina, para detectar anticuerpos IgG de conejo mediante western-blot.

5.2. Metodologija.

5.2.1. Amplificacion de la cadena codificante de la esfingomielinasa D.

Las reacciones de PCR fueron realizadas en volimenes de 50 pL, en tubos eppendorf de
0.2 ml de capacidad. Las mezclas de reaccion consistieron en buffer 1X para PCR
(Boehringer-Mannheim), 2.5 mM de dNTP s (ROCHE), 20 picomoles de oligonucle6tido
forward, 20 picomoles de oligonucle6tido reverse, 10 ng de vector pCR2.1TOPO-SMDtick,
37.5 yL de aguay 2.5 U de Taq DNA Polimerasa (Applied Biosystems).

Las condiciones de PCR fueron las siguientes:

94 °C 3 minutos 1 ciclo
94 °C 1 minuto

56 °C 1 minuto 30 ciclos
72°C 1 minuto

72°C 10 minutos 1 ciclo
4°C ©

Inserto para pQE30: Antes de subclonar la cadena codificante de la esfingomielinasa D

en este vector, fue necesario agregarle en el extremo 5~ un sitio de restriccion Bam Hl, y
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en el extremo 3~ uno de Hind Ill. Los oligonucleétidos que se usaron fueron Bam HIl Fw y
Hind 1l Rv. Posteriormente se purificé el producto de PCR con el kit High Pure PCR

Product siguiendo las instrucciones del fabricante.

Inserto para pMelBacA: Antes de subclonar la cadena codificante de la esfingomielinasa
D en este vector, fue necesario agregar en el extremo 3~ una secuencia que codifica para
una etiqueta de histidinas, un codén de paro y después el sitio de restriccion Hind Ill, por
otro lado, en el extremo 5 se agregd el sitio Bam HI. Los oligonucle6tidos que se usaron
fueron Bam HI Fw y Hind Ill + His Rv. Posteriormente se purificé el producto de PCR con el

Kit High Pure PCR Product (ROCHE) siguiendo las instrucciones del fabricante.

5.2.2. Clonacion de la cadena codificante de la esfingomielinasa D en el vector pCR2.1-
TOPO.

Los productos obtenidos mediante PCR se clonaron en el vector pCR2.1-TOPO y se
transformaron células E. coli XL1-blue competentes siguiendo las instrucciones del
proveedor. Las colonias se seleccionaron y se cultivaron en 3 mL de medio LB liquido con
ampicilina (80 pg/mL) a 37 °C y con agitacion a 200 rpm durante toda la noche. Para la

purificacion del plasmido de las colonias seleccionadas se utiliz6 el Kit High Pure Plasmid.

Para determinar que clonas contenian el inserto de interés, los plasmidos fueron
digeridos con las enzimas de restriccion Bam HI y Hind Ill a 37 °C por una hora. Los
plasmidos que liberaron un fragmento del tamano esperado se enviaron a secuenciar a la
Unidad de Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. La secuencia que se
obtuvo se compard in silico con la secuencia de SMDtick que se habia obtenido

anteriormente. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su uso.
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5.2.3. Sub-clonaciéon de la cadena codificante de la esfingomielinasa D en el vector
pQE30 y pMelBacA.

Los productos obtenidos con la secuencia correcta se sub-clonaron en los vectores

pQE30 y pMelBacA de la siguiente manera.

Digestion: Los plasmidos (pQE30 y pMelBacA) se digirieron con enzimas de restriccion
Bam Hly Hind Ill por una hora a 37 °C, posteriormente se purificaron con el Kit High Pure
PCR Product (ROCHE). Los vectores fueron desfosforilados utilizando fosfatasa alcalina e
incubaron por 90 minutos a 37 °C, por Ultimo se inactivd la enzima a 65 °C por 15
minutos.

Ligacion: A estos vectores desfosforilados se les agregd el fragmento de ADN
correspondiente en una relacion molar de 1:9 (plasmido: inserto), se mezclo con el buffer

10X de la ligasa y la ligasa T4 de Roche y se incub6 a 16 °C por 16 horas.

Transformacioén: Transcurrido el tiempo se agregaron 100 uL de células competentes
(E.coli XL1-blue), y la mezcla se colocé en hielo por 30 minutos. Posteriormente se dio un
choque térmico a 42 °C durante 30 segundos, inmediatamente se agregaron 200 uL de
medio SOC y se incubd a 37 °C por una hora. Posteriormente, las células transformadas
se sembraron en cajas Petri con medio LB con agar y 100 yL/mL de ampicilina y se

incubo toda la noche a 37 °C.

Analisis de clonas: Se seleccionaron clonas al azar e inocularon en 3 mL de medio LB
liquido con ampicilina (80 ug/mL) a 37 °C con agitacion a 200 rpm durante toda la noche.
Se aislé el plasmido utilizando el Kit comercial High Pure Plasmid (ROCHE). Una vez
purificados los plasmidos se les analizé con enzimas de restriccion, y los plasmidos (que
liberaron un fragmento del tamano esperado) se mandaron a secuenciar en la Unidad de
Sintesis del Instituto de Biotecnologia.

De las clonas de XL1-blue con el plasmido recombinante (pQE30-SMDtick o pMelBacA-

SMDtick) se almacenaron en medio LBy glicerol al 50% a -80 °C.
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5.2.4. Analisis de las secuencias.

Las secuencias nucleotidicas de todas las construcciones fueron analizadas utilizando el
programa 4Peaks® 1.7. Para la traduccion de las secuencias se uso el programa Gene

Construction Kit, y las secuencias fueron alineadas con el programa ClustalX 2.1.

5.2.5. Electroforesis.

DNA: Se utilizaron geles de agarosa al 1% con bromuro de etidio (0.5 g¢/mL). El buffer de
corrida fue TAE 1X (Apéndice A). Las camaras usadas fueron Mini-Sub® Cell GT (Bio-Rad).
El buffer de carga para las muestras fue el loading buffer 10x. Los marcadores de peso
molecular fueron 2- Log DNA Ladder de BioLabs. La corrida se llevo a un voltaje constante

de 100 volts constante.

Proteinas (SDS-PAGE): El equipo utilizado para este método fue el Mini-Protean Il (Bio-
Rad). La separacion de proteinas se realizd en geles de poliacrilamida al 12% en
condiciones reductoras (2-mercaptoetanol a una concentracion final de 2.5%). Los
marcadores de peso molecular fueron de Biolabs, Inc. Todas las muestras, incluyendo al
marcador de peso molecular, se desnaturalizaron en bano maria con agua hirviendo
durante 5 minutos. La corrida se llevé a cabo a voltaje constante (80 mV para el gel
concentrador y 120 mV para el gel espaciador). La tincion para cada gel fue con azul
Brillante de Coomasie R-250 durante una hora y se destind durante una hora con

solucion de distinciéon; agitacion constante.

5.2.6. Western Blot.

Las proteinas que se separaron por medio de un SDS-PAGE, se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (0.45 uM HATF, Millipore) utilizando una camara semi-
hdmeda HEP-1 (OWL) con corriente constante 400 mA, por una hora con buffer de

transferencia. La membrana se bloqued con una solucion al 5% de leche (Svelty) en TBST
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1X, por 2 horas en agijtacion constante, posteriormente se lavé 3 veces con TBST 1X (10
minutos cada lavado). Después, se incub6 con el anticuerpo primario durante una hora,
transcurriendo el tiempo se realizaron 3 lavados como anteriormente se describid. Se
incubd el anticuerpo secundario durante 1 hora, y nuevamente se realizaron 3 lavados
con TBST 1X. Para revelar se utilizaron los reactivos comerciales BCIP/NBT o TMB (para

fosfatasa alcalina o peroxidasa respectivamente).

5.2.7. Obtencion de los Baculovirus recombinantes.

5.2.7.1. Cotransfeccion en células de insecto.

Para producir baculovirus recombinantes, fue necesario clonar la cadena codificante de
la SMDtick en el vector de transferencia pMelBacA. El vector de transferencia
recombinante (pMelBacA-SMDtick) junto con el ADN viral Bac-N-Blue, se cotransfectan en
células de insecto, y la recombinacion homodloga restaura el ADN viral, ademas de
integrar la secuencia de interés (SMDtick) en los baculovirus recombinantes. Otra de las
ventajas de este sistema es que posee un gen reportero lacZ, lo que facilita la seleccion

de virus recombinantes mediante color azul (Figura 10).

DNA linearizado Bac-N-Blue™
Bsu36él Bsu36l

=

pMelBacA-SMDtick
————CT. l <

Recombinacién homdloga

DNA Baculovirus recombinante

e GORESOSSSN D Lacz g SwDtick . o IOREISI0N

Figura 10. Representacion grafica de la recombinacion homéloga del vector pMelBacA-SMDtick y del ADN

viral Bac-N-Blue, en células de insecto.
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Para todo el proceso de cotransfeccion (Figura 11), se sembraron microplacas multipozo
(6 pozos de 35 mm, Nunc) con células Sf9 en crecimiento exponencial con una viabilidad
mayor al 95%, a una concentracion de 2x106 células/pozo en medio TNMFH. La
microplaca se incub6 durante 1 hora a 27 °C para permitir que las células formaran una
monocapa. Antes de que terminara la hora, se realizaron las siguientes mezclas:

Mezcla de DNA: En el tubo donde se encontraba el DNA viral se le agregd 1 mL de medio
Grace 's Insect Cell Culture, y 4 ug del vector pMelBacA-SMDtick.

Mezcla de Cellfectin®: Se mezclé 30 uL de Cellfectin y 250 yL de medio Grace s Insect

Cell Culture, y se incub6 por 30 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, se unieron las mezclas anteriores (Mezcla de infeccion), mientras tanto
se removid el medio de las microplacas, y se lavaron dos veces con 2 mL de medio
Grace ’s Insect Cell Culture. Tras la eliminacion del medio, se le agregaron a las células la
mezcla de infeccion, se incub6 a 27 °C por 4 horas. Transcurrido ese tiempo, se
anadieron 2 mL de medio TNMFH a cada pozo, y la incubaciéon continu6é durante 3 dias a
27 °C. Después de la incubacion, se recuperaron los sobrenadantes, los que se

designaron como 1¢r stock viral y se almacenaron a 4 °C.

MelBacA-SMDtick DNA linearizado Bac-N-Blue™
Ori Ampicilina EE—

Cotransfeccion

Células de insecto

Aislamiento por
plaqueo

Amplificacion viral

\

Figura 11. Representacion grafica para la obtencion de baculovirus recombinantes.
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5.2.7.2. Ensayo en placa para el aislamiento de placas virales.

Se cultivaron células Sf9 en medio TNM-FH al 10% de SFT y 0.5% pluronic F-68 y una vez
que llegaron a una viabilidad mayor del 97% fueron re-sembradas en placas de cultivo de
6 pozos de fondo plano a una densidad celular de 2x10° células/pozo en 3 mL totales. Se
incubaron a temperatura ambiente por 30 minutos para permitir su correcta adhesion al
fondo del pozo, posteriormente el medio de cultivo fue eliminado por aspiracion,
enseguida se agregaron 800 L de diluciones seriadas (10-1- a 106) del 1¢r stock viral, las
cuales se realizaron con medio de cultivo TNM-FH al 10% SFT. Las placas de cultivo se
sellaron e incubaron durante 3 h a temperatura ambiente y en la oscuridad. Nuevamente
se elimin6 el medio de cultivo por aspiracion y se adicionaron 3 mL/pozo de agarosa de
bajo punto de fusion (un volumen de agarosa de bajo punto de fusion al 3% + 0.8
volumenes de TNM-FH 2X + 0.2 volumenes de 20% SFT + 300 yg/mL de X-gal). Luego las
placas fueron incubadas durante 9 dias a 27 °C, y las placas virales recombinantes se
contaron a simple vista en un transiluminador.

Para aislar y preservar las placas virales obtenidas como resultado de los ensayos en
placa, se extrajeron las placas azules del medio con agarosa con ayuda de una pipeta
Pasteur. El tapon de agarosa fue dispersado en 200 yL de medio de cultivo SfO00-II al

0.5% de SFT y fue almacenado a 4 °C hasta su uso.

5.2.7.3. Amplificacion de las placas virales.

Para la primera amplificacion de las placas virales se utilizaron células Sf9, cultivadas en
medio SfO00-II sin suero y con una viabilidad superior al 97%. Se incubaron placas de
cultivo de 6 pozos con una concentracion de 1x106 células/pozo en 2 mL totales, a 27 °C
por una hora. Se elimind el medio de cultivo, y los pozos fueron infectados con 100 uL de
las placas virales clonadas y se incub6 1 hora en agitacion, transcurrido el tiempo se
anadié 1.9 mL de medio SfO00-II por pozo y se dejaron incubando 4 dias a 27 °C. El
sobrenadante de este cultivo fue recolectado y guardado a 4 °C con 0.5% SFT para

garantizar una mayor integridad de los virus (Pase 1).
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Para producir abastos virales, se inocularon matraces de 250 mL con células Sf9
(0.5x106 células/mL) en 60 mL de medio Sf900-II, con 100 uL del Pase 1. La infeccion se
mantuvo por 4 dias a 27 °C en agitacion constante (90 rpm). Transcurrido el tiempo, el
cultivo se centrifugd a 1000 g durante 5 minutos. El sobrenadante fue almacenado a 4
°C con 0.5% SFT (Pase 2).

5.2.7.4. Aislamiento y analisis del ADN de los baculovirus recombinantes

Del Pase 2, se recolectd 1 mL y se anadié 1 mL de 20% de polietilenglicol en NaCl 1 M, se
incubd toda la noche a 4 °C. Transcurrido el tiempo, la muestra se centrifugd a 14000
rom por 10 minutos, y el pellet fue resuspendido en 100 uL de agua tetradestilada,
después se le anadid 10 pL de proteinasa K (5 mg/mL) y se incubd a 50 °C por 1 hora.
Posteriormente, a la muestra se le agregd un volumen de fenol-cloroformo, se agitd
vigorosamente y se centrifugd a 10000 rpm por 5 minutos. Se recuperd la fase acuosa, y
se agregb un décimo del volumen de la solucidon para precipitar el ADN (acetato de sodio
3 M + 5 uL de glucdégeno + 2 volumenes de etanol frio al 70%), la mezcla se incubd a -20
°C por 2 horas, posteriormente se centrifugd a 10000 rpm por 5 minutos a 4 °C. El pellet
se lavo tres veces con etanol al 70%, y para finalizar el DNA se resuspendio en 20 uL de

agua tetradestilada y se guardo a -20 °C para su analisis.

Utilizando la técnica de PCR, se amplifico la secuencia que codifica para la SMDtick a
partir del ADN de los baculovirus recombinantes. Se utilizaron los primers FwdPolh y

RevPolh, que hibridan en los extremos del gen de la poliedrina.

5.2.8. Expresion de la esfingomielinasa D.

5.2.8.1. Expresion en células de insecto.

Los abastos virales que se almacenaron a 4 °C (apartado 5.2.6.3.) se evaluaron mediante

un western blot para elegir el mejor baculovirus recombinante productor de SMDtick. Para
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esto fue necesario recolectar una alicuota de cada abasto viral y fue tratada para ser
separada en un gel SDS-PAGE, y posteriormente transferidas a una membrana de

nitrocelulosa.

Una vez que se obtuvo la mejor clona sobreproductora, se infectaron células de insecto
H5 variando los parametros de multiplicidad de infeccion. Los sobrenadantes de cultivo

fueron recolectados a las 24, 48 ,72 y 96 horas post-infeccion.

Todos los ensayos de infeccion se realizaron en 60 mL de medio SF900-Il o de Express
Five, a una densidad de 1x106 células/mL a 27 °C y agitacion de 90 rpm. Para
determinar la viabilidad y la densidad celular fue necesario tomar alicuotas de los cultivos
infectados, y las células fueron contadas mediante un hematocitometro, utilizando una

solucion de Azul de Tripano al 0.04% que tine las células no viables.

Para observar la expresion de la proteina recombinante en el medio de cultivo se realiz6
una separacion electroforética SDS-PAGE, posteriormente se transfirieron a membranas

de nitrocelulosa para realizar el inmuno-reconocimiento.

5.2.8.2. Expresién en E. coli.

De las clonas que se almacenaron a -80 °C (apartado 5.2.3), se utilizaron para obtener la
clona sobreproductora de SMDtick. Las condiciones de expresion fueron las siguientes, 3
mL de medio LB con ampicilina (80 pug/mL), inducidos con 1 mM de IPTG durante toda la
noche a 30 °C con agitacion de 200 rpm. Para evaluar la expresion de SMDtick se realizé
una electroforesis SDS-PAGE. Posteriormente se extrajo plasmido de la clona
sobreproductora, y se utiliz6 para transformar células E. coli Origami DE3. Se utilizaron los
mismos criterios antes mencionados para obtener una clona sobreproductora en E. coli
Origami DE3. Una vez seleccionada la clona sobreproductora en E. coli Origami DE3 con
el vector pQE30-SMDtick, se colocd un pre-inéculo en un matraz con 50 mL de medio LB

con ampicilina (80 pug/mL) a 37 °C con agitacion 200 rpm por toda la noche. Se inoculd,
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con 10 mL del pre-indéculo un matraz con 500 mL de medio LB y ampicilina (80 pug/mL), y
se dej6 crecer a 37 °C con agitacion 200 rpm hasta alcanzar una ODeoo de 0.6.
Posteriormente se indujo la expresion de la proteina SMDtick con 0.1 mM IPTG a 16 °C
con 200 rpm durante 16 horas. Para observar la expresion de la proteina recombinante
se utilizd SDS-PAGE.

5.2.9. Purificacion de la esfingomielinasa D recombinante.

5.2.9.1. Purificacion en células de insecto.

De los ensayos de infeccion que se mencionaron anteriormente, se aislo el sobrenadante
a las 72 h por centrifugacion a 3,500 rpm durante 20 min. Posteriormente el
sobrenadante fue dializado con diferentes soluciones buffer, terminada la dialisis se
centrifugd a 10,000 rpm durante 10 minutos, y muestras del pellet como el sobrenadante
fueron analizadas mediante electroforesis SDS-PAGE y posteriormente se transfirieron a

membranas de nitrocelulosa para realizar ensayos de Western blot.

5.2.9.2. Purificacion en E. coli.

Lisis celular: El cultivo de 500 mL, se centrifugd a 8000 rpm por 20 min a 4 °C. El pellet
se resuspendidé en 4 mL de BugBuster (Novagen), se adicionaron 4 pyL de Benzonaza 25
KU/ul (Novagen), y se adicionaron 13 uL de lisozima 30 KU/uL (Novagen); la mezcla se
incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente, con agitacion suave. Posteriormente

se centrifugd por 25 min a 13,000 rpm a 4 °C. Se colect6 el sobrenadante y el pellet.

Purificacion de los cuerpos de inclusion: El pellet que contiene los cuerpos de inclusion,
se resuspendié en 4 mL de BugBuster mas 26 pL de lisozima (concentracion final 1
KU/uL), se incub6 por 10 minutos en agitacion suave en un Nutator. Posteriormente, a
los cuerpos de inclusion se les agregd 6 volimenes de BugBuster diluido 1:10, se

centrifugd a 5,000 g por 15 minutos a 4 °C. Los cuerpos de inclusion se recuperaron,
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posteriormente se adicioné un volumen del BugBuster diluido 1:10 y se centrifugd a

5000 g por 15 minutos a 4 °C (este paso se repitio tres veces).

Obtencion de proteina soluble a partir de cuerpos de inclusion: Los cuerpos de inclusion
se resuspendieron en el siguiente buffer (40 mM de Tris-HCl con 0.2% de N-
Laurilsarcosina pH 8) en una proporcion de 1:40, se incubé por 24 horas a 20 °C con
agitacion suave. Después se centrifugd a 13000 rpm por 15 minutos a 4 °C,
posteriormente se colectd el sobrenadante y se mantuvo a temperatura ambiente para su

purificacion.

Purificacion de SMDtick por Ni-NTA: La purificacion se realizd con 2 mL de resina Niquel-
nitriloacético (Ni-NTA Novagen) empacada en una columna. Se equilibré con 20 mL de
PBS 1X. El sobrenadante se pas6 a través de la columna y se recirculd a flujo muy lento.
Posteriormente la columna se lavo con PBS 1X, hasta que se dejoé de detectar proteinas
en el eluente. Se realizd un segundo lavado con PBS 1X con 25 mM de Imidazol para
eliminar proteinas que se hubieran pegado a la columna inespecificamente, y se eluyd
con PBS 1X con 250 mM de Imidazol, y se colectaron fracciones de 1 mL hasta que no se

detectaron proteinas en el eluente.

Las fracciones eluidas con 250 mM que contenian proteina se dializaron contra 10
volimenes de buffer PBS 1X, utilizando una membrana de dialisis de celulosa con un
corte de 10,000 Da (Spectra-Por); se hicieron tres cambios de buffer cada 2 horas. Las

muestras se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

5.2.10. Caracterizacion de la esfingomielinasa D.

5.2.10.1. Cuantificacion de la esfingomielinasa D.

Para determinar la concentracion de la proteina recombinante se utilizé el kit Micro BCA

Protein Assay Reagent (PIERCE). Este método consiste en que el acido bicinconinico (BCA)

29



Materiales y métodos

en su forma sal de sodio es un reactivo estable, sensible y muy especifico que reacciona
con el ion cuproso (Cu*l). La presencia de enlaces peptidicos y la contribucion de las
cadenas laterales de algunos aminoacidos (como cisteina, triptofano y tirosina) son
responsables de la reaccion colorimétrica, es decir, la proteina reacciona con el ion
cuprico (Cu*2) en un medio alcalino produciendo iones cuprosos (Cu*l) lo cual se

manifiesta con la aparicion de color pudrpura. (Smith, et al.,1985).

Se realizd una curva estandar con alblmina sérica bovina (BSA) a concentraciones de 20,
40, 80, 160 y 320 ug/ml. La concentracion de la proteina a evaluar debe de quedar
dentro de las utilizadas en la curva estandar. Como control negativo se usé el buffer de
carga (PBS 1X). Todas las cuantificaciones se hicieron por triplicado y se leyeron a 570
nm en un lector de ELISA (Modelo Bio-Rad 550).

5.2.10.2. Medicion de la actividad enzimatica de la esfingomielinasa D.

El método Amplex™ Red Sphingomyelinase Assay kit (Molecular Probes) permite medir la
actividad de la Esfingomielinasa D, mediante una cascada de tres reacciones (Apéndice
D). La primera consiste en la hidrélisis de la esfingomielina en colina y fosfoceramida;
posteriormente, la colina oxidasa (ChOx) oxida a la colina, generando betaina y peréxido
de hidrégeno. Finalmente, el perdxido reacciona con el reactivo de Amplex red (10-acetil-
3,7-dihidroxifenoxazina) en presencia de la peroxidasa (HRP) y genera un compuesto

colorido conocido como resorufina.

La preparacion de los reactivos se llevd a cabo de acuerdo a las recomendaciones del
proveedor (Molecular Probes). El ensayo se llevo a cabo en placas (Falcon) de 96 pozos.
La actividad enzimatica de la SMDtick se determind haciendo 7 diluciones seriadas
partiendo de 40 ng de la SMDtick en un volumen de 100 pL/pozo. Como diluyente se
empled el buffer (100 mM Tris-HCI pH 7.5 + 4 mg/mL de BSA + 0.5 mM MgClo) y la

incubacioén fue de 30 minutos a 37 °C.
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Posteriormente, se agregaron 100 ulL/pozo del sustrato (Tabla 5) y la placa se incubd
durante una hora a 37 °C; se determiné la absorbancia a 570 nm en el lector de placas
cada 10 minutos. Como control negativo se uso el buffer de reaccion, mientras que el
control positivo se utilizd6 la SMD de L. boneti. Todas las graficas se hicieron con el
programa (GraphPad Prism) y los calculos con el programa Excel (Microsoft office 2013).
En este ensayo se define Unidad (U), como la conversion de 1 umol de sustrato por

minuto.

Tabla 5. Componentes y proporciones de la mezcla de reaccion.

Reactivos Cantidad en 100 pL (proporcion)
Agua destilada 60 pL (3/5)
Buffer Tris-HCI 5X 20 pL (1/5)
SM (5 mM) 10 pL (1/10)
ChOx (20 U/mL) 8 puL (1/12.5)
HRP (200 U/mL) 1 uL (1/100)
ADHP (10 mM) 1 uL (1/100)

5.2.10.3. Valoracion de la dosis letal media en ratones.

La DLso esta definida como la cantidad de toxina que es capaz de matar a la mitad de
una poblacion. Para determinarla, se utilizaron grupos de cuatro ratones CD1 (18-20g) y
se les administraron, por via intraperitoneal, distintas cantidades de proteina SMDtick
recombinante. Después de 72 horas post-inoculacion se tomaron las lecturas de
mortalidad. Las DL50 se calcularon de la grafica sigmoidal resultante de graficar el
logaritmo de la dosis contra el porcentaje de mortalidad, mediante el programa GraphPad
Prism (Version 2; GraphPad Software, Inc, San Diego, CA). El punto de inflexion (LD50) se
calculo ajustando los datos experimentales para cada muestra por regresion no-lineal de

las curvas sigmoides.
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5.2.10.4. Dermonecrosis en conejos.

La actividad dermonecrética se evalud en conejos y se determindé como la describid
Furlanetto (Furlanetto et al., 1962). En el lomo de un conejo New Zeland White
previamente rasurado, se le inyectd de manera subcutanea 100 pg de SMDtick
recombinante. Como control negativo se usé PBS 1X, y como control positivo se usé 2 ug
de rSMD de L. boneti. El area minima necr6tica se definiéd como el area de necrosis que

cubra 1 cm2. La necrosis de la piel se registrd a las 72 horas post-inyeccion.

5.2.10.5. Inmunizacioén de conejos.

Se inmunizé un conejo con la proteina recombinante SMDtick que se obtuvo en E. coli. El

esquema de inmunizacién se muestra a continuacion:

Tabla 6. Esquema de inmunizacion de la proteina recombinante SMDtick en conejos. CF=Completo de

Freud. IF=Incompleto de Freud. Alum=Alimina.

Inmunizacién Dosis (ug) Adyuvante
1 20 CF
2 40 IF
3 80 Alum
4 100 IF
5 200 Alum
6 300 IF
7 300 Alum
8 300 IF

Cada inmunizacion fue espaciada por 10 dias. A la quinta inmunizacion se extrajo 1 mL
de sangre, para monitorear titulos de anticuerpos por ELISA. A partir de esa inmunizacion

hasta la octava se procedid de la misma manera. Diez dias después de la octava
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inmunizacion, los conejos se sangraron a blanco y se extrajo el suero crudo y se

almacen6 a -20 °C hasta su uso.

5.2.10.6. Medicion de titulos por ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay).

La titulacion de los anticuerpos del suero se llevé a cabo por ELISAS. La técnica se basa
en la interaccion antigeno-anticuerpo. La interaccion es detectada por un conjugado,
compuesto de un anticuerpo unido covalentemente a una enzima que genera una senal
colorida (Roitt, 2001). Los titulos se definieron como el inverso de la diluciéon del suero
hiperinmune del punto medio de la curva sigmoide generada al graficar el logaritmo de la

dilucion versus los valores de absorbancia.

Se sensibilizaron placas de 96 pozos para ELISA (NUNC™ Brand products) con 5 pg/mL
de SMDtick, el diluyente fue con 100 mM carbonato/bicarbonato pH 9.5. A cada pozo se
colocaron 100 uL hasta la columna 11, en el carril 12 fue el control negativo. La placa se
incub6 toda la noche a 4 °C. La placa se lavo tres veces con 200 uL de solucion de
lavado. Este proceso se repitid entre cada paso a lo largo de todo el protocolo.
Posteriormente se colocaron 200 uL de la solucion de bloqueo, durante dos horas a 37
°C. Se hicieron diluciones seriadas de los sueros, comenzando con 1:30 en buffer de
reaccion. En cada pozo se adicionaron 100 uL de la solucion de reaccion y se mezclaron
con 50 uL/pozo de la dilucion del suero en la columna 1, para proceder a las diluciones
seriadas hasta la columna 10 dejando la 11y 12 como controles. Se incubd por una hora
a 37 °C. Después se incub6 el segundo anticuerpo anti-conejo conjugado a la enzima
peroxidasa diluido 1:1000 en buffer de reaccion, colocando 100 ulL/pozo. Se incubd una
hora a 37 °C. La reaccion se reveld con 100 pyL/pozo de sustrato ABTS (Boehringer),
incubandose por 10 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de
reaccion, se detuvo con 20 uyL de SDS 10% y se procedid a leer la placa en un lector de
ELISA (modelo BIO-RAD 550) a 405 nm. Para determinar los titulos de las lecturas
obtenidas, las curvas sigmoideas se generaron con el programa GraphPad Prism (Version
2; GraphPad Software, Inc. San Diego, CA).
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6. Resultados y discusion.

6.1. Expresion de la Esfingomielinasa D en células de insecto.

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

capside de rotavirus humano (Mena et al., 2006), entre otras.

El uso de este sistema de expresion tiene numerosas ventajas: no son patogénicos para
plantas ni mamiferos (Ignoffo, 1975) y la manipulacion de células de insecto no requiere
cuidados especiales ya que no son transformadas por virus patogénicos o infecciosos y
crecen facilmente en cultivos en suspension, facilitando asi la produccion de grandes
cantidades de proteinas recombinantes, ya que existen reportes de proteinas con
rendimientos de hasta 1 g de proteina por 10° células infectadas (Gruenwald y Heitz,
1993).

Tomando en consideracion lo antes mencionado, y que Alarcon y colaboradores (2009)
reportaron la expresion de la esfingomielinasa D recombinante de Ixodes scapularis
utilizando el sistema de células de insecto-baculovirus, decidimos utilizar este mismo

sistema para expresar la esfingomielinasa D recombinante de Rhipicephalus microplus.

Para la expresion de la proteina SMDtick, se empled el sistema basado en la
cotransfeccion de un ADN viral linealizado y un vector de transferencia conteniendo la
secuencia de interés (Kitts y Possee, 1993). Este tipo de plataforma nos permite obtener

una alta proporcion de baculovirus recombinantes mediante recombinacion homdloga.
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6.1.1. Clonacién de la cadena codificante de la Esfingomielinasa D de R. microplus en el

vector pMelBacA.

El vector de transferencia que se utilizd fue el pMelBacA ya que tiene una secuencia que
codifica para el péptido senal de la melitina, que permite secretar la proteina
recombinante. La estrategia para subclonar la cadena codificante de la SMDtick en el
vector pMelBac A, consistié en utilizar los oligonucle6tidos Bam HI Fw y Hind Ill + H Ry;
este Gltimo oligonucleo6tido agrega una secuencia que codifican para 6 histidinas, para la
recuperacion de la proteina recombinante por afinidad a niquel. En la Figura 12, se

muestra el producto amplificado por PCR a partir del plasmido pCR2.1-TOPO-SMDtick.

M 1

1000 pp=—— «——3894 pb

500 pb ——

Figura 12. Gel de agarosa al 1%. Producto Amplificado por PCR con sitios de restriccion Bam Hl 'y Hind Il
Pb= Pares de bases. M=Marcadores de peso molecular. 1= Producto que contiene el gen SMDtick + sitios

de restriccion + secuencia que codifica para etiqueta de Histidinas (894 pb).

El producto amplificado por PCR se clond en el vector pCR2.1-TOPO como se menciona en
Materiales y Métodos. De las clonas, se obtuvo plasmido y se digirié con las enzimas Bam
Hl y Hind lll, y de los que liberaron insertos de 894 pb; se mandaron a secuenciar para
verificar si se agregaron correctamente los sitios de restriccion y la secuencia que codifica
para la etiqueta de histidinas, ademas de verificar que no existiera alguna modificacion

en el marco de lectura de la secuencia.
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Una vez que se obtuvieron los resultados de la secuenciacion, se prosiguié a purificar

mas plasmido de la clona que mostré una secuencia correcta. Posteriormente se liber6 el

fragmento de interés, y se cloné en el vector pMelBacA. Se secuenciaron los plasmidos de

varias clonas que pudieran contener

intacto el

plasmido pMelBacA-SMDtick. A

continuacion se muestra el resultado de la secuenciacion de uno de los plasmidos que se

obtuvieron; el analisis de su secuencia permitid constatar que la secuencia SMDtick se

encuentra en el marco de lectura correcto y en fase con el péptido senal de la melitina,

por lo que, a nivel de secuencia, no existe ningdn impedimento para una correcta

expresion de la proteina recombinante.
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Figura 13. Secuencia de SMDtick. En letras amarillas indica el péptido senal de la melitina. En letras negras

los sitios de corte de las enzimas de restriccion Bam HI y Hind lll. En letras rojas indica la secuencia

codificante de SMDtick. En letras azules la etiqueta de histidinas.
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6.1.2. Generacion y analisis de los baculovirus recombinantes.

El plasmido pMelBacA-SMDtick se utilizd para cotransfectar células de insecto Sf9, con el
ADN viral linealizado Bac-N-Blue. Una vez que se realiz6 la cotransfeccion, fue necesario
detectar los baculovirus recombinantes, mediante un ensayo en placa. Las células Sf9
fueron infectadas con los sobrenadantes de las cotransfecciones con las siguientes
diluciones 101y 102. A partir de este experimento se aislaron 17 placas virales. Las
células infectadas dieron de color azul debido a la hidrdlisis del sustrato X-gal por la
enzima B-galactosidasa, la cual se expresa en células infectadas por los baculovirus
recombinantes; ademas poseen un diametro mayor y superficie irregular, cuando se

compara con las células no infectadas (Figura 14).

lacas virales

Figura 14. Resultado del ensayo en placa con la infeccion del sobrenadante de la cotransfeccion.

A las 17 placas virales se les realiz6 una amplificacion (Pase 1), para poder elegir el virus
sobreproductor de la SMDtick. Sin embargo, los resultados fueron negativos por Western
blot, ya que no se encontrd expresion de la SMDtick (ni en medio de cultivo, ni en células
infectadas), por lo que se decidid realizar una segunda amplificacion (Pase 2);
nuevamente se realizd un Western blot, y pudo constatarse que la infeccion con el
baculovirus recombinante 17 mostré produccion de la SMDtick. Se procedié a su

titulacion en un ensayo en placa con el resultado siguiente (Tabla7):
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Tabla 7. Titulacion del PASE 2 del baculovirus 17.
SN 2da Amplificacion Pfu/mL
Virus 17 7.6x106

Pfu (Unidad formadora de placa) = Nimero de particulas capaces de formar placas por unidad de volumen.

El titulo obtenido del Pase 2 del baculovirus 17, se encuentra muy cercano al rango
esperado y reportado por otros grupos de trabajo (>107 pfu/mL) (Rodriguez, 2008). Para
detectar la presencia de la cadena codificante de la Esfingomielinasa D de R. microplus
en el genoma del baculovirus recombinante 17, se realizaron PCRs utilizando los
oligonucledtidos FwdPolh y RevPolh, que hibridan en los extremos del gen de la
poliedrina. Como control positivo se utilizaron los oligonucleétidos que hibridan en la
secuencia codificante SMDtick (datos no mostrados). Como resultado de ambos PCRs, se
pudo detectar que la placa viral 17 posee la secuencia de interés, ya que en el primer
PCR, se observé una banda de 1200 pb (Figura 15), que corresponde a la secuencia
SMDtick fusionada con el péptido senal de la melitina. Ademas este producto de PCR fue
clonado en el vector de secuenciacion pCR2.1-TOPO, y el analisis de su secuencia
permitid constatar que la secuencia SMDtick se encuentra en el marco de lectura

correcto en el genoma viral.

1000 pb =— «—— 1165pb
500 pb —

Figura 15. Gel de agarosa al 1%. Productos Amplificados por PCR a partir del DNA del baculovirus
recombinante 17. Pb= Pares de bases. M=Marcadores de peso molecular. 1= Producto que corresponde el

péptido senal de la melitina fusionado con SMDtick (cerca de 1200 pb).
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Tomando en cuenta estos resultados, decidimos estudiar la expresion de la SMDtick a

partir de la infeccion de células de insecto H5 con la placa viral 17.

6.1.3. Expresion de la SMDtick recombinante.

Para optimizar la expresion de la proteina recombinante utilizamos la linea celular H5, ya
gue se ha reportado que expresa veinte veces mas proteina recombinante que las lineas
celulares Sf9 o Sf21 (Davis et al., 1993; Rhiel et al., 1997). Otro de los parametros que
se tomd en cuenta fue las multiplicidades de infeccion (MOI), ya que la infeccion de los
virus en un cultivo celular es un evento probabilistico que sigue la distribucion de Poisson
(Palomares, 1999). Ademas, las infecciones se realizaron en cultivos que se encontraban
en fase exponencial de crecimiento, ya que se ha demostrado que cuando las células se
infectan en esta fase, la produccion de virus y de proteina recombinante es mayor
(Kioukia et al., 1995, Philipps et al., 2005).

Se realiz6 un estudio de la expresion de la SMDtick; para ello sembramos 2 matraces con
células de insecto H5 en medio de cultivo SFO00-II y se infectaron con el PASE 2 del
baculovirus recombinante 17, a una multiplicidad de infeccion de 0.1y 1 virus por célula.
Se tomaron alicuotas a las 24, 48, 72 y 96 horas post-infeccion y se les determiné la
densidad y viabilidad celular (Figura 16). Se vio la expresion de SMDtick recombinante
mediante Western Blot en los sobrenadantes centrifugados. Se utilizd6 como control
positivo la SMDtick proveniente de cuerpos de inclusion expresados en E. coli y como

control negativo sobrenadante de células H5 sin infectar.

Como se observa en ambas condiciones (Figura 17), a las 72 horas se alcanzd la maxima
expresion de la SMDtick recombinante. Este resultado concuerda con lo reportado
cuando se expresan proteinas recombinantes en células de insecto bajo el promotor de la
poliedrina en los que la maxima expresion ocurre entre las 48-72 horas post-infeccion
(O Reilly et al., 1994).
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Figura 16. Representacion de la densidad y viabilidad celular de los cultivos infectados. En azul se
muestran las células de insecto H5 infectadas a una MOI de 0.1 y en rojo, las células infectadas a una MOI
de 1. Los porcentajes representan la viabilidad de las células infectadas.

A) B)

KDa v 1 2 3 4 5 6
Kba v 1 2 3 4 5 &

Figura 17. Western blot que muestra la cinética de expresién de SMDtick recombinante. A) Expresién de la
SMDtick recombinante con una MOI de 1. B) Expresion de la SMDtick recombinante con una MOI de 0.1.
M= Marcadores de peso molecular. 1= Control positivo SMDtick de cuerpos de inclusion bacterianos. 2=
Sobrenadante de células no infectadas. 3= Sobrenadante de células infectadas a 24 h. 4= Sobrenadante
de células infectadas a 48 h. 5= Sobrenadante de células infectadas a 72 h. 6= Sobrenadante de células
infectadas a 96 h. Primer anticuerpo: policlonales de conejo anti-SMDtick (1:1000); segundo anticuerpo:

anti-lgG de conejo de ratén acoplado a fosfatasa alcalina (1:2000).
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6.1.4. Purificacion SMDtick recombinante.

Una vez que se determinaron las condiciones 6ptimas para la expresion de la proteina
SMDtick (células H5 a una densidad celular de 1x106 células/mL e infectarlas con la

placa viral 17 a una la MOI de 0.1 pfu/célula), se procedi6 a su purificacion.

Los sobrenadantes de cultivo, se colectaron 72 h postinfeccion. Un primer intento de
purificacion, consistio en pasar directamente el sobrenadante de cultivo a la columna de
afinidad a niquel, sin embargo, los resultados fueron negativos, ya que la SMDtick no se
unié al niquel (no se muestran los resultados). Una de las explicaciones de este
comportamiento pudiera ser la estructura tridimensional de la proteina recombinante que
oculte la etiqueta de histidinas que se encuentra en el carboxilo terminal. Otra de las
explicaciones pudiera ser la posible competencia por la union al niquel, por uno o varios
componentes encontrados en el medio de cultivo. Se sabe que uno de los componentes
fundamentales de medio de cultivo SFOQOO0-II SFM, el extracto de levadura, es una mezcla
no definida de aminoacidos, péptidos, vitaminas, minerales y carbohidratos (Sommer,
1996). Esta mezcla pudiera interferir con la purificacion de SMDtick. Por lo anterior, fue
necesario dializar el sobrenadante de cultivo para eliminar las posibles interferencias

antes de purificar por afinidad a niquel (Alarcon et al., 2009, Peguero 2014).

Para ello se dializé el sobrenadante de cultivo contra PBS 1X. Sin embargo, se presentd
otro inconveniente: la proteina recombinante (SMDtick) se precipitaba al cambiar el
buffer. Por tal motivo, nos dimos a la tarea de utilizar diferentes soluciones buffer para
determinar en qué solucion la SMDtick recombinante se mantenia soluble. El
sobrenadante y el precipitado que se originé después de la dialisis fueron analizadas por
ensayos de Western Blot (Figura 18). Como resultado de la dialisis, se determiné que la

SMDtick recombinante se precipitaba sin importar la solucion buffer que se utilizara.
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Figura 18. Precipitados después de la dialisis. M = Marcadores de peso molecular. 1= Control positivo
SMDtick de cuerpos de inclusion. 2= Sobrenadante dializado con buffer PBS 1X pH 7.5. 3= Precipitado
obtenido con PBS 1X pH 7.5. 4= Sobrenadante dializado con buffer 100 mM Tris-HCI con 200 mM NaCl pH
7.5. 5= Precipitado obtenido con buffer 100 mM Tris-HCI con 200 mM NaCl pH 7.5. 6= Sobrenadante
dializado con buffer 100 mM fosfatos con 300 mM NaCl pH 8. 7= Precipitado obtenido con buffer 100 mM
fosfatos con 300 mM NaCl pH 8. 8= Sobrenadante dializado con buffer PBS 1X pH 7.5 con 0.05% Tween-
20. 9= Precipitado obtenido con buffer PBS 1X pH 7.5 con 0.05% Tween-20. Primer anticuerpo: policlonales
de conejo anti-SMDtick (1:1000); segundo anticuerpo: anti-IgG de conejo de ratéon acoplado a fosfatasa
alcalina (1:2000).

Los baculovirus son virus liticos, por tanto producen y liberan proteasas durante el
proceso de infeccion. Las proteasas también pueden producirse por las células de insecto
luego de la infeccion con los baculovirus como una respuesta al estrés celular y pueden
liberarse al medio de cultivo luego de la lisis celular (Ilkonomou et al., 2002). La
protedlisis es un fendmeno que afecta la calidad de la proteina recombinante, por lo que
decidimos adicionar un coctel de inhibidores de proteasas (Complete® de Roche) a los
sobrenadantes de cultivo colectados. La SMDtick continud precipitandose después de la

dialisis.

En conclusion, pudimos expresar la esfingomielinasa D de garrapata en el sistema de
baculovirus; su concentracion en el sobrenadante del cultivo fue baja y no pudo
purificarse pasandola por la columna de niquel. Cuando se dializa el sobrenadante se

forma un precipitado que contiene a la proteina recombinante. Dado estos dos

42



Resultados y discusion

problemas, decidimos continuar con la expresion de la enzima en E. coli que para ese

momento teniamos mayor rendimiento.

6.2. Expresion de la Esfingomielinasa D en E. coli.

Escherichia coli fue el primer huésped utilizado para producir la primer proteina
recombinante. A partir de ese momento se ha convertido en uno de los sistemas de
expresion de proteinas recombinantes mas usado (Terpe 2006). Mediante el uso de este
sistema se han expresado miles de proteinas recombinantes, entre las que se
encuentran inmunoglobulinas, la hormona de crecimiento, citocromo P450 (Better et al.,
1993, Becker and Hsiung, 1986, Kaderbhai et al., 2001), entre otras.

El uso de este sistema de expresion tiene ventajas como la facilidad de manipulacion del
ADN, por la variedad de vectores de clonacion y cepas, el amplio conocimiento en la
fisiologia de la bacteria y porque permite alcanzar densidades celulares elevadas con
medios de cultivo econdmicos, facilitando la produccion de proteinas recombinantes (de
Marco, 2009).

Tomando en consideracion, lo mencionado y que en el laboratorio del Dr. Alagon (Olvera
et al., 2006) reportaron la expresion de la esfingomielinasa D recombinante de varias
especies de aranas del género Loxosceles utilizando el sistema de E. coli, se decidio
utilizar este mismo sistema para expresar la esfingomielinasa D recombinante de

Rhipicephalus microplus.
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6.2.1. Clonacién de la cadena codificante de la Esfingomielinasa D de R. microplus en el
vector pQE30.

El vector de expresion que se utilizd fue el pQE30, ya que solamente agrega 12
aminoacidos extras a la proteina recombinante que corresponden a la etiqueta de 6
histidinas (en el extremo N-terminal), la metionina como inicio de la traduccion, 3
residuos propios del vector y dos residuos que agrega los sitios de restriccion. La
estrategia para subclonar la cadena codificante de la SMDtick en el vector pQE30,
consistié en utilizar los oligonucle6tidos Bam HI Fw y Hind Ill Rv. En la Figura 19, se
muestra el producto amplificado por PCR utilizando como templado el plasmido pCR2.1-
TOPO-SMDtick.

1000 pb =877 pb

500 ph m—p

Figura 19. Gel de agarosa al 1%. Producto amplificado por PCR con sitios de restriccion Bam Hl 'y Hind Il
Pb= Pares de bases. M=Marcadores de peso molecular. 1= Producto que contiene el gen SMDtick + sitios

de restriccion (877 pb).

El producto amplificado por PCR se clon6 en el vector pCR2.1-TOPO. De las clonas se
obtuvieron los plasmidos y digirieron con las enzimas Bam HI y Hind lll. Los que liberaron
el inserto del tamano esperado (877 pb) se secuenciaron para verificar si se agregaron
correctamente los sitios de restriccion, ademas para comprobar que no existiera alguna

modificacion en el marco de lectura de la secuencia.
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Se seleccion6 una clona que mostrd una secuencia correcta y se obtuvo mas plasmido de
la misma. Se liberd el fragmento de interés y cloné en el vector pQE30. De las clonas que
se obtuvieron, se extrajo y se mandd a secuenciar el plasmido pQE30-SMDtick. A
continuacién se muestra el resultado de la secuenciacion de uno de los plasmidos; el
analisis de su secuencia permitié constatar que la secuencia SMDtick se encuentra en el
marco de lectura correcto, por lo que, a nivel de secuencia, no existe ningun impedimento

para una correcta expresion de la proteina recombinante en E. coli.

Bl
CAT CAC CAT CAC CAT CAC GGA TCC GCT TCC ACT GGG CTG CGT CCT TTC TAC GTG TTC GGT CCC ATG
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Figura 20. Resultado de la secuenciacion del vector pQE30-SMDtick. En letras verdes indica etiqueta de
histidinas. En letras negras el sitio de corte de las enzimas de restriccion Bam HI 'y Hind lll. En letras rojas

indica la secuencia codificante de SMDtick.
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6.2.2. Expresion de la SMDtick recombinante.

Luego de realizar la transformacion del vector pQE30-SMDtick en células E. coli XL1BLUE,
se escogieron colonias al azar y se indujeron para elegir la clona que expresara la
proteina de interés (condiciones mencionadas en la seccion de Materiales y Métodos). Se
encontré que todas las clonas seleccionadas producian la proteina de interés, por lo que
se decidi6 extraer plasmido super enrrollado de la clona que presentd mayor produccion
de SMDtick y transformar células E. coli de la cepa Origami DE3 (cepa recomendada para
la obtencion de proteina soluble). Posteriormente se utilizaron los mismos criterios
mencionados anteriormente, para detectar la clona sobreproductora de la proteina de

interés. Se observo que la proteina recombinante se produce en esta cepa (Figura 21).

KDa
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€ 30KDa

Figura 21. Gel SDS-PAGE al 12%. Andlisis de expresion de la SMDtick de las clonas 1 a 7 de E. coli Origami.

M= Marcador de peso molecular.

Se encontro que la SMDtick se localizaba en los cuerpos de inclusion. Se intenté producir
SMDtick soluble, cambiando varios parametros de temperatura, tiempo de induccion,
concentracion del inductor (Peter et al., 2005). Sin embargo, en todas las condiciones la
proteina recombinante se encontrd en los cuerpos de inclusion (resultados no
mostrados). Por tal motivo, se decidio utilizar la metodologia descrita por Peternel y
colaboradores en el 2008, la cual consiste en expresar la proteina en células cultivadas a

bajas temperaturas (16 °C) para favorecer el correcto plegamiento de las proteinas
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recombinantes, a diferencia de lo que ocurre a temperaturas mayores. Los cuerpos de
inclusion que se forman en esas condiciones contienen proteina recombinante bien
plegada; la proteina se puede liberar tratando los cuerpos de inclusion con 0.2% del

detergente N-Lauroylsarcosine.

Las condiciones para obtener SMDtick solubilizada a partir de los cuerpos de inclusion
fueron las siguientes: induccion con 0.1 mM IPTG, a 16 °C durante 16 horas, partiendo de
una ODsoo de 0.6 (Figura 22). El rendimiento de cuerpos de inclusion fue de 61 mg por

litro de cultivo.
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Figura 22. Gel SDS-PAGE al 12%. Expresion de la SMDtick en E. coli Origami. M= Marcador de peso

molecular. 1= Expresion total. 2= Fraccién soluble. 3= Cuerpos de inclusion.

6.2.3. Purificacion de la SMDtick recombinante.

A fin de obtener la proteina recombinante en forma soluble, los cuerpos de inclusion
fueron sometidos a tratamiento con 0.2% de N-Lauroylsarcosine como se menciona en
Materiales y Métodos. Posteriormente se purificé la SMDtick mediante una columna de
afinidad a niquel. La proteina recombinante se dializd y se cuantificé por el método del
BCA con un rendimiento de 3.5 mg/L de cultivo. El analisis por un gel SDS-PAGE al 12%

mostro que la proteina recombinante tenia un alto grado de pureza (Figura 23).

47



Resultados y discusion

KDa M 1 2

175 -

80

58 -

46

20 €—30KDa

——
23
17
7 o

Figura 23. Gel SDS-PAGE al 12%. Purificacién por afinidad a niquel de la SMDtick a partir de cuerpos de

inclusion. M= Marcador de peso molecular. 1= Cuerpos de inclusion lavados. 2= SMDtick purificada.

6.2.4. Caracterizacion de la SMDtick recombinante.

6.2.4.1. Actividad enzimatica.

A la proteina recombinante SMDtick se le determind actividad enzimatica mediante el

método Amplex Red utilizando como sustrato la esfingomielina de huevo, como se

describié en materiales y métodos. La SMDtick resultd ser activa (Figura 24).
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5 0.000005 0.004741 41634 1.13873E-07 | 2.27747E-11 |2.27747E-05 4.55
2.5 0.0000025 0.00186 41634 4.4675E-08 | 8.93501E-12 |8.93501E-06 3.57
1.25 0.00000125 | 0.0008949 41634 2.14945E-08 | 4.29889E-12 (4.29889E-06 3.44
0.625 0.000000625| 0.0004179 41634 1.00375E-08 | 2.00749E-12 |2.00749E-06 3.21

3.69
Figura 24. Ensayo de actividad enzimatica de la SMD de R. microplus utilizando el método Amplex-Red.

Iniciando con 40 ng de SMDtick purificada. Se incubé a 37 °C, y se midié absorbancia a 570 nm cada diez

minutos por una hora.

La actividad especifica de SMDtick es mucho menor comparada con las actividades

especificas reportadas (Olvera et al, 2006) para las SMasas D de Loxosceles (Tabla 8).

Tabla 8. Actividades especificas de las SMasas D recombinantes de Loxosceles y R. microplus.

Proteina Actividad especifica (U/mg)
Lb1C 20.0
LrAN 18.3
LIAN 56.8
LIi2C 228.2
SMDtick 3.69

La menor actividad de la SMDtick contra la esfingomielina de huevo utilizada en el
método de Amplex Red convencional pudiera estar sesgada. Para explotar dicha
posibilidad, se probaron otras esfingomielinas como sustratos (entre paréntesis se indica
el componente acilico mayoritario y el grado de saturacion del mismo): con palmitoilo
(16:0), de eritrocitos (tamanos largos con saturacion variable) y con hexanoil (6:0). En la
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Figura 25 se puede apreciar que solo con la esfingomielina 6:0 la SMDtick mostré una
mayor actividad, pero también fue el caso para la SMD recombinante de L. boneti que se

us6 como control. Los experimentos se realizaron por triplicado.
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Figura 25. Actividad de SMD recombinante de R. microplus sobre diferentes esfingomielinas utilizando el
método Amplex-Red. Se utilizaron 40 ng de SMDtick, y 20 ng de la SMD de L. boneti. Se incubé a 37 °C, y

se midid absorbancia a 570 nm a los 30 minutos.

6.2.4.2. Pruebas toxicolégicas en animales.

La SMDtick recombinante no fue toxica a ratones, inclusive con 166 pg/raton (Tabla 9).
La prueba de dermonecrosis en conejos también mostré que la SMDtick no produjo
necrosis en la piel del conejo, a pesar de que se inyectd 50 veces mas a comparacion del
control positivo (rfSMD de L. boneti). Sin embargo, causé mas inflamacion local en

comparacion del control negativo (PBS) (Figura 26).
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Tabla 9. Dosis letal media (DLso) de las SMasas D recombinantes de Loxosceles y R. microplus.

Proteina DLso (pg/ratén)
Lb1C 4.0
LriN 3.5
LIAN 11.3
LI2C 2.37
SMDtick 166 (No letal)

Figura 26. Fotografia que muestra los efectos en piel de conejo New Zeland White. Las dosis administradas

fueron 100 pg de SMDtick, 2 ug de Lb1C y como control negativo PBS. La fotografia fue tomada 72 horas

post-inyeccion.

No tenemos explicacion alguna sobre la falta de toxicidad de la SMDtick. Pareciera que la
actividad enzimatica no es suficiente para causarla como se habia concluido para la SMD
de la arana Loxosceles. Es muy posible que la SMDtick tenga otro sustrato como blanco

en el organismo, adn no identificado lo que ocasiona la inflamacion.
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6.2.4.3. Produccion de anticuerpos en conejos.

Se inmunizaron dos conejos, uno con proteina soluble y el otro con cuerpos de inclusion
de SMDtick, siguiendo el esquema de inmunizacion descrito en la seccion de Materiales y
Métodos. Los titulos de anticuerpos, contra la proteina soluble absorbida a la placa de
ELISA fueron de 15,960 cuando se usé la forma soluble como inmunégeno y de 4782

cuando se usaron los cuerpos de inclusion (Figura 27).
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Figura 27. Reconocimiento de SMDtick soluble mediante los sueros hiperinmunes (anti-SMDtick soluble y

anti-SMDtick cuerpos de inclusion).

6.2.4.4. Inhibicion de la actividad enzimatica de la SMDtick con suero hiperinmune de

conejo.

Exploramos la capacidad de los anticuerpos producidos para inhibir la actividad
enzimatica de la SMDtick soluble. Para esto se incubaron, a 30 minutos y 37 °C, 200 pg
de inmunoglobulinas anti-SMDtick purificadas de los sueros producidos con SMD soluble
y cuerpos de inclusion (método de precipitacion con acido caprilico), contra la proteina
recombinante soluble (1 pg) y se midié la actividad enzimatica. Como control se usé

SMDtick sin inmunoglobulinas (Figura 28).
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Figura 28. Inhibicion de la actividad enzimatica de rSMDtick soluble por inmunoglobulinas anti-SMDtick

soluble y cuerpos de inclusion (CI).

Los resultados indican que utilizando la SMDtick soluble es mejor inmundgeno, ya que se
encuentran anticuerpos neutralizantes, caso contrario cuando se utilizaron los cuerpos de
inclusion como inmundgeno. Y esto se podria explicar porque los cuerpos de inclusion
son aglomerados de proteina recombinante (mezcla de proteina bien plegada y otra que
no lo esta), lo que indica que los anticuerpos estan dirigidos a epitopes que se forman de
esa aglomeracion, lo que impide que se generen anticuerpos que bloqueen el sitio activo
de la proteina recombinante, caso contrario, al usar la SMDtick soluble, ya que si se

generaron anticuerpos neutralizantes.

6.2.4.5. Determinacion de reacciones cruzadas.

Para determinar si el suero hiperinmune generado a partir de la SMDtick soluble, podia
reconocer a la SMD de L. boneti, se realizaron pruebas de Western blot (Figura 29a). El
resultado de este experimento indicd que el suero policlonal es capaz de reconocer la
SMD de L. boneti pero utilizando 3.7 pg de la proteina heterdloga. Utilizando un
anticuerpo monoclonal anti-SMD de L. boneti se encontré un reconocimiento muy bajo
contra la SMDtick soluble (Figura 29b), ya que se necesitd una alta concentracion de

SMDtick soluble (3.8 pug) para que el anticuerpo monoclonal la revelara de manera muy
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tenue. Es importante mencionar que el anticuerpo monoclonal 5C10 inhibe la actividad
enzimatica de la SMD de Loxosceles. Por lo que se puede concluir que el sitio activo de la

SMDtick es, inmunolégicamente hablando, diferente al de la SMD de la arana.

A) B)
175
80
58
46
€— 30KDa 30 <€—— 30KDa

23
17

Figura 29. Western blot para determinar reactividad cruzada entre SMDs de garrapata y arana Loxosceles.
A) Reaccion cruzada de los anticuerpos generados a partir de la SMDtick. M= Marcador de peso molecular.
1= SMDtick soluble (500 ng). 2= SMD de L. boneti (3.7 pg). Primer anticuerpo: Policlonales anti-SMDtick
soluble (10 ug). Segundo anticuerpo (1 mg/mL): anti conejo de ratén 1:2,000 acoplado a fosfatasa alcalina.
B) Reaccion cruzada del anticuerpo monoclonal 5C10 anti-SMD de L. boneti. M= Marcador de peso
molecular. 1= SMDtick soluble (3.8 ug). 2= SMD de L. boneti (500 ng). Primer anticuerpo: Monoclonal 5C10
anti-SMD L. boneti (10 pg). Segundo anticuerpo (1 mg/mL): anti raton de cabra 1:2,000 acoplado a

fosfatasa alcalina.

En este trabajo no sélo generamos una proteina recombinante activa, sino también un
buen inmundégeno para generar anticuerpos neutralizantes. Por otra parte, la proteina
recombinante podra ser utilizada para inmunizar bovinos y determinar si la SMDtick juega
un papel importante en el ciclo de vida de estos ectoparasitos. Por Gltimo, damos un paso
importante en la comprension de la funcion biolégica de la Esfingomielinasa D de R.

microplus.
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7. Conclusiones.

Con el sistema de expresion células de insecto-baculovirus se puede concluir lo siguiente:
Se expresod por primera vez la SMD de R. microplus (=50 pug/L) en un sistema eucariota,
sin embargo, en el proceso de purificacion la SMDtick se precipitaba sin importar los

aditivos que se utilizara.

Con el sistema de expresion en E. coli; se expreso la SMDtick. Se determiné que a
temperaturas bajas (16 °C) se puede obtener la SMDtick soluble (3.5 mg/L) y con
actividad enzimatica a partir de los cuerpos de inclusion, utilizando un detergente N-
Lauroylsarcosine. La SMDtick, tiene actividad enzimatica sobre varias enfingomielinas,
pero con menor actividad especifica a comparacion de la SMD de L. boneti. En cuanto a
los estudios biologicos se pudo concluir que la SMDtick no tiene efectos toxicos sobre
ratones, ni efectos dermonecroticos sobre conejos, pero mostrando una inflamacion en el
sitio de inoculacion (conejos). Ademas, se determiné que la SMDtick soluble es un buen
inmundgeno, ya que el suero generado en conejos, inhibe la actividad enzimatica de la

proteina recombinante.

8. Perspectivas.

Iniciar un estudio piloto de inmunizacién en bovinos con la SMDtick recombinante y
comprobar si los anticuerpos producidos son capaces de detener el ciclo biolégico de R.

microplus.

Determinar la estructura tridimensional de la SMDtick mediante cristalografia; para

establecer modelos de interaccion con el sustrato asi como los cofactores.
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Apéndice A
Buffer TAE 50X
Trizma base (2 M) 242 ¢
Na2 EDTA (50 mM) 18.6 ¢
Bromuro de etidio (25mg/mL) 2.5 mL (10 mg/mL)

Acido acético glaciar para ajustar a pH 7

Aforar a 1 L con agua desionizada

SDS-PAGE (geles de poliacrilamida al 15%)

Solucién de acrilamida: (30% de acrilamida + 0.8 bis-acrilamida). Disolver 50 g de

acrilamida y 1.2 g bis-acrilamida en un volumen final de 165 mL de agua desionizada.
Solucién espaciadora: (1.5 M tris + 0.4 % SDS). Disolver 18.17 g de tris en 50 mL de

agua desionizada y adicionar 2 mL de 20% SDS. Ajustar a pH 6.8 con HCI concentrado.
Aforar a 100 mL.
Solucién concentradora: (0.5 M tris + 0.4% SDS). Disolver 6 g de tris en 50 mL de agua

desionizada y adicionar 2 mL de 20% SDS. Ajustar a pH 6.8 con HCI concentrado.
Aforar a 100 mL.
Solucién de corrida: (0.25 M tris + 0.19 M glicina + 0.1% SDS). Para una solucion 10X,

disolver 15.2 g de tris y 72.1 g de glicina en 300 mL de agua desionizada y adicionar
25 mL de 20% SDS. Ajustar a pH 8.6 con 10 M NaOH. Aforar a 500 mL.
Buffer 2X de la muestra: (10% glicerol + 2.5% SDS + 50 mM tris-HCI, pH 6.8 + 5% de 2-

mercaptoetanol + 0.002% azul de bromofenol). En un tubo de 15 mL mezclar los
siguientes volimenes: 1 mL de glicerol, 1.25 mL de 20% SDS, 0.5 mL de 1 M tris-HCI
pH 6.8, 0.5 mL de 2-mercaptoetanol, 0.2 mL de 1% azul de bromofenol. Aforar a 10
mL con agua desionizada.

10% persulfato de amonio: Disolver 0.1 g de persulfato de amonio en 1 mL de agua

desionizada.
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Solucién de tincién con azul brillante de Coomasie: (50% metanol + 10% acido acético
+ 0.2% azul de Coomasie R250). Disolver 1 g de azul de Coomasie R250 en 250 mL

de etanol, 50 mL de acido acético y aforar a 500 mL con agua desionizada.

Solucién de destincién: (10% metanol + 10% acido acético). Mezclar 400 mL de agua

desionizada + 50 mL de metanol + 50 mL de acido acético.

Para la preparacion de geles de poliacrilamida es necesario un gel separador y un gel

concentrador, a continuacion se muestra la composicion de cada uno:

Gel separador al 15 %

Soluciéon separadora 1.5 mL
Solucion de acrilamida 3mL
Agua desionizada 1.5 mL
TEMED 5puL
Persulfato de amonio al 10% 20 yL

Gel concentrador al 4%

Solucioén concentradora 630 L
Solucién de acrilamida 330 uL
Agua desionizada 1.54 mL
TEMED 2.5 uL
Persulfato de amonio al 10% 12.5 uL
Medio SOC

Triptona o peptona 20g
Extracto de levadura 5¢g
Cloruro de sodio 0.58¢

Disolver en agua destilada y adicionar 10 mL de cloruro de potasio 250 mM (1.86 g de
KCl en 100 mL de agua) ajustar el pHa 7 con hidréxido de sodio 5 N. Aforar a 1 L con

agua desionizada. Esterilizar a 121 °C por 20 minutos.
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Agregar 10 mL de cloruro de magnesio 1 M (8 g de MgCl2 en 90 mL de agua) y 10 mL
de sulfato de magnesio (MgS04) 1 M estéril. Posteriormente agregar 20 mM de

glucosa filtrada con membranas de 0.22 micras.

Medio LB

A 950 mL de agua destilada, adicionar:

Extracto de levadura 5¢
Bacto triptona 10 g
Cloruro de sodio 10g

Mezclar. Ajustar el pH a 7 con 5 N de hidréxido de sodio, aforar a 1 L con agua

desionizada. Esterilizar a 121 °C por 20 minutos.

PBS 10X

En 800 mL de agua destilada, disolver:

NaCl 80¢g
KCl 2g
Na2HPO4 144 ¢
KH2PO4 24¢

Ajustar el pH a 7.4 con NaOH 10 N. Aforar a 1 L con agua desionizada. Esterilizar a
121 °C por 20 minutos.

Loading buffer 10x

0.25% Azul de bromofenol 250 mg
0.25% Xilen Ciaol FF 250 mg
30% Glicerol 28 mL
TAE 50X 2mL

Aforar con 70 mL de agua.
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Western-blot

TBST 10X
TrissHCI1 M pH 7.5
NaCl5 M

Tween 20

Aforar a 500 mL.

Cloruro de sodio 5 M
NaCl

Aforar a 500 mL con agua.

Solucién de blogueo

Leche en polvo
TBST 1X
Azida de sodio al 0.02%

Solucion de transferencia
Glicina 39 mM

Tris-base 48 mM

SDS al 0.037%

Metanol al 20%

Aforar a 500 mL con agua.

50 mL
150 mL
2.5 mL

146.1¢g

5g
100 mL
1 mL

145¢g
29¢g
0.185¢
100 mL

Apéndice A
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Apéndice B

L L ] # L A #
I.scapularis |'r|:|'rr1:|:q-:mm:-:nrq:.q:qmnm]r:.mm.nmm-q rmn cc'n'n|1:|: cc:imﬂ.mn -l:'r l:r:c::rc ucmg ﬂ 150
L.raciusa ECEC-[CChCT TCC CeTCM COTCTOCE ET112 LTTC 150
F.appendiculatus --- ::l::c'mquccumdnm'mc cqccnq:}ccnrcn'ncnm ::'r nqmcm:m:l'mcc :II::I::I:I::'II: 150
RO T DR U T TR -1 OO TR I T T I F0aeeians T SRR 1 T |-/ N & - T FTT T 150
o EER # # - L ] L ] W L
I.scapularis COCHECTC RN TTORGE ::_-::m: cricosIoEaATTaEEIaE caT 'I|rcc'1'|: r:]::n CTRCETIEC ECCETT |:|::_--. qucc 300
L.raclusz anml'rcnrc I‘I:l! ::--:: TICCRTCECNTTOTC ng?ﬂ:m: I'I']"]'['I CCTETCE 2CEG-- - 3T 300
F.appendiculatus t']'l:t:l:l'.'Il:l:I u:|:|c 'm:|'r c'rl:qr.'rn:'rc':'mcn:n::cm'r 'rrcn:ncc::m'r:\l:'mrc 'Il:Ii:I: r.':::|1:':'m|: 'J'l:c'rr|'r n::l:c 'n:l:clnc 300

I.scapularis ::'r:c'rlx'm:'mn-r{::c CoTRTE -nm:mmu: a 'II:I:E CE-TTCITE :c'r{.-x - -----GEONCCCHCTHCON -TIOTHECRE: 450
L.raciusa CCCColCeCT - c TA-TECIT - CC-CoMR -TANTCCCCCE 4SO
R.appendiculatus 'II: Ic I:EI"II:I:I:'IE |: E mr.':.m:cn :::::cl:rm:lc:':l: ECECCTCEGNETGETIENGST 450

............................ LT PRI T T PR -1 ]

L]
I.mo aris L 'I I}I:'IGI'IEEIE I‘-EEIII}I:IEI'I EGIE ----- E'I '!I'G E'!I'I'IE E'TI:'IEI'CTGI'I TETCE I:'IGD.': I:l!']' 600
L.raclusa [l II'II} TTCCCCATTATRRRT-TR- - -- - G G- - GGI:'I CCAGACT GTIC I'IEIT']' 600
R.appendiculatus CI:II:I: BBE'II'I EI} 'IDL'II: EEI‘CEI}EGG{EGDEC II CEME CLT 'II:I'IEI'II: 'IBI‘ CI:I"'E I'C']'DE'I B00

I.scapularis qmm [ ::rc-:l::u: CECE TGCE - -:|:'1 u:u: ::n:'r{::ccrc-cc'rmq-m'rc CocHC-T EolTTIEG 750
L.raciusa ceTie 'I-:uc-: TCETCTCCE- CTCTTIR c'mcn:nr:qc TOCTE-T GEICT TIE 750
R.appendiculatus T u:r: |:|: '1-: -}uc:c:'l:'m c'mt':c nmm:cnmmwmcqcnnmmqmm :u: mct::: u::: THT 750

Alineamiento de I. scapularis (89512120), R. appendiculatus (CD788621.1) y L. reclusa (AY559846.1). Las lineas rojas indica la posicion
donde se disenaron los oligonucleétidos degenerados para amplificar parte de la secuencia codificante de la esfingomielinasa D de
Rhipicephalus microplus.

68



Apéndice C

Apéndice C

*& 1 H rr Kk K ok &2 & - akE kE & *

. HE . .t 1R HELLH
L.bonetil  -------- M AN 3 FLVG LILVV. EI G— - IVLBIPNL 139
L.reclusa M g FLEG alﬂh‘iﬂi‘ G- IVLBIPNL 139
L.intermedia M g FLEG LILVV HE!GK G-~ IVLAIPDL 148
L.laetalW M A FEG-5V. VELET RDBFIL RFMEH‘H‘ G-~ VLALPDT 139
L.lasta2l  ----- M B FEG-AV. \‘FLRT REEFIL G- VLELEDI 139
L.bonetil --- M ANG AFSDHEGT FNHHLILL GIEENV. ABGKS‘UHERLLE G--E IVLELETITRP 138
SMDtick --- A LNFASDET! EMWI LSY -8 F{aLQL LSSGTFEAGINLANSLINTL qIPSEIIHI:lWI SElLDK 142
I.scapularis --- 5 GTHZ KEEBDI LLLV SELPPESFYAAGVDIATELVLHLWEE - -VPFYDAMNVLLETERASIM 140
e I e L E ........ 90....... 00.......110....... 120....... 130....... 140.......

Wt ] . i H 15, ®:x * % % * * H ok Epaw 'y * PEE & oL iE ® P * #*

L.bonetil KLHG LTSHE- 4 VITWIV L 277
L.reclusa ELIIG LTSEG - A AGVTE [¢] V ¢ iy L 277
L.intermedia BLIEGFEDQLT - A : G V h i 286
L.laetalN FVERG VLE - v G h V 283
L.laetalC FIRT. VLETAG- G V h V 283
L.bonetil FINGFRDAIFASE- [&] V i 276
SMDtick ILBGAFIAIFKRAGHSSLE RERTAAN V l‘ 2 286
I.scapularis BV mIi%IGFDPSLELENH“G - VNG 157 NER VITWTV 5 , E| 283

L.bonetil — B -------mm o m oo eeemeemmee 274
L.reclusa  Bl------m oo oo 279
L.intermedia BE------ oo 288
L.laetall  BH---- - 285
L.laetall Bl -----mm oo m oo o e 285
L.bometid c o e e meemmmmemmeen 27§
BMDtick Voo mm oo m e

287
I.scapularis IE-GI'IImPIFIPI FEYPLgPRY PLESRS SAIROSNVN FQUIPLEPFY 347

Alineamiento de SMasas D de L. boneti 1 (AY559844), L. reclusa (AY559846), L. intermedia (P83046), L. lactalN (DQ369999), L. laeta2C (DQ370000),
L. boneti 3 (AY559845), I. scapularis (Q202J4), SMDtick (secuencia de interés en este trabajo de R. microplus).
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Dibujo esquematico del vector pCR 2.1-TOPO.

234. 357 Sitic multiple de clonacion

pUC origen 3136...3908

pCR 2.1 TOPO - 35831 nt
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Dibujo esquematico del vector pQE30.

7...29 Promotor TS

62..71 Operador lac

101...106 Sitio de union a ribosomas
115117 ATG
127...144 6xHis
145,192 Sitic miltiple de clonacion
193...204 Codones de paro

AmpR 3256..2396
MM"H-\.
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Dibujo esquematico del vector pMelBacA.

7..95 Promotor Poliedrina
96...158 Peptido senal de melitina

158...213 Sitio mdltiple de clonacion

5" fragmento lacZ 3407..4519

phlelBach - 4831 nt

_|_

pUC origen 2616...3289
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Reacciones que ocurren con el método del Kit Amplex Red para medir actividad de

Esfingomielinasa D.

(0]
Il

CH3-(CH,)1,-CH=CH-CH-CH-CH,-0-P-0-CH,-CH,-N"(CHs)5
| [ I
HO NH (e}
|

C=0
I H,0
R
SMD
ﬁ Colina
CH3-(CH2)12-CH=CH-CIH-CH-(IZHZ-O-P-OH HO-CH,-CH,-N"(CHs)s
I
HO I\IIH (e}
. Cc=0
Fosfoceramida | ChOx
R
(CH3)3N* C H,-COO + H,0,

'/,0,

Esfingomielina

HRP

73



	Portada 
	Índice
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Justificación   4. Objetivo general
	5. Materiales y Métodos
	6. Resultados y Discusión
	7. Conclusiones   8. Perspectivas 
	Bibliografía
	Apéndice

