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PRESENTACION

El presente trabajo aborda la expresidn de la toxina helotermina {(HLTX)

utilizando dos diferentes sistemas: uno procarionte (células bacterianas} vy

otro eucarionte (células de insecto), asi como la expresién de un dominio de la

HLTX.

La primera parte la forman 3 capitulos introductorios:

a) La biologia del Heloderma (organismo donde fue aislada la toxina HLTX) y
los componentes del veneno det Heloderma.

b} Introduccién de los canales idnicos.

¢) Introduccidn de la superfamilic CRISP.

La sequnda parte la comprenden los antecedentes que sirvieron de base para

exponer los objetivos de este trabajo.

{a tercera parte es una serie de metodologias utilizadas para cumplir los

objetivos dei trabajo.

La cuarta parte la forman los resultados experimentales y la discusién de los

mismos, asi como las conclusiones y las perspectivas del trabajo.
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RESUMEN

En el presente trabajo se express la proteina helotermina (HLTX) del veneno
de Heloderma horridum horriudm (monstruo de cuentas). Esta toxina cuenta
con un efecto hipotérmico en ratones, letargia y pardlisis parcial de miembros.
Ademds la HLTX bloguea candles de Ca®* sensibles a rianodina incorporados en
bicapas planas (Morrissette y cols. Biophys. J. 68:2280-2288, 1995). Este
dltimo efecto se considera importante ya que la helotermina podria ser una
valiosa herramienta en el estudio de los canales mencionades. La HLTX cuenta
con 16 cistefnas, 10 de las cuales se encuentran en el C-terminal, esto sugiere
fuertemente la existencia de dos diferentes dominios. Se propone que cada
dominio pueda tener una funcion diferente. La HLTX fue expresada en dos
diferentes sistemas:

Sistema procarionte, utilizando células de £. cofi a las que se les infrodujo el
vector pCSP105 (bajo el controi del promotor de /ac UV). Este vector contiene
un gen de resistencia a ampicilina y estd disefiado para expresar una proteina
de fusidn con el producto del gen 9 del fago T7.

Sistema eucarionte, usando dos diferentes lineas celulares de insecto: 5f9 y
"high five". Las células de insecto fueron infectadas con baculovirus
recombinantes que contenian el cONA de la HLTX con su propio péptide sefial y
una cola de histidinas para su posterior purificacién. En este misma sistema se
expresd un supuesto dominio N-terminal

Andlisis por inmunodeteccion desmostraron que tanto la proteina de fusidn
HLTX/proteina 9 obtenida de bacterias, como la HLTX y el dominio N-terminal
obtenidos de células de insecto, fueron reconocidos por anficuerpos
producidos contra la HLTX nativa.
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INTRODUCCION

Mitos y tolklore del Heloderma

La fama del Heloderma como animal venenoso se ve aumentada par los mitos de
gue ha sido objeto. A continuacién se narran algunas de las capacidades
venenosas que erréneamente se le han atribuide al Heloderma (datos obtenidos
del Boletin del Museo Americano de Historia Natural, 1956), Sumichrast (1864)
repontd que &l cuerpo del animal usualmente tenia un olor fuerte y desagradable,
maés intenso en la épaca de reproduccion; posteriormente Duges (1899) relacioné
este olor con |a saliva y Van Denburgh lo relaciond con el veneno. Los indios
Apache de Arizona le atribuyeron al aliento del animal propledades venenosas
(Bendire 1887}, Jackson (1941) explicd estas creencias diciendo que el aliento
dei animal, aungue es desagradable y fétido, no es mas peligroso que Ia
exhalacién de la boca de cualquier otra criatura que se alimenta de huevos y
roedores, Otra de las caracteristicas emdneas que se le han atribuido al
Heloderma es que escupe vaneng, los indios mexicanos 1o laman “escupidor” y
piensan que su venenosa saliva los defiende de sus enemigos (Brennan, 1942).
La explicacion que Borgert (1943) ie da a esto, es que el Heloderma no cuenta
con colmillos especializados que arrojan el veneno como las cobras, por lo que
una pequefia cantidad de veneno es acarreada a los labios y es rociada cuando
el animal esta excitado y expele ol aire de sus pulmones. También se le atribuyen
capacidades de picar con la cola (Herrera, 1895) y de tener una lengua venenosa
quse act(a como teisdn de alacran (Shufeldt, 1887).

Los indigenas de Guerrero, Caxaca, Colima y Jalisco le atribuyen al Heloderma
poderes sobrenaturales como: tener influencias sobre fendmenos del agua
{lluvias, tormentas), en el ciclo menstrual o en la fortuna de {a gente (Gadow
1805). Sequn Phisalix (1922}, los aztecas pensaban que la mordida de Heloderma
causaba locura, de alguna manera tenian conocimientc de 10s efectos del

veneno, ya que en humanos causa serios disturbios mentaies.
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Algunas partes del cuerpo del animal se han reportado como afrodisiacos {carne
del lomo), o como cura para la ceguera {lengua), (Hernandez 1615., Borgert y
Martin del Campo 1856).

DESCRIPCIONES ORIGINALES

Una de las primeras descripciones de un Helodermatido que se conoce es la de
Hernéndez (1615), quien describi6 el “Acaltetepon” como un animal venenoso de
la Nueva Espana. Este animal fue encontrado en “Cuauhnahuac” que significa
enfrente del bosque, en la actualidad este lugar se llama Cuernavaca y es capital
del estado de Morelos. La descripcién que reporta Hernandez no representa al
Heloderma que hoy dia conocemos, sin embargo conserva muchas de las
caracteristicas del Heloderma horridum. En 1834 Wiegmann propuso que se le
lamara a ese espécimen H. hernandesi

£) H. suspactum fue descrito en 1869 por Cope. El espécimen se encontraba en
la coleccion de la Academia de Historia Natural de Filadelfia clasificado como H.
horridum, pero Cope noté que éste diferia de! H. horridum de la region de Sonora,
México y lo clasificd como H. suspectum (Borgerty Martin del Campo 1956).

DISTRIBUCION DEL HELODERMA

Los reptiles tienen sdlo una familia de lagartos venenosos: ia Helodermatidae. En
ella existen 2 subespecies: e monstruo de gila {Heloderma sus-pecrum) y el
ascorpion o monstruo de cuentas {Meloderma horridurm), también llamado entre
los nativos como “iguana mensa”. Este género cuenta con cinco subespecies: El
Heloderma suspectum suspectum que sé encuentra en Guaymas, Sonora y en el
oeste del condado de Yavapai en el centro de Arizona. EI H. s. cinctum, que
habita en el sudoeste de los Estados Unidos (Rio Colorado en Arizona y sudeste
de Nevada y Utah). El H horridum horridum Que se encuentra en el area del

Pacifico de México del sudeste de Sinaloa al extremo este del itsmo de




Inrroduccion
Tehuantepec en Qaxaca. El H. i1 exasperatum que se encuentra hasicamente en
el rio Fuerte en el sudeste de Sonora y la porcion adyacente de Sinaloa. For
Gitimo H. h. alvarezi e cual es conocido solo en la parte central de Chiapas, pero
posiblemente se extienda hasta Guatemala (Borgert y Martin del Campo 1956.
Russel y Borg'ert 1981}.

Motthewi
(ol?goce:;) * -

Fig 1. Estados de la Republica Mexicana y Estados Unidos donde habita el Heloderma.
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EVOLUCION (restos fosiles)

Los lagartos de la familis Helodermatidae son los Unicos saurios que tienen
dientes surcados y gléndulas venenosas. El primer resto fésil de lagaros
relacionados a Heloderma fue reportado por Gilmore (1928), Este f6sil consistia
en una porcidn de la maxila superior con tres dientes surcados, similares a las
especies existentes. Fue hallado en depdsitos del Qligocenc de la zona de
Oredon de la formacién del rio Blanco en &l condado de Logan, noreste de
Colorado y se le dio el nombre H. matthew. Otro resto f&sil mas primitivo del
Eoceno tardio y Oligoceno temprano fue reportado por Hoffstetter (1954),
ancontrado en Phospharites du Quercy de Francia. Este fosil al que se le dio el
nombre de H. gaficum, consistia de 4 maxilas casi completas, una base dental
sin dientes y algunas vértebras.

Los surcos de los dientes de M. matthew son comparables con los de H
suspectum, en cambio los surcos del fésil Europeo sugieren un aparato venenoso

menos especializado (Borgert y Matin del Campo 1956. Yatkola, 1976).
BIOLOGIA DEL HELODERMA

Son organismos corpulentos de miembros cortos y con movimiantos
relativaments lentos, tienen cabeza triangular larga, piel granulosay gruesa, cola
redonda y larga (puede llegar a medir la mitad del total de cuerpo). Llegan a
medir hasta 55 cm, son de hébitos nocturnos y viven de 10 a 25 afos, se
alimentan de pequeics mamiferos y de huevos de aves y repties. En genral
tienen pocos ensmigos, de los cuales el hombre e el principal, razén por la cual
se encuertra en peligro de extincién. Sus habitos de vida no son conocidos
aunque se les encuentra poco de noviembre a marzo. Estos lagartos ponen
aproximadamente 4-7 huevos que son incubados alrededor de 117-130 dias
(Borgert y Martin del Campa, 1856).
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APARATO VENENOSO

El aparato venenoso del Heloderma consiste en una serie de dientes caniculados
(9 dientes, 16-18 maxilares, 8 premaxilares), dotados de conductos secretores y
un par de gldndulas venenosas que se focalizan a cada lado de la mandibula
inferior. Cada gléandula estd compuesta por varios 16bulos ¥ un tubo que acarrea
el veneno a las ranuras de los dientes inferiores por capilaridad. Bajo estas
condiciones el vensno puede ser mezclado con la saliva de la mandibula superior
y puede ser acarreado a las ranuras tanto de los dientes inferiores como
superiores (Russel y Bargert 1981).

VENENO

lL.a cantidad de veneno extraido varia de acuerdo al tamario del animal, método de
extraccion e intervalos de tiempo entre extraccionas. £l vensno de Heloderma es
una mezcla de saliva y productos de secrecion de las glandulas venenosas
{Mebs, 1968).

E! veneno es importarte en la alimentacion de! monstruo de cuentas, porque
contieng enzimas digestivas que o ayudan a digerir sus presas, ya que al igual
que las serpientes se las comen enteras (Casas, 1974). Se han reportado diversos
valores para la dosis letal media los cuales son mostrados en la tabla de abajo.

LDy o Helo- |0.82 g/ ra- |3 mg/Kg ratén | 1.35mgMg rata | 2 ug/g raton | 4 mgrkg ratén | 0.45 mg/kg ratén

derma tén

Via de admi- | No reportade |lntraperitoneal | intrecardiaca iriravenosa | Subcutanea Intravenosa

nistracion

Heferancia Mebs y Rau- | Jonhson 1668 | Patterson 1967 | Tu y Murdock | Styblova 1967 | Russelt y Borgert
donat 1968 18687 1981

Tabla 1. Dosis latal madia reportadas para el veneno del Heloderma.




Initroduccion

Generamente los sintomas aparecen 25 minutos después del envenenamiento.
Los sfectos fisioldgicos que causa el veneno cuando se inyecta a ratones son
cianosis, intoxicacién, disnea, convulsiones esporadicas, hemorragia en el 0jo Y
on el tracto gastrointestinal, congestion y edema pulmonar, falla respiratoria,
hipotensién y taquicardia (Patterson 1967b Rusell y Borgert 1981).

COMPONENTES DEL VENENO

La composicién del veneno es relativamente constante durante todo el afo, a
diferencia de otros organismos como serpientes y avispas en los que Su
composicidn varia de acuerdo a la estacion del afo. De una electroforesis det
vaneno total de Heloderma horridumn horridum se obtuvieron 18 diterentes bandas

{proteinas) (Alagon, 1982)

b=
hel
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Fig 2. Electroforesis de veneno soluble de Heloderma horridum utilizando un gel cilindrico de
poliacrilamida. Los cariles A y B contienen 100 y 200 yg de venenc soluble respectivamente.

Carril § y P 100 pg de fraccidn soluble y precipilado de veneno después del tratamiento acido.

Tomada de Toxicon, Alagén y cols. 1982.
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Entre los componentes purificados de! veneno de Heloderma se encuentran

enzimas, péptidos y toxinas:

a) Enzimas

Caticreinas/Esterasas

Estudios comparativos del veneno de H. horridum y H. suspectum mostraron que
tienen el mismo tipo de actividades enziméticas (Tu y Murdock 1967, Styblova y
Kornalik 1967). Mebs (1966) reporté que ambos venenos liberaban quinina de
globuinas plasmaticas y de quinindgeno  purificado,  presentando
simultdneamente actividad hidrolitica de esteres de arginina. Posteriormente se
jogrd purificar del veneno de Heloderma suspectm una enzima liberadora de
quinina de 76,000 Da (Mebs 1970). Alagon (1982) compard sus resultados con
Mebs (1970} y sugirié que la hidrolasa Bz-Arg-OEt que él describit del veneno de
M. horridum, corresponde a la enzima liberadora de quinina reportada en el
venenc de H. suspecturn. Otra de 1as enzimas que se encontrd en el veneno del
M. suspecturn (Mebs 1972) y de H. horridum (Alagén y cols.1986) es una
hidrolasa ester etil-L-arginina-N-benzoil de 63 kDa llamada helodermatina, Esta
glicoproteina pertenece a la familia de las serina-proteasas y su actividad sugiere
una similitud con la familia de las calicreinas (liberadoras de quinina). Nikai {1992)
aislé una esterasa méas del veneno de Heloderma; esta hidrolasa de éster de
arginina cusnta con 29 kDa y un P.. de 4.4. Sus 269 aminoécidos guardan cierta

homaologia con calicreinas de pancreas de puerco.

Hialuronidasas

En 1966 Mebs y Raudonat describieron que el veneno de Heloderma tenia
actividad hialuronidasa. Duran-Reynal (1933) fue el primero en sugerir que la
hialuronidasa promueve y acelera la difusion del veneno y ta penetracion a través
de los tejidos de la victima, pero no habia evidencias cientificas documentadas

hasta que en 1983 que Tu y Hedon purificaron una hialuronidasa del veneno de

10




Introduccion
Heloderma. Esta hialuronidasa de 68 kDa no cuenta con actividad téxica ni
proteclitica pero si promueve la difusion de la hemorragia cuando un ratén es
inyectado con toxina hemorragica. El modo de accion de esta enzima se asemeja
a las hialuronidasas de espermatozoides, dando una hidrdlisis que libera di-, tri- y

tetrasacaridos.

b) Péptidos
Helospectinas
Las helospectina | y Il purificados del veneno de Heloderma suspectum y H.
horridum  son secretagogos  pancredticos de 37 y 38  aminoécidos
respectivamente. Por su estructura y bioactividad forman parte de la superfamilia

del Glucagon (Parker y cols. 1984, Vandermeers y cols. 1987).

Factor Secretorio Pancreético (FSP) Y Helodermina

Raufman y cols. {1982}, observaron que el veneno del monstruo de Gila contenia
una sustancia que incrementaba la secrecidn de una enzima pancreética, asl
como el incremento de AMPc. Esta sustancia también inhibia de una forma
competitiva y dosis dependiente fa unién de *4-ViP {Péptido Intestinal Vasoactivo
marcado). Los autores conciuyeron que el veneno contenia un factor que
interactuaba con el receptor de VIP, y que ademas activaba la adenilato ciclasa
estimulando asi la secrecién de la enzima amilasa en células acinares. Dos afios
después se demostré que ese factor interactia principalmente con receptores de
secretina del pancreas de rata (Guillet y cols. 1984). Se sugirid también qus el
veneno contenia un componente parecido a los péptidos secretina/VIP/PH
(Péptido Histidina Isoleucina), responsable de incrementar el AMPc y otro
componente que estimulaba la liberacién de amilasa por un mecanismo
desconocido (Dehaye y cols. 1984). Finalmente, en ese mismo afic Vandermeers
y cols. descubrieron que eran dos elementas distintos: la helodermina y el Factor
Secretorio Pancreético (Vandermeers y cols. 1584).

1l
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La helodermina es un péptido de 5900 Da obtenido del veneno de H. suspectum.
Este péptido es responsable de la activacion de la adenilato ciclasa reconociendo
tanto a receptores de VIP como de secretina (aunque no se descarta la axistencia
de receptores especificos). La helodermina a diferencia de VIP o secreting, es
inactiva en la secrecion de amilasa {Vandermeers y cols. 1984, Robberecht y
cols. 1984a, Hoshino y cols. 1984, Vandermeers y cols, 1987), existe ademas el
potencial farmacoldgico de utilizar a la helodermina come un potente activador de
la adenilato ciclasa cardiaca de humanos, por ser un agente menaos ionotrépico o

cronotrépico que el VIP (Robberecht y cols. 1984b).

Ef FSP es una proteina de 17500 Da que estimula la secrecion de amilasa en
acinis pancreético de rata, sin afectar los niveles de AMPC ya que no es capaz de
activar la adenilato ciclasa (Dehaye y cols.1984a). El FSP ejerce una actividad
fosfolipasa A, estrictamente dependiente de calcio, [a cual es termoestable,
lipofilica y acidica. Estas caracteristicas anexan al FSP a la lista de enzimas
similares presentes en los venenos de serpientes, abejas y alacranes. (Dehaye y
cols. 1984b).

Exendin-3y -4

Por medio de ensayos guimicos {reconocimiento de His') se aisi6 del veneno de
Heloderma horridum un péptido de 4.2 kDa llamdo exendin-3 (Engs y cols.
1990). Este es el tercer péptido con actividad endécrina, encontrado en la
secrecién exdcrina de los lagartos. Siendo el primero |a helospectina (exendin-1)
y el segundo la helodermina (exendin-2). El exendin-3 tiene 39 aminoacidos y
asta amidado en el carboxilo terminal; presenta una homaologia de 32 y 26% con
helospectina y helodermina respectivamente. A una concenyracion de 3uM,
sxendin-3 estimula el incremento en AMPc celular y la liberacion de amilasa del
acini pancredtico de cuyo. Posteriormente se concluyé que exendin-3 interactia

por lo menos con 2 receptores en acini pancredtico de cuyo. A allas

12




Introduccion
concentraciones (100nM) el péptido interactia con receptores VIP ya que
estimula el incremento de AMPc y libera amilasa. A bajas concentraciones (0.1-3
nM) interactia con un supuesto receptor para exendin, porque causa un pequefo
incremento en AMPc y no libera amitasa {Raufman y cols. 1991, Engs y cols.
1992). Del veneno de H. suspectum se purifico el péptide exendin-4, el cual
cuenta con 39 aminoécidos, difiiendo del exendin-3 por 2 sustituciones de
aminoacidos (Engs y cols. 1992). A diferencia del exendin-3 no es secretagogo
pancreético e interactiia exclusivamente con el receptor de exendin descrito por
Raufman (1991). Muy probablemente la estimulacion del receptor de exendin solo

propicie el aumento de AMPc sin liberar amilasa (Malhotra 1992).

Tabla 2. COMPARACION DE SECUENCIA PRIMARIA DE LOS PEPTIDOS
SEMEJANTES A VIP

Exandin-4 EGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS#

HSDGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS#

HSDATFTAEYSKLLAKLALOKYLESILGSSTSPRPPRSS

HSDAIFTEEYSKLLAKLALOKYLASILGSRTSPFSS #

HSDGTFTSELSRLRDOSARLQRLLQGLY #

HSQGTFTSDYSKYLDSRAAQDFVQAWLMNT

HADGVFTSDFSRLLGOLSAKKYLNSILN#

HSDAVFTONYTRLAR KQMAVKKYLNSILN

#amidad

13



Introduccion
FOSFOLIPASA A,
Se aisid una fosfolipasa del veneno de AH. horridum con un peso molecular
aparente de 18 kDa. Esta fosfolipasa es de tipo A, porque hidroliza fa unién 2 acil
de 3-n-fosfoglicéridos, también cuenta con una actividad residual tipo B (Sosa y
cols. 1986). La actividad fosfolipasa del veneno de H. horridum esta posiblemente
relacionada con la actividad fosfolipasa reportada del veneno de H. suspectum
como se menciond anteriormente (Dehaye y cols. 1984). Comparando
secuencias del amino terminal de fosfolipasas de veneno de absja, pancreas de
bovino y venenas de serpientes, se enconird que la fostolipasa de H. horridum es
mas homdloga a la fosiolipasa de veneno de abeja que a las de serpiente. Esto es
interesante ya que se esperaria encontrar mayor homologia entre secuencias de
proteinas que pertenecen al mismo grupo como la clase reptilia que a otra clase
menos relacionada como es fa insecta (Sosa y cols. 1886). Se han encontrado
" cinco variantes de la fosfolipasa A, en el venena de Heloderma suspectum que
estimulan eficienterente ia liberacion de amilasa de acini pancreético de rata
(Gémez y cols. 1988).
Huang y cols. {1994}, purificaron una fosfolipasa A, de Heloderma horridurm por
un método diferente al reportado por Sosa y cols. (1986), obteniendo una enzima
muy similar a la de estos autores, siendo ambas ricas en glicina, aspértico, ac.
glutdmico, leucina y alanina. Esta fosfolipasa muestra un efecto inhibitorio
especifico en la agregacion plaquetaria inducida por epinefrina de plasma rico en

plaguetas.

c) Toxinas

Gilatoxina

La gilatoxina fue la primera toxina de Heloderma reportada (Hedon y Tu 1981);
esta proteina cuenta con un P.M. 35-37 kDa. La comparacion de la secuencia
primaria de la gitatoxina con otras proteinas revelé una homologia significativa

con la secuencia parcial de la horridotoxina {(una toxina hemorragica). También




Introduccion
muestra homologia con la helodermatina {una enzima hipotensiva) y con otras
calicreinas. La gilatoxina es una proteasa de tipo serina glicositada, muestra
moderada toxicidad 2.5 uglg a diferencia de otras calicreinas de repti que

carecen de letalidad. (Waisincharcen y cols. 1993).

Toxina Horridum

Nikai y cols. (1988} purificaron la segunda toxina y (a llamaron toxina horridum.
Esta proteina pesa 31 kDa, tiene un P.l. de 3.9 y su dosis letal media es de
0.38ug/g (méas toxica que el veneno total). Cuenta con 292 aminoacidos y es una
glicoproteina de cadena simple que produce hemorragia en los érganos intermos
(intestino, higado, rifidn) y en ojos, ademas muestra efecto sobre la contraccion
en el musculo liso. Al igual que la gilatoxina cuenta con adtividad hidrolitica de

ésteres de arginina pero difiere de las enzimas parecidas a las calicreinas.

Toxina Letal

Kormori y cols. {1988) purificaron la toxina letal, la cual es péptido de 28 kDa con
275 aminoécidos. Esta toxina es mas letal que el veneno crudo (0.38 pg/g} y no
cuenta con actividades hemorragica, hemalitica, fosfolipasica y proteclitica de
éster de arginina, pero sf con un efecto inhibitorio en la respuesta contractil de la
estimulacion del musculo esquelético,

fa UGltima toxina reportada es la helotermina, pero de ésta hablaremos en

antecedentes.
Toxina P.M. Pl LDs
Gilatoxina 35,000 Da 4.25 2.7ug/g
- Toxinaletal 28,000 Da 3.9 0.135ug/9
Horridum 31,000 Da 0.38ug/g
Helotermina } 25,500 Da 8.7 2.5uglg

Tabla 3. Diferencias de Peso Moleculat, P. I. ¥ DL, de las 4 toxinas reportadas del veneno de
Heloderma

15




Introduccion

CANALES IONICOS y TOXINAS

A continuacién presento una introduccion de canales idnicos para una mejor
comprensidn de Ios antecedentes, ya que la helotermina (objeto de este estudio)
interactua con canales de Ca** sensibles a rianodina.

Los canalas iénicos son poros macromoleculares selectivos presentes en las
membranas celulares. Criginaimente fueron considerados sistemas de transporie
altamente especiglizados, involucrados en la sefalizacidén eléctrica (células
nerviosas y células musculares). Hoy dia esto no es tan definitivo, ya que se han
encontrado en células procariontes, células vegetales, organelos intracelulares y
en tejidos no excitables como epitelios, eritrocitos y glandulas exéerinas (Hille,
1892},

Cada canal puede ser considerado como una molécula excitable y difiere de un
simple poro acuoso ya que no esté constantemente abierto, sino gue su funcion
biolbgica es activada en respuesta a estimulos especificos de la membrana, como
voltaje, estimulacién mecénica y unidn a neurotrasmisores o iones, dandole de
este modo una capacidad controlada de clerre y apertura (Hille, 1992).

Los canales ibnicos involucrados en la genracion de las sefales eléctricas se
agrupan en dos clases 1) los canales a los que se les unen ligandos (receptor de
acetilcolina, receptor del 4cido gamma-aminobutirico, etc.) y 2) los canales
idnicos sensibles a cambios de voltaje (Catterall, 1988).

Los canales sensibles a voltaje son aftamente selectivos ya que sélo permiten el
paso de algunos iones. Se sugiere que el poro puede estrecharse en algunos
sitios del canal para hacer selectiva fa permeabilidad de iones de tamano y carga
apropiada, La conductancia de iones a través de estos canales es de 107 por
segunao, o cual es 100 veces mayor que el paso de iones mediado por proteinas
acarreadoras (Catterall, 1988}

La excitacién y el sefalamiento eléctrico en el sistema nervioso involucran el
movimiento de iones a través de estos canales. lones como Na*, K*, Ca®* y CI

parecen ser los responsables de toda esta accion. Uno de los grandes avances
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de los ochentas fue la introduccién de los métodos de genética molecular, con
los cuales se han obtenido las secuencias de aminoécidos de los canales de
sodio, calcio y potasio voltaje dependiente, revelando de este modo una similitud
estructural significativa. Ahora se puede hablar de famitias de canales ibnicos que
pueden haberse desarroflado por procesos de duplicacion sucesiva de genes,
mutacién o seleccidon de canales a partir de un ancestro coman (Hille, 1992).

Los canales idnicos tienen como funcién mantener el potencial de membrana
durante el reposo, generar sefiales eléctricas, facilitar el flujo de iénes Ca®™
(segundo mensajero), controlar el volumen celular y regular el flujo neto de los
iones a través de células epiteliales de tejidos secretorios (Hille, 1992). Controlan
procesos fisiolégicos tan importantes como la iniciacién de la contraccion
muscular, la generacién dei latido del corazén, la conduccidn del impulso
nervioso, la transmision sindptica y la secrecién de hormonas entré OtroS
procesos celulares. Se sabe que algunas anormalidades en ciertos canaies
ibnicos son responsables de algunas enfermedades. La niperexcitabilidad del
musculo esquelético en la miotonia congenita es causada por una carencia de
canales de ClI: la autoinmunidad hacia los canales receptores de acstilcolina,
causa miastenia grave. Estos ejemplos ilustran e importante papel gue los
canales ionicos juegan en una gran variedad de procesos celulares (Chandy y
cols. 1985).

Un gran ndmero de animales ponzohosos entre ellos: anémonas, corales,
alacranes, serpientes, arafas, abejas, peces, ranas, lagartos etc. producen
toxinas. Estas toxinas causan blogueo especifico de diferentes tipos de
receptores (incluidos los canales inicos) de células musculares y nerviosas de
sus presas. El sfecto toxico puede manifestarse también a través de actividades
enziméticas (fosfolipasas principa]mentej o a través de la inhibicidon de enzimas
importantes (acstilcolinesterasa) para el funcionamiento normal de la presa. Tales
toxinas han servido como herramientas poderosas para €l entendimiento de las
funciones de! sistema nervioso y muscular (Tiptony cols. 1994).

El hallazgo de toxinas gue actuan sobre 10s canales iénicos ha permitido lograr
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notables avances en el conocimiento de la identificacidn, purificacidn, mapeo
estructural y caracterizacién funcional de éstos. El uso de las toxinas como
sondas moleculares ha permitido identificar sitios de permeabilidad y selectividad
idnica de algunos canales. También las propiedades farmacologicas de las
toxinas han servido para evaluar la importancia fisiologica de un determinado
canal (Tiptony cols, 1884),

Los canales liberadores de calcio o de rianodina (llamado asi por el alcaloide de
una planta que se pega al canal) son encontrados en células musculares
cardiacas, esqueléticas, neuronas, células exocrinas, células del musculo liso,
células epiteliales y linfocitos. En todos estos tipos celulares los canales
liberadores de calcio juegan un papel central en la regulacion de la concentracion
da calcio intraceluler. €l aumento de este ion dispara una cascada de eventos
que culminan en la contraccion del misculo, secrecion de hormonas, activacién
de linfocitos y fertilizacién de huevos. Los canales de rianodina del reticulo
sarcoplasmico constituyen la mayor via para liberacion de calcio durante el
procaso de excitacién-contraccién (proceso por el cual la depolarizacion inducida
por neuronas del sarcolema, permita liberar calcio del lumen del reticulo
sarcoplésmico al citosol de células de musculo estriado), en el musculo
esquelético y cardiaco (Bers y cols. 1991; Radermacher y cols. 1994}, £
alcaloide rianodina ha sido una invaluable herramienta en la caracterizacion
funcional y estructural del canal de caicio sensible a rianodina, pero cuenta con
gigunas desventajas que a continuacién menciono. La rianodina tiene una
cinética de disociacion extrernadamente lenta que hace este efecto practicamente
irreversible. La unién de rianodina es compleja ya que existen sitios de union de
baja y alta afinidad. A bajas concentraciones (5-50 nM) la rianodina incrementa la
probabilidad del tiempo de apertura del canal sin modificar su conductancia
unitaria. A concentraciones intermedias (30 nM a 10 uM) la rianodina deja al
canal en un estado de subconductancia abierta. En altas concentraciones
(mayores de 100 uM), el alcaloide cierra completamente el canal de manera

irreversible, dando resultados un poco ambiguos y de dificil interpretacion
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{Coronado y cols. 1994).
Se han caracterizado tres diferentes isoformas det canal: RyR1 es expresada
predominaniemente en misculo esquelético de mamiferos, mientras RyR2 es
expresada predominantemente en musculo cardiaco. RyR3 aparece localizada en
cerebro, musculo liso y células epiteliales. Son heterotetrameros de alto peso
molecular (2 millones de Da) (Takeshimay cols. 1989),

SUPERFAMILIA CRISP

PROTEINAS CRISP

Para un mejor entendimiento de esta tesis, anexa esta introduccion de la super
familia de proteinas secretorias ricas en cisteinas {CRISP), a la cual pertenece la
proteina objeto de este trabajo {heictermina).

Los miembros de la familia CRISP, tienen una regién C-terminal rica en cisteinas
muy conservada. Han sido detectados en diferentes organismos: ratén, rata,
humano, cerdo, reptil, asi como en diferentes tejidos de epididimo, glandulas
salivales, glandulas venenosas, espermatozoides etc.

La DE/AEG (glicoproteina 4cida del epididimo), fue el primer miembro  de la
familia CRISP que se reportd, DE/AEG es un polipéptido de 31 kDa sintetizado
principaimente en células del epididimo de rata (Cameoy cols. 1976, Leay cols.
1978). La funcidn bioldgica de este péptido es desconocida pero su carboxilo
terminal rico en cistelnas muestra secuencias consensc de metaloproteinas
{ferrodoxina, rubredoxina y aspartato transcarbamilasa). Esta similitud sugiere
fuertemente que la DE/AEG es una metaloproteinasa (Charesty cols. 1988). Una
caracteristica importante es que su RNAm es regulado por androgeno (Brooks y
cols. 1986, Charesty cols. 1988) ya que al castrar ratones machos esta proteina
deja de producirse.

Se vuelve interesante especular el papel de AEG en la maduracion de
espermatozoides por su capacidad para unir metal, ya que el zinc es incorporado

al flagelo del espermatozoide en tos tibulos seminiferos del testiculo durante la
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espermiogénesis vy la eliminacién de esle metal permite el incremento de
movilidad del espermatozoide (Caiviny cols. 1973, Charest y cols. 1988). Se ha
reportado que después de la secracion en el lumen epididimal, AEG se une a la
region postacrosomal de la membrana plasmatica de la cabeza dsl
espermatozoide mediante un posible receptor (Brooks y cols. 1983). También se
reporta la existencia de receptores para DE/AEG en la membrana plasmétiéa de
dvuio de rata (Rochwerger y cols. 1992) y se ha involucrado en la formacion de
rosetas (agrupacion de espermatozoides a partir de la cabeza) {Fornes y Burgos
1994). Estos resultados y estudios de inmunizacién indican que esta proteina esta
participando en procesos de fertilizacion (Cuasnicd y  cols. 1984). Con la
expresién de CRISP-1 en el epididimo, la aparicién paralela de motilidad y el
aumento del potencial de fertilizacion del espermatozoide, se ha propuesto que
CRISP1/DE/AEG juegan un papel directo en la maduracion de espermatozoides
{posiblemente en la adquisicién de motilidad).

CRISP-1 es un polipéptido de 30 kDa, también ha sido llamado Aeg 1 (Mitzuki y
Kasahara 1992) y es ia contraparte de DE/AEG en ratén. Esta proteina es
expresada principaimente en la cauda de! epididimo y en menor cantidad en
glandulas salivales (Mizuki y Kasahara 1992, Heandler y cols. 1993, Eberspaecher
y cols. 1995}, Se han encontrado varias diferencias entrs la AEG de rata y la
CRISP-1 de ratén: su punto isoeléctrico: 4 y 6.8 respectivarnente y su capacidad
de unirse a espermatozoides, la cual es nula en CRISP-1. Se han encontrado 5
diferentss subtipos de CRISP-1 en humano, uno de los cuales carece de la parte
C-terminal rica en cisteinas (Krdtechmar y cols. 1996).

Ebespaecher v cols. (1995), reportaron & partir de estudios de los puentes
disulfuros, una posible estructura secundaria para un dominio de CRISP-1, (fig 7).
Ellos sugieren dos dominios: el dominio N- terminal que cuenta con € cisteinas
formanda 3 puentes disulfuro y el dominio C-terminal con 10 cisteinas formando 5
puentes disulfuro. E! gen que codifica para la CRISP-1 esté organizado en ocho
exones y siete intrones, en la regién promotora se encontraron secuencias
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consenso ARE {elementos que responden a andrégenos) y secuencias consenso
para union de factores de transcripcion PEA3, Oct, GATA, CF1, APy AP3 (algunos
de estos factores de transcripcion se han encontrado sélo en epididimo y
cerebro) (Krétzchmar y cols. 1996, Schwidetzky y cols. 1997)

La CRISP-2 & Tpx-1 {Kasahara 1989), es un polipéptidc no glicosilado que se
expresa principalmente en el testiculo y en menor cantidad en el epididimo de
ratén {Krétzchmar y cols. 1996). Ei gen de Tpx-1 fue mapeado en el cromosoma
17 y tiene su contraparte en humano TPX1 (Kasahara y cois. 1989}, y en Cuyo
{Hardy y cols. 1988).

Ei autoantigenc 1 &s una proteina especifica de testiculo y es el mayor antigeno
en el acrosoma de espermatozoide de cuyo con un P.M. de 25 kDa. Es homdlogo
a la Tpx-1 B7% (ratén) y ala TPX1 77% (humano), cuenta con 17 cisteinas (16 de
las cuales estdn conservadas como en toda la familia CRISP), y no esta
glicosilada (Foster y Gerton 1936).

La CRISP-3 (Heandler y cols. 1993), primero llamada Aeg 2 (Mitzuki y Kasahara
1992) es abundantemente expresada en la glandula salival submandibular y es
controlada por andrégenos. Su organizacién gendmica consiste en 8 excnes y 7
intrones vy su regidn promotora contiens regiones que se relacionan con
elementos Que responden a andrdgenos (ARE) (Schwidetzky y cols. 1995). La
CRISP-3 es también expresada en lineas celulares pre B murinas y en médula
6sea bajo el control de Oct (un factor de transcripciéon que se une a una
secuencia de DNA que esta conservada en todos los promotores de {0s genes
de inmunoglobulinas). En esta tsjido, lé CRISP-3 no es regulada por andrégenos
a diferencia de ia expresada en glandulas salivales (Pfisterer y cols. 1998),

Un componente més de esta superfamilia ha sido recientemente aislado del
veneno de la serpiente Trimereswus mucrosquamatus. La proteina de veneno
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rica en cisteinas (CRVP) fue clonada de una librerfa de cDNA hecha a partir de las
gléndulas venenosas de la serpiente “Taiwan habu™. La secuenciacion de este
cDNA reveld que consta de 1318 pb. La CRVP fue expresada en células de £ colf
y esta proteina presentd un P. M. de 20 kDa (Chang y cols. 1997).

PROTEINAS PR

Las proteinas PR (relacionadas con la patogénesis) forman parte de una
respuesta multicomponente de defensa en plantas expuestas a virus, viroides,
hongos, bacterias y ciertos quimicos. Estas proteinas guardan un 30 % de
homologia con las proteinas CRISP, solo que las PR no cuentan con el dominio
C-terminal.

Las primeras PR fueron detectadas en hojas de tabaco que reaccionaban al virus
de mosaico del tabaco con hipersensibilidad (Van Loon y Van Kammon 1870).
Las proteinas PR fueron inicialmente definidas como polipéptidos con relativo
bajo peso molecular, extraibles selectivamente a bajo pH, altamente resistentes al
ataque de enzimas proteoliticas y detectadas principalmente en el aspacio
intracslular (Van Loon 1985). Sin embargo, muchas PR no entran dentro de estos
criterios, ahora se han clasificado diferentes tipos basados en su secuencia
primaria y en anélisis serolégicos (Cornslissen y cols. 1987, Walter y cols.
1990). Se desconace la funcién bioguimica de muchas PR, sblo se han
identificado dos funcionss: endoquitnasas (Legrand y cols. 1987) y 1,3-3-
glucanasa (Kauffman y cols. 1987). Mas recientemente la actividad de
glucanhidrolasas ha sido asociada con las proteinas PR (Kombrink y cols. 1988).
Las proteinas PR han sido descritas por lo menos en 20 especies de plantas
incluyendo dicoﬁledéneas y monocotiedéneas. Estas proteinas también se
inducen en plantas durante su floracién, senescencia, estrés y plasmalisis
(Kauffman y cols. 1990}, Existen 2 isoformas la vacuoles y la sxtraceluiar y &l
parecer son productos de diferentes genes (Dixon 1891).

22




Introduccidn
ANTIGENQ S

Existen otras proteinas relacionadas con las CRISP que provienan de insectos y
causan alergia en humanos: antigeno 5 (Dol m VA 'y VB) del veneno de avispén,
Ves v V del veneno de avispas (yellow jacket) y Pol a V del veneno de avispa
comun. La funcién bioldgica de estos péptidos es desconocida, pero tienen
secuencias similares con las proteinas relacionadas con la patogénesis PR de 15
kDa y con las proteinas de epididimo de mamiferos de 26 kDa (Luy cols. 1993).
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ANTECEDENTES

Los primeros antecedentes de este trabajo fueron reportados por Mochca-
Morales y cols (1990}, ellos aislaron una nueva toxina del veneno de Heloderma
horridum  horridum. La purificacién fue hecha a través de una primera
cromatografia de filtracion en gel usando Sefadex G-75, seguida por una
cromatografia de intercambio idnico en DE-celulosa y dos en Carboximetil
Celulosa. Obtuvieron de esta forma un polipéptido de un peso molecular aparente
de 25,500 al que llamaron helotermina {(HLTX).

y 2 3 4
«— A P,
@
-— ®

Fig 3. Andlisis electroforético de fracciones obtenidas por cromatografia, SDS-PAGE 15% utilizado
para analizar varias fracciones obtenidas de las cromatografias. Carril 1, 20 ug de helotermina
purificada. Carril 2, 10 ug del pico cbtenido de la columna DE-celulosa. Carril 3, 20 ug de proteina
de la traccién |t de Sefadex G-75. Carril 4 veneno soluble (50 ug). Tomada de Toxicon, Alagén y
cols. 1982.
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La LD, reportada para esla toxina es 2.5 ugjgr y al ser inyectada en ratones
causa letargia, pardlisis parcial de miembras y disminucién en la temperatura del
cuerpo. La figura de abajo muestra una representacion gréfica de la disminucién
de la temperatura en 8 ratones inyectados intraperitoneaimente con 30 ug de

toxina (aprox. Diy,). La temperatura fue medida por via intrarectal.

10 20 W [3+} 52 &0
Time {min)

Fig 4. Efecto de la helotermina en la temperatura de cuerpo de ratén. 30 (g fueron inyectadas por
via i. p. en & ratones de ta cepa CD1. Se les tomo cada 10 minutos la temperatura intrarectal. En
los primeros 40 minutos después de la inyeccidn una disminucion constante en ta temperatura del
cuerpo fue observada en todos los fetones, ostabilizéndose en 33-32 grados por 30 minutos,
Tomada de Toxicon, Mochca-Moralkes y cols 1980,

£l efecto de pardlisis de miembros (Mochca-Morales 1991) sugeria que un posible
hlanco de la toxina podia ser el acoplamiento de excitacién-contraccion. Se
hicieron estudios con dos receptores quée se ha propuesto estan directamente
involucrados en el acoplamiento de excitacién-contraccion del misculo cardiaco
y esqueletaco Dichos receptores son: el receptor de dih;dropmdma de la
membrana plasmética y el receptor de rianodina en membranas de reticulo
sarcoplasmico (RS) (McPherson y Campbell, 1993). Los resultados de
competencia (fig 5) demostraron que la HLTX produce una fuerte inhibicidn
(aproximadamente 50%) en la unién de *H rianodina a su receptor en reticulo

sarcopldsmico de musculo esquelético. Esta inhibicion fue usando una
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concentracion de 200 nM de HLTX, sin afectar la union de (*H)} PN200-110 a
receptores de dihidropiridina tanto cardiacos como esqueléticos. Dos
componentes fueron detectados en la interaccién de la helotermina con ei
receptor de rianodina esquelético. Uno de alta afinidad que inhibe el 60% de la
unién de risnodina con aparente afinidad de 20 nM y un componente con una
baja afinidad que inhibe la unién de la rianodina en el rango micromolar. La toxina
multifdsica muestra una dosis dependencia en el RS esquelético y otra en RS
cardiaco sugiriendo que varios sitios de la 1oxina interactuan en el receptor de
rianodina (Morrissette y cols. 1995},

iy
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Fig 5. Desplazamiento de (*H) rianodina del raticulo sarcoplésmico esqueldtico y cardiaco usando
helotermina. Torada de Biophysical Journal, Morrissette y cols. 1995,

Al ser el receptor de rianodina un canal de calcio y éste estar involucrado en el

acoplamiento excitacién-contraccidn, el efecto de la helotermina podria explicarse
&n términos de su efecto sobre dicho canal.
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Por otro lado Morrissette y cols. (1994) reportaron que la helotermina inhibe el
pegado de rianodina a vesiculas de musculo  esquelético de ratas.
Concentraciones micromolares de HLTX disminuyen la probabilidad de apertura
de los canales liberadores de Ca®* incarporados en bicapas lipidicas.

Estudios electrofisidlgicos con la HLTX probéndola en axon gigante de calamar,
células ganglionares de pollo y en células del corazén de ratas recién nacidas
indicaron en principio que la helotermina no afecta los canales de Na* Ca** o K*
dependientes de voitaje (Carbone E. y Possani L., Yatani y cols, datos no
publicados. Mochca-Morales y cols. 1991). Sin embargo, posteriormente se
demostré que ia helotermina es un potente inhibidor de los canales de Ca** en
células granulares del cerebro de ratas recién nacidas, ya que bloquea un 50% de
Ja corriente de Ca** voltaje-dependiente por un mecanismo de accién rapida. La
toxina no afecta la cinética de activacion-inactivacién de Ca®*  (Nobile y cols.
1994). Se han realizado otros estudios electrofisiolégicos de la HLTX probandola
en corrientes de K* de células granulares de cersbelo de rata recien nacida. Se
ha demostrado que act(a con diferente afinidad en dos tipos de corrientes de K*

presentes en las neuronas del sistema nervioso central (Nobile y cols 1984b).

Existen dos péptidos del veneno del alacrén Pandinus imperator que afectan
canales de rianodina. Un inhibidor de 15 kDa (IpTxi) que inhibe la unién de (*H)
rianodina a RS tanto del masculo cardiaco como del esquelético con un EDy, de
10 nM (Valdivia y cols. 1992, Zamudio y cols. 1997a). El segundo es un activador
de 5 kDa (lpTxa) que estimula la unién de rianodina al RS del musculo
esquelético a concentraciones nanomolares, perc no al del misculo cardiaco.
(Valdivia y cols, 1992. Zamudio y cols. 1997b. El-Hayek y cols. 1995).

Estos estudios son importantes ya que la purificacién y caracterizacion molecular
de ligandos que afectan dominios especificos del receptor de riancdina, pueden
dar pistas de la estructura del poro, de su estadu conformacional, y del control de
1a liberacién de Ca** inducida por Ca®*.
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De una libreria de ¢cDNA hecha a partir de las glandulas venenosas del Hefoderma
Rorridum horridum, se obtuvieron dos clonas una de 1104 nucledtidos
(Morrissetts y cols. 1985) y una de 988 nucledtidos (Pardo, 1995). (GenBank no.
de acceso U13619). De la secuencia de nucledtidos se dedujo la secuencia de
aminoacidos obteniendo 242 amincécidos. Esta secuencia coincidid con 5
secuencias cortas obtenidas previamente por determinacién de aminoacidos de
fragmentos generados por digestén triptica y corte quimico. La helotermina
cuenta con 16 residucs de cisteinas, un péptido sefnal de 19 aminoécidos y no
contiene sitios potenciales de glicosilacion (fig. 6).

TGTTCCACCAATCAGRECETCAGGOCTCTCOT AR TTCCTSCTTTGATOACCAGCARCCOTGAL 65
y|ig§§c£A5PKLPGLHT5NPDIS

CAACAMLCGAGATCACTGACAAGCACANTAACC TACGGAGAATAGTCGAACCCACTGCCAGE 120
¢ 0T E I TDEKBHMNNILRBRERIVYETPTAS 16
AACATGCTGAAGATGACATCCAGCANT AAGATPGCACAAAATGCACAGCGCTCGGCCAACCAR ) 9 1
N M L X B T W 5 N X 1 A Q N A& Q R § A N Q 57
TGCACTTTGEAGEACACTTCAAAAGAAGAGAGAAC AATAGATGGTG TAGAGTGTGGAGMAAT - 254
¢ T L EMNWNT S K EE®RR TI1DGUVETLGEN T8
CTCTTCTTTTCAAGCGC! 'CCTTACACATGGTCTTATGCCATTCAGAATTGGTTTGATCAAAGA 117
L F FS§ S5 AhPY THWS Y AT QQHNWFDER 99
AATACTTTAGSTTTAATTATECACCAACTGCAC AARACGTCATGATTGGCCATTACACTCAG 380
xvraPchPTAQNUM]GHYTQIZO
CTCG M TGGTATAGCTCTTATGAACTCGGG TG TGC TATCGCC TACTGTCCTGATCAGCCAMCT 443
vV VWY RS Y ELGCHMATIAYCPODGQZPT 141
TACMGTAC'I‘J\CCMGT'[‘TCCCAGTACMCCWMCAWMMGCCGGMGTACACC S04
VKYYQVCQ‘(CFGGN]RSRKYTI&Z
CCCTATTCCATAGGACCACCATGCGGGGATTGCCCAGATGCTTGCGACARCOGATTGTGCACT 368
PYSIGPPCGOCPDACDHGLC'\‘!E'&
MTC(‘M‘GCMCCJ\MJ\TGATGT‘Y‘TACMC{\ACNCCCAGJ_\C'!'ICMG}\MCW!’GGGMC’!‘ €12
N P C K G B DV Y NMNCUPDLZXKQVGC 20
GOCEATCOTATAATCARAGACTGCATEGCCACTTGC AR TGTCTGACAGAAATARAA  TGR €91
¢ H P 1 M XK D CM AT C K CLTETIK fn 13
GTCTCCAGAATCAACTGATCATEE RAGTCATCTCC TTGCATTAAAGCAATARCGTRGATCCTT 755
PGOTRAATCAGGC TETCATTTAGATITGEGTATCCCTCCGTTAAMATTGTAGACCACTGCAGG. 814
ACATACACACACAAAATGCATAAGCGAATTATTTC TAATACGTATTTTCAAAATGTCICCTTC ['1-3%

TATGTAACTCTTTCCAGTTATTTTTTAMAMGTCATGAGATTCTGCCTCTCTTTTTTTATETG 944
CAGCCAAATTTACTAMMGTAATAMMGTTCATTCTTCTGA 986

Fig 6. Secuencia nuclectidica del gen que codifica para la toxina Melotermina. La secuencia subrayada en la
pane supariar cormsponde &l péptido sefal truncado. Le secuencia subrayada en la parte irferior
corresponde a la sefal de poliadenilacién. Tomada de la tesis de licenciatura de Pardo, 1995.
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En una comparacién de secuencias utlizando el programa GCG de la
Universidad de Wisconsin, observaron que la helotermina tenia hormologia
significativa con proteinas secretoras ricas en cisteinas (CRISP). Un 46.3% con la
proteina AEG, 45.5% con la proteina CRISP 1, 48.6% con la proteina CRISP 2,
41.5% con la proteina CRISP 3, 48,6% con CRVP (proteina de veneno rica en
cisteina). Todas estas proteinas conservan ios 16 residuos de cisteinas. Existen
otras proteinas gue guardan menor homologia (30%) con la helotermina, como el
antigeno 5 del venano de insectos y las proteinas de plantas relacionadas con la
patogénesis PR (Morrissette y cols. 1895. Chang y cals 1897).
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Fig . Aliniamierto muitiple y comparacién de secuencias en el programa GCG. Helotermina (HELO), toxina
de T. Mucrosquamatus [CRVP), proteina Acida dal epididimo de rata (AEG-rat), proteina de testiculo de
numana (TPX1-humary), Glicoproteina especifica da testiculo de raton (TPX1-mouse), Antigero 5 de veneno
de avispas (Dol m VA y VB], de yellow jacket (Ves v V) (Fola V) ¥ de proteinas relacionadas con la
patogénesis (PRP-tabacco, PRP-tomato y PRP-bartey). Los 16 residucs de cistelnas estdn marcados con
asteriscos . Tomada de Toxicon, Chang y cols. 1997.
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Como se menciond en la introduccién, Ebespaecher 1995 propuso una
representaciéh esquematica de la estructura secundaria de la proteina CRISP 1.
En esta figura se observan 2 dominios estructurales, el N-terminal conformado por
3 puentes disulfuro y el C-terminal que contiene 10 cisteinas y que se piensa
forman 5 puentes disulfure. Las proteinas de avispa y las PR de plantas no
cuentan con ef deminio carboxilo terminal.

domain 2

iCZD GLOTNSCGHE

DKYTHCKYLY KHLSCEHELL

KKGEKATCLC EGKIH
CKATCAC EGRIE COOH

Fig 7. Representacion esquemética de la estructura secundaria del dominio N-terminal de CRISP 1. Los
residuos de cistelna se muestran en circulos negros. El limite entre dominios esta represertado con una linea
recta ertre Ja posicidn 153-154. Temada del Mol Reprod. Dev, Eberspeecher y cols. 1995,
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Debido a las caracteristicas funcionales de la HLTX que hasta ahora se han
reportado: bloqueadora de canales de Ca® y disminuidora de la temperatura
corporal, nos propusimos para este trabajo de maestria expresar a la toxina
completa. De este modo tener una cantidad suficiente de HLTX que nos permitira
en un futuro, probar su funcién en ensayos electrofisiologicos més finos. Otra de
las perspectivas es expresar ja proteina en dominios separados, considerando
que tal vez diferentes dominios estén asociados a diferentes funciones. En este
trabajo nosotros expresamos un supuesto dominio N-terminal de HLTX, el cual
cuenta con 6 cisteinas, las que probablemente estén formando 3 puerntes

disulfuro.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
EXPRESION DE LA TOXINA RECOMBINANTE HELOTERMINA (HLTX) DEL
VENENO OE Heloderma horridum horridum UTILIZANDO DOS SISTEMAS
(EUCARIONTE Y PROCARIONTE).
OBJETIVOS ESPECIFICOS
I Obtenciénde anticuerpos policlonales contra la HLTX nativa
II Clonacidn del cDNA de HLTX en un vector de expresidn procarionte

III Expresion de la HLTX recombinante en células de £ colf

IV Clonacidn del ¢cDNA de HLTX y el dominio N terminal en un vector de

expresion eucarionte

V Expresion de la HLTXr y el dominio N terminal r, en células de insecto

2




Material y Métodos

MATERIAL Y METODOS

OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES CONTRA HLTX

Previamente a la inmunizacion en conejos Nueve Zelanda blancos, se tomaron
muestras de suero preinmune para su Uso como control en los ensaycs
serolégicos. Los anticusrpos contra HLTX se prepararon por inmunizacion via
subcutdnea de un conejo. El protocole de inmunizacion consistid en una primera
inyeccion con 100 ug de HLTX (purificada mediante el protocolo de Mochca-
Morales y cols. 1991) en 300 ! de PBS con un volumen igual de adyuvante
Completo de Freund (ACF). Quince dias después se le hizo una segunda
inmunizacién pero ahora con 50 ug en 300 ut de PBS y 300 ul de Adyuvante
incompleto de Freund (AlF). Cuatre inmunizaciones similares fueron hechas cada
15 dias. A partir de la tercera inmunizacién se sangré al canejo (2 ml) para medir
el titulo por ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Este ensayo de ELISA se llevd a cabo, pegando 5 ug/ml de toxina purificada de
Heloderma (HLTXp) a wuna microplaca de fondo curvo (P96 maxisorp),
posteriormente se incubd una hora a 37°C. Se bloquearon las uniones
inespecificas con PBS+B8SA incubando 1 hora a 37°C. Posteriormente se le
adicioné diferentes diluciones de! suero policlonal levantado vs. HLTXp, v se
incubd 1 hora a 37°C. Se le adiciond el segundo anticuerpo de cabra-anti-igG de
conejo conjugado a peroxidasa en una dilucion 1:3000 y se incubd 1 hora a 37°C,
para posteriormente reveiar la reaccion adicionando ortofenilendiamina (0.4
mg/ml) mas H,0, al 30% disueltos en amortiguador de fosfatos 0.1M pH 5. Para el
control positivo se utilizé un suero policlonal vs. HLTX previamente obtenido.
Como control negativo se utilzd el suero preinmune. La sangria final se realizé
una semana despuds de la sexta inmunizacidn. Los sueros se prepararon
permitiendo la coagulacién de la sangre durante 3 horas a 37°C. Posteriormente
se enfriaron los tubos durante 5 horas en hielo para favorecer la contraccién del
coagulo y se centrifugaron durante 20 minutos a 2000 g.
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SISTEMA DE EXPRESION PROCARIONTE

1.1 Clonacion del cDNA de la HLTX en el vector pSCP105.

1.1.1 Adicién de sitios de restriccién a ia clona de cDNA de HLTX.

El cONA de HLTX (cbienido de una genoteca hecha a partir de las glandulas del
Heloderma) se clond como proteina de fusién con la proteina 9 del fago T7, en e
vector pCSP105, el cual tiene un promotor fuerte del fago T7, un sitio de
clonacian multiple y resistencia a ampiciiina.

Por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se adicionaron al
cDNA de HLTX los sitios de restriccion de las enzimas Eco R, Saft y Bam Hi,
ademas del sitic de corte del factor Xa. La reaccidén se resalizd de forma
automatica en un aparato ciclador de temperatura (Gen Amp PCR System 9600,
Perkin Elmer). Las condiciones fueron: temperatura de desnaturalizacién: 95°C 1
minuto; temperatura de afineacion: 50°C 1 minuto y temperatura de extension
72°C 2 minutos durante 30 cicios.

Tabia 4. Gligonuckedtidos usados para adicionar sitios de restriccion al cDNA de HLTX.

Oligo | .~ Secuencia
HLTX 1P |5 GAGICGAC GGATCC ATCGAAGGTICGTGAGGCCTCTCCTAMCTTCCT &
Safl Bam H Xa regidn 5 del gen HLTX

HLTX 2P |5 GGAATTC TGA TTTTATTTCTGTCAGACA 3
FcoRl FIN Cadena complementaria ds la regitn 3' det gen HLTX
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1.1.2 Digestiébn de vector (PCSP105) e inserto (¢cDNA de HLTX) con enzimas de
restriccion y su purificacion,

Se digirieron e ¢DNA de HLTX y el vector pCSP105 donado por C. Miller
{Brandeis University), con las enzimas £co Rl y Sa/| (Boehringer Mannhein). La
reaccidn fue incubada a una temperatura de 37°C durante 1 hora.

Para la subcionacidén en el plasmido pKS (Stratagen , La Jolla, CA, USA) se
digirié 1ug del plésmido con 1 ul de la enzima de restriccion Eco RV (Boehringer
Mannhsin).

Después de la digestién con las enzimas de restriccion se aplicaron las muestras
en un gel al 1% de agarcsa grado analitico {BIO RAD) disuelta en sl amortiguador'
TBE 1X (ver amortiguadores). Los productos de la reaccion de restriccidn se
separaron aplicando una corriente de 100 volts por 25 minutos, en camaras de
slectroforesis horizontales. Posteriormente se tind e} gel con EtBr {bromuro de
etidic) durante 20 segundos y usando una fuente de luz ultravioleta se
reconocieron las bandas de DNA de interés. Estas bandas se cortaron para su
posterior purificacién mediante el sistema de GlassMax de la compania Gibco
BRL, con o cual en presencia de un agente caotropico (Nal) el DNA se une a una
membrana de silicato dejando pasar todos los contaminantes. Finalmente el DNA
es eluido con 20 ul de agua usando centrifugacidn a 13,000 x g.

1.1.3 Reaccidn de ligacién

Para estimar la cantidad de vector e inserto, se aplicaron 2 ul de ambos DNA
purificados por GlassMax en un gel de agarosa al 1% al que le fueron aplicadas
jas mismas condiciones que se mencionaron en el paso 1.1.2.

Una vez estimadas las concentraciones se hicisron los céiculos para la ligacién
utilizando la enzima T4 DNA ligasa {Boehringer Mannheim). Las proporciones de
vectorfinserto fueron 1:1 y 1:5, en las cuales la cantidad absoiuta de DNA de
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plasmido fue 50-100 ng. La reaccidn se incubé a 16°C durante 12 horas. Como

controles se utilizaron el plasmido sin ligar y el ptésmida ligado sabre si misme.
1.1.4 Transformacion en células de £, coli DH5a y seleccion de cionas positivas

Para la transformaciéon se utilizaron células de £ coff DHS las cuales fueron
preparadas por el método de inoue y é_ols. (1990). En este método se crecio la
cepa DH5 a 18°C con agitacion vigorosa par 8 haras. Se 1ncub6 10 minutos en
histo y al término de ese tiempo se centrifugd 10 min a 2500 xg a 4°C. La pastilla -
de células que se formé, se resuspendié con el amortiguador TB frio (ver
amortiguadores) y se incubé en hieto por 10 minutos. Posteriormente  se le
adicioné DMSO & una concentracidn final de 7%. Las células se distribuyeron en
proporciones de 600 ul, en criotubos y fueron guardadas en nitrégeno liquido.

Se utilizé el método de electroparacién reportade por Dowe y cals. (1 988). A una
camara de microelectroporacién (BRL) se le adicionaron 20 ul de células
competentes y 1 ul de reaccion de ligacién y se le aplicé una corriente de 2.4 Kv.
Una vez electroporadas las células se les adicions 1 mi de medio 80B {ver
medios) y se incubaron por una hora a 37°C con una agitacién de 250 rpm.
Cuando las células cumplieron su tiempo de recuperacion, se sembraron 200 ul y
50 ul en cajas con 40 pg/ml de IPTG (SIGMA) y 100 ug/ml de X-gal (USB)
incubéndolas a 37°C durante toda la noche.

Se utilizaron tres métodos para demostrar que |as colonias bacterianas tenian e
pidsmido recombinante.

1.1.4.1 a-complementacion. Muchos vectores de uso comun tienen un segmento
de DNA de#E. coli que contiene la secuencia reguladora y la informacién que
codifica para los primeros 146 aminoacidos del gen de la B-galactosidasa (/ac).
Dentro de esta regi6n hay un sitio de clonacion maltiple. Este vector es usado en
células huésped gue en su cromasoma tiene una regi6n que codifica para la B-

galactosidasa no funcional (porque le faltan los primeros 146 aminoacidos). La a-
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complementacidn se da cuando estos dos fragmentos se unen. La bacteria Lac”
es facilmente reconocida porque forma colonias azules en presencia de un
sustrato cromogénico (X-gal). La bacteria recombinante forma colonias blancas,
ya que cuando hay un inserto clonado en el sitio de clonacién mdltiple se
interrumpe la sintesis del péptide de a-complementacion. Por tanto la B-
galactosidasa codificada en el cromosoma de.la bacteria se trunca y no es
funcional, ‘

1.1.4.2 Andlisis de restriccion del DNA plasmidico. Ei DNA obtenido por
preparacién a mediana escala, es cortado con enzimas de restriccién especificas.
De este modo se identifican aquellas colcnias que contiensn pldsmidos con &l
tameafio de inserto esperado.

1.1.4.3 Hibridacién en colonia. £n este método se wtliza una sonda radioactiva
que pueda hibridar con los plasmidos contenidos en las colonias de bacterias.
Marcaje de oligonucledtido. Se usaron 1.5 yl de oligonucledtido (0.54 ug/ml), 5.5

ul de agua, 1 1 de amortiguador, 1 il P*Y ATP (186 uCiful) y 1 ul de enzima
quinasa, teniendo un total de 10 ul. La mezcla de marcaje se incubd durante 45
minutos a 37°C. Una vez conciuido el tiempo de incubacién se le adicionaron 80
ut de amortiguador TE y se fitré en una columna de Sefadex G-75. La columna
fue preparada en un tubo eppendorf de 1.5 ml (previamente equilibrada con TE).
La filtracién fue hecha centrifugando los 100 w! de la mezcla radioactive durante 1
minuto a 2000 rpm en una centrifuga clinica (Damos/IEC). Se agregaron 100 ul de
TE a la columna y se centrifugd con las condiciones anteriormente usadas,
repitiéndose este paso 5 veces. Se estimd la cantidad de radioactividad presente
en cada una de las & fracciones, utilizando un contador gamma (Beckman).

Preparacitn del filtro. Las colonias fueron parcialmente transferidas de cajas de

LB con antibiético & un filtro de nitrocelulosa donde fueron lisadas y el DNA
desnaturalizado. Postericrmente se le adiciond Ja solucién de prehibridacion la
cual consisti® de Dennhardis 5X [100X contiene: ficoll, polivinilpirrolidona y
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albumina de suero bovino, todos al 2% PV}, SSC 58X, pirofosfato de sodio 0.05%,
SDS 0.1%, DNA heterélogo (timo de ternera 100 ug/mi) y agua. Se incubd a 42°C
por 30 minutos. Al concluir el tiempo de prehibridacion se agregé la solucién de
hibridizacién {contiene lo mismo que la solucién de prehibridacion, pero en lugar
de Denhardts 5X, lieva 1X). Se adiciond el oligonuciedtido marcado
radioactivamente y se incubd a 42°C toda la noche. El filtro se lavé tres veces con
SSC 5X, SOS 0.1% y pirofosfato de sodio 0.05%, posteriormente se saco de la
bolsa y se lavb con la misma solucién pero sin SDS. Finalmente se expusieron
toda la noche con una pelicula para autorradiografia (Kodak X-OMAT AR} en un
chasls apropiado. Esta autoradiografia se reveié y se fijo con los reactivos

astandares para peliculas sensibles a rayos X.

115 Purificacion de DNA plasmidico y secuenciacion

Los tres pasos principales que se ocupan en todas las técnicas para purificar
plasmido son: 1) crecimiento de cultivo bacteriano, 2) cosecha v lisis de hacterias
y 3) purificacién de DNA plasmidico.

Se procesaron alicuotas de 1.5 mi de cuitivo en tubo “eppendorf”, sedimentando
el paquete celuiar por centrifugacion y adicionando 1 ml de amortiguador SET
(ver amortiguadores). Posteriormente se centrifugaron las céiutas por 1 minuto &
13,000 rpm y se volvié a resuspender el precipitado celular en 150 pl de SET.
Para eliminar el RNA se le adicionaron 5 ul de RNAsa incubando por 10 minutos.
Para romper ia pared celular se le adicionaron 350 ul de mezcla litica (SDS 2%,
NaOH 0.4 N V/V) incubando 10 minutos en hislo. Para precipitar el DNA
cromosomal se |le adicionaron 250 yl de amortiguador de acetato de sodio 3 M
pH 4.8 y se incubd 10 minutos en higlo. Una vez transcurrido este tiempo se
centrifugd 8 minutos y af sobrenadante se le adiciond un volumen igual de
isopropanol y se repitid la centrifugacion. Posteriormente se Javd e precipitado
con etano! al 70% y la muestra se secs al vacio.
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La secuencia nucleotidica se determiné usando e método de “terminacién de
cadena” (Sanger y cols. 1977). Este método se basa en el uso de 2'.3-
dideoxinuclestidos (ddNTPs) y su incorporacién dentro de una cadena creciente
de DNA. La sintesis de las cadenas de DNA finaliza cuando los dideoxinucledtidos
son incorporados. Esto es debido a que carecen de un grupo 3' OH, por lo que
ya no se puede formar la préxima union fosfodiester. Para llevar a cabo este
método se utilizé el paquete de Sequenasa (USB) y para la determinacidn de la
secuencia se usaron oligonucleétidos det plasmido pPCSP105 que se muestran
en la siguiente tabla.

Tabla 5. Oligonucledtides que empalman con el pldsmido pCSP105, usados para secuenciar el
c¢DNA de HLTX.

Qligo " |~ _ ~Secuencia
PCSP1 |5 CGTCGTCAAGTCCAAG TCGAACAGAAAGTAAT &
PSCP2 |5 AGAACTTCTGCTTTCCCGGAGCACTA 3

El tiempo de aplicacién de corriente a geles fue variable segun las necesidades
de la lectura {entre 3y 7 horas). La concentracién de acrilamida fue de 7.5% con 8
M de urea. La preparacién de los geles se hizo de acuerdo al protocolo de
Maniatis y cols. (1989). Se calentaron las muestras antes de aplicarlas al gel
(95°C). E! gel fue previamente calentado a 50°C y una vez puestas las muestras
sn o orden GACT se les aplicé una corriente equivalente a 2000 voits. El gel se
expuso en un chasis para autorradiografia con una pelicula Kodak X-OMAT AR
durante toda la noche, para posteriormente revelarla con té;::nicas convencionales

para peliculas de raycs X.
1.2 Expresion de helotermina como proteina de fusion

1.2.1 Transformacion en células BL21 e identificacién de colonias positivas
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La cepa de £ cofi BL21 {DE3) contiene un lisbgeno del fago lambda, el cual
cuenta con el gen de la RNA polimerasa del fago T7 bajo el control de! promotor
de lacUVs, inducible por lactosa (misma que sustituimos por el inductor IPTG).

L a construccion pCSP105/protefna 9/HLTX fue introducida en la cepa de E. cofi
BL21 (DE3) siguiendo la metodologia del inciso i.1.4.

La identificacién de la clonas positivas se hizo mediante un analisis de restriccién
{ver inciso 1.1.4.1} y una hibridacién en colonia (ver inciso 1.1.4.3)

1.2.2 Expresion de la proteina de fusion proteinad/XafHLTX

Para la expresion de HLTXr se empled, como se menciona anteriormente, el
vector de expresién pCSP105. Este vector permite la obtencién de quimeras con
o producto de la proteina 9 del fago T7 en su extremo amino seguido del
polipéptido de interés. Ei dominio de fusion pueds ser eliminado mediante
digestion con la proteasa factor Xa, debido a que la zona entre la proteina 9 de T7
y la HLTXr hay un sitio de corte para dicho factor.

Se inocularon las colonias positivas en un iitro de medio Luria con ampicilina
(100 ug/mi}. Se incubaron a 37°C hasta que el cultivo alcanzé una D.0. de 0.9
(aproximadamente 5 horas). Se indujo la expresién de la proteina de fusién
adicionando 5 mM de IPTG y ampicilina (50 pug/ml) y se incub6 por dos horas a
37°C con agitacién vigorosa.

1.2.2.1 Electroforesis de proteinas

La separacion de proteinas en base a su tamafo se realizd por slectroforesis en
geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE), segin Laemmii (1970).
£n este trabajo, se utilizaron geles inferiores de 15y 12.5% de acrilamida.

Las muestras se prepararon siempre en condiciones reductoras con B-
mercaptoetanol 5%. Previo a su separacién electroforética se desnaturalizaron y
redujeron los puentes disulfuro calentando las muestras a 95°C durante 5
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minutos. La cAmara utilizada fue la Miniprotean Il de Bio-Rad. Las separaciones s
realizaron utilizando voltajes constantes de 100 V aplicados por una fuente (B!
Electroforesis Compact Power Supply. Los geles obtenidos fueron fijados vy
tefidos con azul de coomasie o bien usados para transferencia a membranas de

nylon para inmunodeteccién de proteinas especificas mediante anticuerpos.

1.2.2 2 Transferencia a membranas de nitrocelulosa de proteinas separadas por
SDS-PAGE

Las proteinas una vez terminada la electroforesis se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Optitran) en una camara trans-Blot® SD Semi-Dry (Bio-Rad). Se
pusieron tres papeles filtro Whatman de tamano del gel, previamente saturados
con el amortiguador de transferencia (ver amortiguadores). Sobre ja capa de
papel filtro se colocé la nitrocelulosa cortada segun las dimensiones del gel
humedecida con el amortiguador de transferencia. Sobre esta capa de papel se
coloco el gel de poliacrilamida (previamente equilibrado por 15 minutos con el
amortiguador de transferencia). Finalmente se colocaron tres papeles filtro
saturados con amortiguador de transferencia sobre el gel. El gel se transfirid por
1 hora a 25 V. Una vez completada la transferencia, se tifid el gel en una solucién
de 50% metanot, 0.1% de coomasie,'que posteriormente fue destehido con una
solucion de 50% de metanol y 10% de acido acético para visualizar la eficiencia

de la transferencia.
1.2.2.3 inmunodeteccion en membranas (Western Blot)

Los geles de SDS-PAGE transferidos a la nitrocelulosa se bloguearon con 3% de
BSA en PBS pH 7.4, por una hora a temperatura ambiente. La inmunodeteccion
se realizo con‘anticuerpos anti HLTXp de Heloderma, producidos en conejo a una
dilucién de 1:5,000 en PBS+BSA 1%, incubandolos 1 hora a temperatura
ambiente. Los filtros fueron lavados 5 veces con PBS+tween 0.05% durante &l
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menos 15 minutos. Posteriormente los filtros se incubaron 1 hora a 37°C con una
dilucién 1:3000 en PBS/BSA 3%, de antisuero de cabra anti conejo acoplado a
peroxidasa. Los filtros fueron lavados como en el paso anterior y revelados con
una solucién de diaminobenzidina en amortiguador de fosfatos 0.05M pH 7.4 y
H,0, al 1.2%. La reaccidn fue terminada lavando los filtros como en los pasos

anteriores.
1.3 Purificacion de la proteina de fusion
.3.1 Preparacion del lisado bacteriano.

El cultivo se centrifugé a 5,000 rpm en un rotor JA-14 & 4°C durante 7 minutos.
Las célutas se resuspendieron en 25 mi de amortiguador de lisozima (ver
amortiguadores), fisando el paguete celular con 2.5 mi de lisozima (2 mg/mh). Se
aRadieron los siguientes inhibidores de proteasas: PMSF 1mM, EDTA 50 mM,
leupeptina a 1 ug/ml y pepstatina & 1 ug/ml. Posteriormente las células se
rompieron por sonicacién durante 10 minutos en forma intermitente para evitar el
calentamiento de la muestra. E} material insoluble se separd del sobrenadante
centrifugando a 15,000 rpm en un rotor JA-20 & 4°C durante 20 minutos. Después
de la centrifugacién el sobrenadante se paso por fibra de vidrio para eliminar
restos de material insoluble.

Para la purificacion se usaron 2 metodologias:

1.3.1.1 Purificacidn con el protocolo usado para la proteina 9 del fago T7.
Crbmatograﬁa de intercambio ibnico.

Se pasaron las proteinas solubles por una columna de DE-52 (2.5 cm de

didmetro, 4 cm de largo) la cual previamente se equilibrd con amortiguador A (ver
amortiguadores). Se lavé la columna hasta que 1a OD,, flie menor de 0.030. Se
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etuyeron las proteinas con un gradiente linear de 50 a 500 mM de NaCl (60 mi de
amortiguador A y 60 mi de amortiguador B).

1.3.1.2 Purificacién mediante fraccionamiento de sulfato de amonic y
cromatografia de afinidad

1.3.1.2.A Fraccionamiento de protsinas con sulfato de amonio

Se obtuvo la proteina total de £ coli BL21 (DE3) siguiendo la metodologia del
inciso 1.2.3.1.A Posteriorments se hizo un fraccionamiento de proteinas a
diferentes porcentajes de sulfato de amonio (20%-60%). A un volumen
establecido de proteinas se le adiciond poco a poco la cantidad de sulfato de
armonio en polvo que lievara la solucion al porcentaje deseado. Esta reaccidn se
equilibrd agitando la solucion suavemente con un agitador magnético, a 4°C y
controlando que el pH no hajara de 7. Se probaron diferentes tiempos de
equilibrio (30-90 min.) Posteriormente se centrifugd la muestra a 10,000 rpm en un
rotor JS 13.1 de columpio, durante 20 minutos. El precipitado de proteinas se
resuspendié en PBS (ver amortiguadores). £l sobrenadante se recicio para otro
fraccionamiento, después de haber tomado una alicucta. Ambos precipitado y

sobrenadante se dializaron haciendo 4 cambios de 1 hora contra PBS.

La cuantificacién de las proteinas en las diferentes muestras se realizé mediante
el método de Bradford (1976), que se basa en la unidn cuantitativa de! azul
Coomasie a las proteinas (reactivo 5X de Bio-Rad). La union del colorante a las
proteinas se detecta a una absorbancia de 596 nm, La concentracién de proteinas
en ias muestras se determind por comparacion a una curva patrdn. La curva tue
hecha con diferentes concentracionses conocidas de albumina de suero bovino
desde 0.062 mg/m! hasta 1 mg/ml.

La helotermina no es una enzima, por lo cual no se puede medir ninguna
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actividad. Para tener una idea de donde realmente se estaba quedando la mayor
parnte de la proteina de fusidn, obtenida por el fraccionamiento con sulfato de
amonio, se hizo un ensayo de ELISA. Para el experimento de cuantificacidon por
ELISA se hizo un experimento control. En este experimento se pegaron diferentes
concentraciones de proteinas obtenidas por la precipitacion de 25% de sulfato de
amonio a microplacas de fondo curvo (p96 maxisorp). Las concentraciones
probadas fueron de 1 gg por pozo hasta 3.5 ug/pozo. De esie experimento se
concluyd que se podia usar para experimentos posteriores una concentracion de

2.5 ug ya que entra dentro de la linearidad de la gréfica.

2.5 ug/pozo tanto de la proteina total como del precipitado y sobrenadante
obtenidos a partir de 25% de sulfato de amonio se unieron & la placa de ELISA
(P96 maxisorp). Se incubd una hora a 37°C y se desechd el exceso de proteina no
absorbida. Se bloquearon todas las uniones inespecificas con PBS+8SA 1%
incubando 1 hora a 37°C. Se elimind el liquido y se lavd la placa 5 veces con una
solucién de PES+tween 0.01%. Posteriormente se le adiciond anticuerpo
policlonal de conejo levantado contra la HLTX nativa, en una dilucién de 1:10,000
utilizando PBS+Tween 0.05%+BSA 1%, incubando una hora a 37°C. Se lavd la
placa 5 veces como el paso anterior. Se adiciond un segundo anticuerpo de
cabra-anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa en una dilucién 1:3000 en
PBS +0.05% Tween+0.1% BSA e incubando a 37°C por una hora. Posteriormente
se lavaron las placas y se revelaron por la adicion de ortofenilendiamina (0.4
mg/mi) mas H,O, al 30% disueitos en amortiguador de fosfatos 0.1M pH 5. La
reaccion se termind anadiendo 25 ul de HCI6 Ny la D. Q. , se determing en un
lector de placas (Bio-Rad). Los ensayos se hicieron en pocillos por duplicado.

1.3.1.2.B Cromatografia de afinidad

Preparacion de la Resina: 2 m! de EAH Sepharosa 4B se lavaron en tres

ccasiones con H,0 por centrifugacién a 2,000 rpm durante 10 minutos a
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temperatura ambiente. Posteriormente se lav la resina 5 veces con amortiguador
de carbonato-bicarbonato 0.1 M pH 8.5 en las mismas condiciones que el paso

amerior.

Activacién de EAH Sepharosa 4B: Se mezctd suavemente los 2 ml de resina con

466 ml de amortiguador carbonato-bicarbonato 0.1 M pH 85 y 0.66 mi de
Glutaraldehido 25%, durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente
se lavé 1a resina seis veces con amortiguador de carbonato-bicarbonato 0.1 M pH
8.5 (se guardd la solucién del sexto lavado a 4°C para determinar DOy, nm).

Acoplamiento de HLTX a la resina: Los 2 ml de resina activada se mezclaron con

500 pug de HLTXp. Se mantuvieron en agitacion durante toda la noche a
temperatura ambiente. Se cenirifugé a 2,000 rpm durante 10 minuios y se
determind la DO, nm del sobrenadante. Después se agrego a la resina 15 mi de
una solucion de glicina 0.5 M en amortiguador de carbonato-bicarbonato 0.1 M
_pH 8.5. Se incubé durante 12 horas a temperatura ambiente con agitacion suave.

Lavado de Resina con glicina: Se centrifugd la resina a 2,000 rpm y se descarto la

solucién sobrenadante. Posteriormente se lavo con 15 mi de glicina 0.1 M pH 2
durante 5 minutos con agitacion lenta a temperatura ambiente. Por dltimo se

centrifugé a 2,000 rpm y se resuspendid en PBS pH 7.4.

Purificacién de Anticuerpos especificos contra HLTX

Todos los pasos de purificacién se lievaron a cabo a 4°C. Los 2 ml de resina se
empacaron en una columna de plastico (QIAGEN). Se equilibrd la columna con
10 vaolimenes de PBS pH 7.4. Posteriormente se aplico 0.5 ml de suero de conejo
levantado contra HLTXp, éste se pasd por la columna por o menos 5 veces para
asegurar una completa absorcién de los anticuerpos. Se lavo la columna con 5
volimenes de PBS pH 7.4 o hasta que la tectura de DOm; diera menor de 0.030.
Se despegd la proteina con 5 volimenes de glicina 50 mM pH '2.0. Los
anticuerpos fueron colectados en fracciones de 1 ml, poniendo previamente en
los tubos colectores 250 ul de amortiguador de fosfatos 1M pH 8.5. Una vez

despegados los anticuerpos se lavé la columna con 10 volimenes de PBS.
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Purificacién de helotermina recombinante

Para la purificacidn de HLTXr se hizo una columna de afinidad como en el inciso
(1.3.1.2.8) pero ahora se le acoplaron a la resina, los anticuerpos especificos
contra HLTXp. La cromatografia se hizo siguiendo la misma metodologia que el
inciso arriba mencionado

1.3.2 Digestién con el factor Xa

El corte con el factor Xa consistié en solubilizar la proteina en el amortiguador de
corte de la enzima (ver amortiguadores). Posteriormente se le agrego fa enzima
en una relacidn 1:200 peso/peso respecto a la proteina de fusién. Se dejo a

temperatura ambiente por 12 y 24 horas
Il SISTEMA DE EXPRESION EUCARIONTE

El sistema de expresidn de baculovirus ha sido ampliamente utilizado ya que es
un método facil de usar y cuenta con el promotor fuerte del gen de la poiihedrina
(30-70% de proteina de insecto es polihedrina).

La produccién de esta proteina no es necesaria para mantener la infeccién en
cultivos celulares in vitro, por lo que se han construido vectores (baculovirus)
reemplazando el gen de la polihedrina con el cDNA de interés. Estos vectores
son introducidos a células de insecto, las cuales producen grandes cantidades
de proteina recombinante en los estados tardios de su ciclo de replicacién.

El tipo de baculovirus usado més ampliamente es el virus de la polihedrosis
nuclear de Autographa californica (AcNPV). Las lineas celulares usadés para su
replicacion  han sido derivadas de! tejido ovérico de la pupa de Spodoptera
frugiperda (Sf) (Fall army wormj.

Este sistema cuenta con varias ventajas como son: altos niveles de expresion

heterélogos, tiene la maquinaria necesaria para llevar a cabo parcialmente el
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proceso postraduccional de las proteinas eucariontes. También cuenta con la
facilidad para manejar insertos de diversos tamafos (88 pb-200 kb) y sdio se
raplican en invertebrados.

En este trabajo se usé el método Bac to Bac el cual es rapido y eficiente para
construir baculpvirus recombinante, estd basado en fa transposicion sitio
especifica de un cassette de expresion proveniente de un plasmido a un bacmido
(baculovirus) propagado en £, coli

1.1 Clonacién de tres diferentes construcciones en el plasmido donador pFasBac

pFAsTBAC

plasmid

Fig 8. El pldsmido pFastBac con un cassette de expresion, ¢l cual consiste en un gen de resistencia a
gentaricina, el promotor de la polihedrina especifico del baculovirus, un sitio de clonacién maltiple y una
seflal de poliadenilacién de SV40, todo esto insertado entre ¢l brazo izquierdo y derecho del transposén Tn7.
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fi.1.1 Adicién de sitios de restriccidn por medio de PCR a la clona de cONA de
HLTX

Por medio de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR} se adicionaron los
sitios de restriccion de las enzimas Bam HI y Hind It asi como una cola de
histidinas.

Tebla 8. Oligonucledtidos usados para adicionar sitios de restriccién y cola de histidinas al cDNA
da HLTX

Oligo T T T T Seiianaa

Helo/Bam |5 GCOATAGGATGCATGATCCTACTCAGTITATAT G 3

HeloHind/His | 5'CGCTATAAGCTTCAATGGTGATGGTGATGGTGTTTTATTICTGTCAG

ACATTTG 3

Helo/Hind |5 CGCTATAAGCTTCATTTTATTTCTGTCAGACATTIG 3

HeloDoHis |5 CGCTATAAGCTTCAATGGTGATGGTGATGGTGCCCTGGGCAGTACTG

GCAAA T

La reaccion se realizé de forma automética en un aparato ciclador de temperatura
(Gen Amp PCR System 9600, Perkin Eimer). Se usé una temperatura de
alineacion de 59°C por 30 segundos.

Construccion 1: c¢DNA de HLTX con su péptido sefal + sitios de restriccién de
las enzimas BamHI, Hind Il v cola de 6 histidinas
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Construccion 2: cONA de HLTX con su péptido sefial + sitios de restriccion de las
enzimas Bam Hiy Hind lll

Construccion 3: ¢cDNA de las primeras 399 pb + sitios de restriccion de las
enzimas BamH\, Hind Il y cola de 6 histidinas

Il.1.2 Digestidn del plasmido pFastBac y de HLTX

Se digirieron tanto el vector pFastBac (fig 8) (Gibco BRL) como los insertos arriba
mencionados, con las enzimas de restriccién Bam Hl y Hind Il (Boehtinger
Mannhein). Se siguid el protocolo de digestion y purificacion de DNA del inciso
L1.2

1.11.3 Ligacién del inserto de cDNA de HLTX con el vector pFastBac

Para estimar la cantidad de vector e inserto, se aplicaron 5 ug de ambos DNA
purificados por GlassMax en un gel de agarosa al 1% al que te fueron aplicadas
las mismas condiciones que se mencionaron en el paso 1.1.2.

Una vez estimadas las concentraciones se hicieron los cdlculos para ia ligacion
utilizando la enzima T4 DNA ligasa (Boehringer Mannheim). Las proporciones de
vectorfinserto fueron 1:1 y 1:5, en las cuales la cantidad absoluta de DNA de
plasmido fue 50-100ng. La reaccién seincubd a 12°C durante 12 horas.
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I.1.4 Transformacion y obtencién de clonas positivas

Se introdujeron las construcciones pFastBac/HLTX en la cepa HL1-B de £ coii
Se usaron 70ul de células HLi-B en tubos Falcon de 15 ml (previamente
enfriados). Se le adicionaron 1.2ul de B-mercaptoetanol y se incubaron las
células por 10 minutos en hielo. Posteriormente se le adicionaron 50ng de
reaccién de ligacion y como control de la transfeccién se usé 1ul de plasmido
pUC18, Se incubaron los tubos 30 minutos en hielo, al final de esta incubacién se
les dio a las células un chogque térmico a 42°C por 45 segundos. Se incubaron las
células 2 minutos en hielo y se le adicionaron 0.9 ml de medio Luria precalentado
a 42°C. Finaimente las células se recuperaron & 37°C por 1 hora con agitacion
{225 rpm). Se sembraron 100ul en cajas de Luria agar con 100 ug/ml de
ampiciiina.

La Unica caracteristica para seleccionar las clonas positivas era la resistencia a
ampicilina. Corroboramos 10 colonias de las clonas aparentemente positivas,
mediante un PCR siguiendo et protocolo del inciso 11.1.1. En lugar de usar como
templado al ONA purificado, se utilizaron las colonias crecidas en las cajas de

Luria agar.

I.1.5 Purificacion de DNA plasmidico y secuenciacion de las 3 diferentes
construcciones

De cultivos de 200 mt de toda la noche se purificd el DNA plasmidico de las tres
construcciones por métodos convencionales. Se secuenciaron por el método de
Sanger utilizando como sondas oligonucledtidos del plasmido pFastBac (tabla 7).
Se verificaron que las tres construcciones estuvieran correctas y que el cDNA de

HLTX no tuviese mutaciones.
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Table 7. Oligonucledtidos que empalman con el vector pFastBac, los cuales fueron usados pars
secuenciar el cDNA de HLTX.

Oligo Secuencia
PbacP |5 ACCTATAAATATTCCGGATT 3'
PbacM |5' AAAGCAAGTAAAACCTCTAC 3

1.1.6 Transformacion en células DH10Bac, transposicion en el bécmido y
seleccién de clonas positivas

E! DNA fue transformado en las células DH10Bac, ya que en esta cepa se
propaga el bacmido (DNA de baculovirus). El bidcmido cuenta com: un
minireplicén F, un segmento de DNA que codifica para ef péptido LacZ y en el
que esta insertado el sitio de unidn para el transposén bacterial Tn7 (Mini-attTn?).
Se usaron 70 ul de células competentes DH10Bac en tubos de polipropileno a los
que se le adicioné 1 ng de plasmide donador recombinante incubandolo 30
minutos en hielo. Posteriormente se aplicd un choque térmico a 42°C por 45
segundos y se incubd 2 minutos en hielo. Para la recuperacion de las células se
tes adiciont 800 gl de medic S.0.C. (ver medios) y se incubs durante 4 horas a
37°C con agitacién (200 rpm). Finalmente se sembraron 100 ul en cajas de Luria
con 50 pg/ml de kanamicina, 7 yg/ml gentamicina, 10 ug/ml de tetraciclina, 100
pg/ml de Bluo-gal y 40 ug/ml de iPTG.

Se seleccionaron 10 colonias blancas (de cada clona) aparentemente positivas
por la resistencia a kanamicina y la alfa complermentacién del gen de /acZ (ver

inciso 1.1.4.1)
il.1.7 Aislamiento de DNA de bacmido recombinante

Se inoculd una colonia bacteriana positiva en 2 ml de luria con los antibidticos
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mencionados en el inciso anterior y se crecid a 37°C hasta alcanzar la fase
estacionaria (24 horas) agitando a 250 rpm. Se transfirid 1.5 mi de cultivo a un
tubo de microcentrifuga y se centrifugé a 14,000 rpm por 1 minuto. Se removid el
sobrenadante por aspiracién al vacio y se resuspendié suavemente con 300 il de
solucién | (15 mM de Tris-HCI pH 8.0, 10 mM de EDTA, 100 ug/m! de RNasa).
Posteriormente se le adiciond 300 ul de solucién Il (0.2 N NaOH, 1% SDS) y se
incubé 5 minutos a temperatura ambiente. Lentamente se le adicionaron 300 u! de
acetato de potasio 3 M pH 5.5 y se incubé la muestra en hielo por 10 minutos.
Acto seguido se centrifugd la muestra 10 minutos a 14,000 x 9. El sobrenadante
se transfirié a un tubo de microcentrifuga que contenia 800 ul de isopropanct
absoluto, incubando 10 minutos en hielo. Se centritugd la muestra por 15 minutos
a 14,000 rpm a temperatura ambiente, se removid el sobrenadante y se lavd con
500 ul de etanol al 70%. Finalmente se secd la pastila obtenida aspirando el
sobrenadante de alcohol

1.2 Expresién en Células de insecto

{ os bacutovirus han sido aislados de invertebrados, principaimente de insectos.
Por muchos anos, el mayor interés en baculovirus era alrededor de los efectos
devastantes que causaba en poblaciones naturales de insectos, escogiéndolos
como agentes bioldgicos para el control de plagas de insectos. Pero en las
Gitimas décadas se han desarrollado vectores de expresion de baculovirus,

Los baculovirus tienen un DNA gendmico circular de doble cadena entre 88 y 200
kpb y son divididos en tres subgrupos. El subgrupo de nuestro interés es el
subgrupo A, que es el virus de la polihedrosis nuclear multiple de Autographa
californica. La principal linea celular que soponﬁ fa replicacion de AcMNV ha sido
derivada del tejido ovérico de la pupa de Spodoptera frugiperda (fall army worm).
Las células de insecto son capaces de realizar varios eventos de procesamientos
que son requeridos para la formacién de proteinas heterdlogas activas

biolbgicamente: glicosifacién, fosforilacion, acilaciébn de écidos grasos,
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amidacion, También cuentan con la maquinaria para el procesamiento
protealitico, corte de péptido sefal, secrecion y etiquetamiento celular, formacion

de estructura terciaria y cuaternaria etc.
11.2.1 Cultivo celutar

Para la transfeccion se utilizd ia linea celular Sfo (Americam Type Culture
Collection)., ta cual es una clona derivada de la linea Sf21. Estas células crecen
optimamente a 27°C y duplican su poblacion en 24 horas, pero con temperaturas
arfiba de 29°C se para la division cefular. El medio utilizado fue e Grace’s
suplementado con 10 % de suero fetal, adicionalmente se le puso Gentamicina
01% pa:ra evitar el crecimiento de bacterias. El cultivo fue hecho en suspension,
agitandolo a 100 r.p.m para evitar el agrupamiento de células. Para evitar el
rompimiento de éstas por estrés mecanico se adicioné en el medio 0.1% de
Plurénico F 68 (Sigma), para protegerlas. Una buena aireacion se necesité para
un 6ptimo crecimiento. Los matraces fueron ilenados con un cuarto de su
capacidad. Las células fueron sembradas a una densidad de 5 x 10° cels/ml, para
asegurar que se estabilizaran répidamente, éstas se continuaron dividiendo
exponencialmente hasta alcanzar la densidad de 3 x 10° cels/ml, después de ésta
se incrementd la proporcion de muerte.

Para la expresion de las proteinas recombianantes también se utilizé una linea
celular de insecto llamada "“high five™ & BTI-Tn-5BI-4 proveniente de Trichoplusia
ni. Estas células fueron crecidas como indica Chico y cols. (1997). Se utitizd
medio Ex-Cell 401 suptementado con 2% de suero fetal bovino, 0.1% de solucion
pluronica, 0.5% de gentamicina. Las condiciones de temperatura, aireacion y
velocidad de agitacién fueron similares a las utilizadas en tas céiuias Sf9.

I1.1.2.1 Conteo de células

Se removid una muestra de células para contar y estimar la viabilidad de las
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mismas. Se pipeted varias veces la muestra con el fin de no tener las células
agrupadas, se tomaron 20 ul y se colocaron en la camara (hematocimetro). Las
células fueron observadas en el objetivo 10 X en el microscopio invertido usando
el contraste de fase. El cuadrado central representa 1mm? contando el numero de
células en esta area (el cual es usualmente dividido en 25 cuadros pequenos) y
muttiplicandolo por 10* da un numero estimado de célutas por mililitro.

I1.2.2 Transteccién en células de insecto 5f9

El bacmido se transfectd en células de insecto Sf9 Spodoptera frugiperda
usando el agente cellFECTIN (liposoma formado por lipido catibnico que
interactua esponténeamente con el DNA para formar un complejo DNA/flipido). El
cellFECTIN facilita la entrada del DNA def baculovirus a las células eucariontes.
Se sembraron 9 x 10° células en pozos de 35 mm, usando un total de 2 mi de
medio Sf-900 i SFM 50 unidades de penicilina, 50 ug/m! de estreptomicina. Se
usaron célutas de 3 dias de cultivo en la fase media logaritmica con una
viabiidad de 97%. Se permitié a las células que se unieran a 27°C por una hora.
Por otro lado se prepararon las siguientes soluciones: solucién A, se mezclaron 5
ul de DNA de bacmido purificado en 100 ul de medio Sf-900 Il SFM sin
antibiético. Sotlucion B, Se diluyeron 6 i\ del reactivo celiFECTIN en 100 ut de
medio Sf900 | SMF. Posteriormente se combinaron las dos soluciones
suavemente y se incubaron 45 minutos a temperatura ambiente. Regresando a
jas células se retiraron de 27°C y se lavaron con 2 ml de Sf-900 Il SMF sin
antibiéticos. Por cada transfeccién se adicionaron 800 i de Sf-900 )l SFM a cada
tubo que contenia e complejo lipido/DNA. Se mezcld suavemente e
inmediatamente después se aspiré el medio de las células y se cubrieron cc;n el
complejo lipido/DNA incubandolos 5 horas a 27°C. Una vez concluido el tiempo
de incubacion se removid el sobrenadante de las células y se le adicioné medio
Grace's con antibidtico. Finalmente se dejd incubando las células por 72 hrs. a
27°C.
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11.2.3 Cosecha del 1er stock de virus y su titulacion

Se cosecharon 108 virus 72 h después de la transfeccion, se transfirieron los 2 mi
a un tubo estéril y se centrifugaron 5 minutos a 500 x g. El sobrenadante
resuitante se transfirié a un tubo nuevo y se guardd a 4°C protegido de la luz. Se
determind el titulo de las particulas virales infecciosas por medio de un ensayo en
placa. Se sembraron 1.5 x 10" células por pozo 35 mm?, permitiendo que se
unieran por una hora a 27°C. Se preparé en ese lapso de tiempo las diluciones
seriadas de los virus en medio Grace's (desde 10" hasta 10%). Se removid el
medio de las células después de la hora de incubacion y se adiciont por goteo
500 ut de la dilucién de virus. Se incubd la placa por 2 horas a temperatura
ambiente con movimiento suave. Se mezcld una parte de agarosa de bajo punto
de fusién al 3% y dos partes de medio Grace's, ambos precalentadoes a 37°C. Se
aspiré el inoculo y cuidadosamente se cubrieron las células con 2 mi de la
mezcla de agarosa. Después de que la agarosa se solidificd se cubrieron los
pozos con 1 ml de medio Graces con antibiético. Se incubaron las placas 6 dias a
27°C y al finalizar éste tiempo se le adicionaron 0.2 mi de soluciéon MTT por pozo
y se incubaron protegidos de la luz por 2 horas. En estas dos horas las placas de
lisis fueron claramente visibles. Finalmente se contaron las placas de lisis y se
dedujeron las unidades formadoras de placas por mililitro.

pfu/mi= 1ffactor de dilucién x no. De placas x 1/ml de incculo

1.2.4 Reamplificacién de la primer reserva de virus e infeccion de células de

insecto con &l baculovirus recombinante.

Para caracterizar los virus recombinantes se ﬁécesitaba una cantidad suficiente
de material, por lo que se produjo una segunda reserva viral,

Se utilizaron céiulas Sf9 a muy baja densidad (0.5 x 10°) ias cuales se infectaron
con una proporcion virus/célula bajo m.o.i. (multiplicity of infection) de

aproximadamente 0.1.
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Farmula para obtener él inoculo requerido para la reamplificacion del virus

Inocuio requerido (mh)= (MOl deseado) x (no. total de células)
Titulo del inoculo viral (pfufmi)

MOI; muttiplicidad de infeccion

pfu: unidades formadoras de placas

Se establecieron los parametros para obtener dptimas condiciones de infeccidn y
expresion de las tres diferentes clonas:

Se utilizaron dos diferentes lineas celulares Sf@y “high five™.

Se optimiz6 ta MOI: se infectaron poblaciones de células variando 1a MOI {3, 5, By
10) y se realizé un ensayo de expresion.

Se optimizé el tiempo: se infectaron células a constantes MOt y se cosecharon a
diferentes tiempos (24, 48, 72y 96 h.).

Para analizar la expresion del virus recombinante se sembraron 6 x 10° células
(St9 6 “high five") por pozo (en placas de 24 pozos). Se absorbieron a la
superficie por 30 minutos a 27°C, después de la incubacion se lavaron con medio
Grace s suplementado con suero y antibiético. El suero reemplazé el medio con
0.3 ml de medio fresco y se le adicion6 la cantidad necesaria de virus {segun la
MO}, incluyendose un control de células sin infectar. Se incubd a 27°C el tiempo
necesario {24-96 horas) para obtener una optima expresion.

Se recuper6 ¢l sobrenadante y se guardd, por otro lado se lavaron las células con
medio libre de suefo y se lisaron con 0.4 ml de amortiguadar de ruptura (ver
amortiguadores),

Sa hirvieron las muestras a 95°C por 5 minutos y separaron las proteinas por
SDS-PAGE. "
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absorbancia 492 nm.

Resultados y Discusion

RESULTADCS Y DISCUSION
OBTENCION DE ANTICUERPQS POLICLONALES CONTRA HLTXp
Se obtuvieron anticuerpos policlonales de conejo contra HLTX purificada de veneno

de Heloderma (HLTXp). A estos anticuerpos se les determiné el titulo por medio de
ELISA.

Titulo de suero policlonal vs. HLTXp
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diluciones del suero

Fig 2. Determinacion por ELISA del titulo del suero anti HLTXp. Las ordenadas muestran la
absorbancia a 492 nm y las abscisas las diluciones del suero, desde 1:1,000 a 1:100,000, usando
suero preinmune como control negative y un suero policlonal vs HLTXp previamente obienido

como control positive, él titulo de lectura fue 1:35,000.
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Clonacién en el vector pCSP105

Utilizando of cDNA de HLTX (cionado en lambda gt11} como templado, se
adicionaron por medio de PCR los sitios de restriccion de la enzima Sa/ly el sitio de
corte del factor Xa al extremo 5' terminal, asi como el sitio de restriccidn de la enzima
Eco Rl al extremo 3' terminal (fig 10). Para este PCR se usaron los oligonuclectidas

portadores de las secuencias correspondientes [os cuales se muestran en la tabla 4.

Y 2

—1033
— 653

Fig 10. Adicidn de sitios de restriccidn por PCR. En la figura 38 observa la ampifficacion por medio de PCR
del cONA de HLTX mas los sitios de corte da las enzime Salt y Eco Rl En e primer carri se observa el
producto de & amplificacién del cONA de HLTX con fos sitios de resticciSn. En @l segundo camil se
ancuentra &l marcador de pesa molecular an pares de bases,

Al intentar clonar &l cDNA de Xa/HLTX para generar una proteina de fusidn junto con
la proteing 9 del fago T7 en el vector pCSP105, hubo algunos problemas con |a
digestién del fragmento de cDNA con tas enzimas £co Rl y Sa/l. La explicacién que
nosotros le dimas fue que al disediar los oligonucledtidos sele dejaron muy pocas
bases en los extremos y ésto parecia impedir que la enzima reconociera
adecuadamente el sitio de restriccion y cortara. Para solucionarlo procedimos a
insertar el cDNA Xa/HLTX sin digerir en el vector pKS {en el sitio de restriccion para
Eco RV) (ver parte superior de la figura 11). A partir de esta construccion se obtuvo el
fragmento  Eco RIHLTX/Sal |, el cual fue clonado en pCSP105, generando e
piasmido pCSP105/gened/HLTX (ver ia porcién inferior de la figura 11).
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Sa/l FeoRli
Xa

HLTX

Bluescript I KS+/~ i
2.96kb
' Sall

So/i £ecoRl

pCSPI05

Fig 11. Estrategia de clonacién del fragmento Xa/HLTX en los vectores pKS y pCSP105. La banda del
fragmertto Xa/HLTX se clond en el vector pKS en el sitio de Fco RV. Posteriormente se digirid con las enzimas

EcoRly Sal 1 para clonario en el vector pCSP105 y formar asi la construccion pCSP105/geng/MHLTX.
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Como la dnica caracteristica del vector para seleccionar clonas positivas es la
resistencia a ampicifina, decidimos hacer una hibridacién en colonia usando ¢como
sonda un oligonucleétido interno marcado radioactivamente (2,244 cprul). De esta
hibridacién se obtuvieron ocho clonas aparentemente positivas, de las cuales se
purificé el DNA plasmidico y con éste se realizé un andlisis de restriccion utilizando
las enzimas Eco Rl y Sal). De las ocho clonas solo cuatro contenian el inserto de
Xa/HLTX (fig. 12, cariiles 4,7,8y 9}

123456789
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Fig 12. Andlisis de restriceién de la construccidn pCSP105/gens/HLTX. En esta figura se observa
que solo 4 clonas de las 8 aparentemente positivas por hibridacién, contenian la construccion
PCSP105/gen9HLTX. Gel de agarosa 1%. Carril 2 Marcador de P.M., camiles 3-10: 8 clonas
obtenidas por hibridacién en colonia.
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Para verificar que las 4 clonas que generaron un inserto del tamano esperado,
estaban en fase, se secuenciaron los extremos 5' y 3’ de ambas cadenas. Una vez
obtenida la secuencia se analizé y se encontré que el mapa del vector reporiado por
Park y cols. (1991), tenia més de un sitio de restriccién para fa enzima Eco Rl. Esto
trajo como consecuencia la delecion de 13 codones del vector pCSP105 localizados
carrignte abajo del sitio de clonacion. Deletando de esta forma, el sitio de restriccion
de 1a enzima Aind M. Como esta nueva construccién no parecia interferir con
nuestros propdsitos, ‘se procedio a expresar la proteina de fusién en la cepa BL21
(DE3).

Expresion de la proteina9/Xe/HLTX

Al inducic las cuatro clonas con IPTG encontramos que todas expresaban la
proteinad/Xa/HLTX, segdn el peso esperado de la proteina de fusion 61,500 Da:
25,500 Da de la HLTX y 36,000 Da de ia proteina 9 (Fig. 13). Para tener una optima
expresién estandarizamos algunos pasos como:

La D.0. 4, a 12 que tenian que crecer las células BL21 antes de adicionar el IPTG. Se
probaron 2 densidades 0.6 y 0.9, obteniendo una mayor produccién cuando se
indujeron las células a 0.9. Los distintos niveles de aireacion en matraces de cultivo
de 2.8 litros usando 250 y 500 mt de cultivo; aparentemente entre més aireacién haya
mejor es la produccién de proteina recombinante. La concentracion de inductor,
probando diferentes concentraciones de IPTG (0.3,1, 2y 5 mM); se demostré que fa
cantidad de proteina expresada no es dependiente de la éoncentracién de IPTG.

Por ditimo se comprobd que la proteina de fusién no formara cuerpos de inclusion.
Esto se comprobé aplicando al cultivo celular varios pulsos de sonicacion (1,2, 5y
10 pulsas} de 30 seg, obteniendo ja proteina soluble cuando sonicAbamoes con 10
pulsos.

Una vez optimizada la expresién de la proteina de fusion proteinad/Xa/HLTX,
calculamos una produccién de aproximadamente el 6 % de la proteina total de £. coff
{fig 13 , recuadro izquierdo, carriles 4,6, 8y 10)

Para comprobar si la proteina de fusién era reconocida por anticuerpos producidos
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contra la HLTXp, se hizo una inmunodsteccion usando una dilucién 1:10,000 del
suero anti HLTXp. El resultado de este experimento lo podemos ver en el recuadro
derecho de la figura 13, donde las bandas de los cartiles 4, 6, 8 y 10 indican que hay
reconocimiento de los anticuerpos antt HLTXp por la proteina de fusién
proteinaS/Xa/HLTX.

12345678910 123 4 5 6 78 %110

!g..'l"

A

Fig 13. Expresion de la proteina de fusion proteina%/Xa/HLTX. Esta se indujo en la cepa BL21
(DE3) transforiada con el plasmido pCSP10SMHLTX, como se indica en material y métodos. Se
soparsron las proteines de la cepa antes y después de inducir con 0.3 mM de IPTG. El recuadro
de la izquierda es el resuliado de una elactroforesis en un gel de poliacriiamida al 12.5%. El
recuadro de la derecha es el resuitado del inmunoblot con suero anti HLTXp. Carril 1: 2 pg de
HLTXp. Caril 2: Marcador de P.M. carriles 3, 5, 7 y 9 cortesponden a las proteinas bacterianas de
la cape BL21 (DL3) antes de induciras. Carriles 4, 6, 8 y 10 comesponden a las células inducidas
con IPTG. Se probd que los anticuerpos no reconocian a la proteina 9, (datos no mostrados).

62




Resultados y Discusion

Purificacién de la proteina9/Xa/HLTX

Nosotros escogimos el sistema de expresion que contiene la proteina de fusién del
gene 9 de! fago T7, porque es un sistema que se ha empleado para expresar grandes
cantidades de toxinas de alacran que afectan canales de potasio. La proteina de
fusién del gene 9 tiene fa ventaja de ser altamente soluble y carecer de residuos de
cisteina, facilitando de este modo la purificacién de las dos proteinas fusionadas.
Una diferencia notable es el tamafio de las toxinas de alacran que se han expresado
en este sistema {37-39 aminodcidos) y e tamafio de la helotermina (223
aminoécidos). Nosotros tuvimos algunos problemas al usar el protocelo de
purificacién de proteinad/Xa/CbTx reportado por Park y cols. (1991), &l cual consiste
en una cromatografia de intercambio iénico. Park y cols (19891) repostaron que la
proteina de fusion se eluye a la mitad de un gradiente lineal de NaCl (50-500 mM)}. En
este trabajo se hicieron 6 experimentos de cromatografia de intercambio ibnico, de
los cuales ningGn cromatograma fue reproducible. Creemos que las propiedades de
la proteina de fusién se ven altamente influidas por la helotermina y esto vuelve muy

inestable su recuperacion y por tanto poco reproducible.

Planteamos otro protocolo de purificacién el cual consistio en un fraccionamiento de
las proteinas toteles de £ coli usando sulfeto de amonic (S.A). La fraccién més
enriquecida con ta proteina de fusién del fraccionamiento con S.A. se pasd por una
cromatografia de afinidad.

Usando todos los pardmetros anteriormente mencionados para oplimizar la
axpresion de proteinag/Xa/HLTX, se obtuvieron 105 mg de proteina total de 1 litro de
cultivo de £ cofi Estas proteinas se fraccionaron con 25% ¥ 50% de sulfato de
“amonio y la proteina recuperada fue cuantificada por el método de Bradfort {Tabla 8},
Come la HLTX no tiene actividad enzimética ¢ aiguna otra caracteristica que nos
permita verificar [a cantidad total de HLTXr en cada paso de purificacion (como ya se
mencioné en la seccién de material y métodos). tuvimos que definic una unidad
arbitraria de HLTX. La unica forma cuantificable de la presencia de HLTXr disponible
era un ELISA con anticuerpos generados en contra de HLTXp. Definimos una unidad
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de HLTX ({deberiamos decir, una unidad de reconocimiento de HLTX por
anticuerpos), como: la cantidad de 50 nanogramos de HLTXr por pocillo de placa de
ELISA, que en nuestras condiciones experimentales absorbe cerca de una unidad a
492 nm.

Preciptadc de 3647
25%

Tabla 8. Resumen del fraccionamienta con difefentes concentraciones de suffato de amonio.

£n una curva dosis-respuesta {vease fig. 14a) realizada con HLTXp se verificé que
existe una relacion casi lineal en el rango de 0.1 & 1.7 de absofbancia. Ademds, en
cada ELISA tenemos un control interno, utilizando HLTXp. Con base a este dato en fa
fig. 14b se muestra ta cuantificacion obtenida en ef experimento de precipitacion por
S. A En este caso la absorbancia de 50 nanogramos de HLTXp arrojé un valor de
0.834 (segunda barra fig 14b). Asi, se calculd para la proteina total del cultivo
bacterianc antes de empezesr ¢f proceso de purificacion, que en 105 mg de extracto
proteico teniamos 12,600 unidades de HLTXr (ver tabla 8, columna 1y 2). De éstos se
recuperaron 36.47 mg en el precipitado de 25% de S. A, que contenian 6,888
unidades de HLTX. En el sobrenadante de 25% se recuperaron 39 mg de proteina
con un iotal de sotamente 1,060 unidades de HLTXr. Como se puede apreciar la
recuperacion (en términos de reconocimiento por acs. vs. HLTXp) de HLTXr es de
67,9%, 13,3% de los cuales se quedaron en el sobrenadante de 25% (vease columna
4, tabla 8).

De esta forma se concluye que el precipitado con S. A a 25% es adecuado para
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recuperar la HLTXr 1.57 veces purificada (tabia 8 columna 6). Sin embargo la
recuperacion de la proteina total es relativamente baja 71.8% (esto es 34.7 + 37.1
vease columna 3 de la tabla B).
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Fig 14a. ELISA con diferantes concentraciones de HLTXp y acs policionales vs HLTXp. 14b. Resultacdo de
ELISA probando fracciones obignkias por precipitacion con sulfalo de amonio. Las ordenadas muestran la
absorbancia a 462 rm y las abscisas las fracciones obtenidas precipitande con 25 % de sultato de amonio.
Se usé albUmina como comiol negativo y HLTXp como control positivo,
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También hicimos una precipitacién fraccionada con 50 % de S. A., utilizando el
sobrenadante de 25% de S. A.. Como en esta fraccién solamente quedaba el 13,3%
de la actividad HLTXr, no continuamos este estudio. La cantidad de proteina
precipitada con 50% de S. A. fue de 39 mg, mientras que en el sobrenadante
guedaron 2.1 mg de proteina. Esto es, la mayor parte de la proteina se precipita a
50% de S. A.

Fig. 15. Fraccionamiento con diferentes concentraciones de sulfato de amenio. En el gel SDS-
PAGE al 12.5% se observa una purificacion parcial de la proteina de fusidn en el producto
obtenido por l2 precipitacién con 25% de sulfato de amonia, Carril 1: marcador de peso malecular,
Carril 2: extracto de protelna total de £ coff antes de inducir. Camil 3: preteina total después de
inducir. Carril 4: sobrenadarite de 25%. Carri 5: precipitado de 25%. Carril 6 precipitado de 50%.
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Una vez obtenida la proteina de fusién mas enriquecida se continud con el protocolo
de purificacion. $e hizo una columna de afinidad con HLTXp unida a una resina para
purificar las IgG especificas contra helotermina. En esta primera columna, se intentd
© unir 500ug de HLTXp a Sefarosa 4B activada con glutaraldehido, logrando pegar
sclo 300ug. La cantidad de anticuerpos especificos obtenidos por corrida fluctuaron
entre 400ug y 100ug {bajando la afinidad de 1a columna a medida que se hacian mas
corridas), por o que para juntar 3 mg de anticuerpos se hicieron 15 corridas. Para
comprobar la afinidad de los anticuerpos por la HLTXp se hize un ELISA. El resultado
de este experimento nos indicé que las IgG especificas vs. HLTXp purfificadas por
afinidad estaban activas, ya que reconocian a la HLTXp en un ELISA optimizado.

Los 3 mg de anticuerpos se concentraron con un filro centricdn™ , obteniendo al final
de este paso 1.8 mg en 2 ml de PBS, los cuales se unieron a Sefarosa 4B activada
por glutaraldehido, logrando pegar 1.5 mg.

Se hizo un experimento para purificar 1a HLTXr donde se adicionaron 7 mg de las
proteinas precipitadas con 25% de sulfato de amonio, a la columna de afinidad. De
esta cromatografia se recuperd 50ug en 2.5 mi cuantificado por Lowry. La poca
recuperacion de la proteina de fusion podria deberse a varios factores: a) que los
inhibidores de proteasas no fueron suficientes para la gran variedad de proteinas de
£ coli que se pasaron por la columna de afinidad, ocasionando la degradacién de
los anticuerpos pegados en ella, b) qua con ef tiempo de equilibrio en agitacién con
el sulfato de amonio (1.5 hrs.) se formaron agregados de la protefna recombinants,
que al pasar por fa columna de afinidad no son reconocidos por |os anticuerpos, ¢)
gue sigue habiendo mucha influencia de las demas proteinas que impiden que se dé
una buena interaccion especifica de HLTXr/anticusrpo anti HLTXp y d) que la proteina
9 del fago T7 este obstruyendo el reconocimiento de ios anticuerpos hacia la HLTXr.

Se intentd digerir la HLTXr con el Factor Xa (proteasa gue libera {a HLTXs de la
proteina acarreadora), pero no se obtuvieron las dos proteinas separadas, s0l0 unos
productos de digestion a las 24 horas de incubacion. Esios productos no fueron
reconocidos por los anticuerpos contra HLTX nativa. Debido a la poca cantidad de
HLTXr con que se contaba, no se pudo repetir este experimento.
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Fig 16. Digestién de HLTX/proteinad, con el factor Xa. La figura de la izquierda representa el gel de
SDS-PAGE al 125% vy la de la derecha e resutado de Inmuncdeteccién con anticuerpos
policionales contra HLUTX nativa, Se observa en el carril 1 el marcador de peso molecular. En el
casri} 2 se observan 10 ug de proteina de husion (61.5 kDa) purificada. El carril 3 muestra 10 ug de
HLTXjproteina9 cortada con el faclor Xe a las 12 horas de incubacion a temperatura ambiente. €l
carril 4 muestra 10 g de HLTX/proteina® cortada con el tactor Xa a las 24 horas. En el carril 5 se
encuentra 5 yg HLTX nativa,

En conclusidn los intentos de purificacién de la HLTX recombinante mediante
columna de intercambio idnico, pracipitacién por sulfato de amonio y cromatografia
de afinidad no fueron exitosos.

La razén més probable es la falta de plegamiento correcto de la HLTX recombinante,
lo que dificuita la obtencién de preparaciones reproducibles que permitan el disefo
de una estrategia de purificacidn adecuada. Un experimento que apoya este
argurnento es el de toxicidad. Se inyectS intraperitoneaimete a ratones un exceso de
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HLTXr (aprox. 100ug por ratén) obtenida a partir del precipitado de 25%, los
resultados demostraron que la HLTX no tenia ningdn efecto que lo diferenciara del
control negativo (precipitado de 25% de £. coff sin HLTXr). Esto nos habla de una
HLTXr mal plegada, que si bien es reconocido por los anticuerpos policlonales vs
HLTXp (tat vez por secuencias lineales) no causa el mismo efecto que la HLTXp (baja
de ternperatura, pardlisis de miembros etc.).

Por estas razones se decidid intentar otro sistema que implicara la expresion en
células eucariontes, donde la HLTXr tendria mayor probabilidad de plegarse
correctamente. E! sistema escogido fue el de células de insecto, por las ventajas que
se mencionan adelarite. E} gen que codifica para la HLTX se introdujo a las células de

insecto mediante un baculovirus.
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SISTEMA EUCARIONTE

La figura 17 muestra los resultados de la amplificacién por medio de PCR de la
secuencia que codifica para la HLTX y el dominio N terminal (ambos con et péptido
sefnal de la HLTX), en cada caso se obtuvo el tamafo esperado 750 pb y 555 ph,
respectivamente.

1 2 34

pb

800 .
600 —
400 —

Fig 17. Amplificacién de tres clonas por PCR. Gel de agarosa de bajo punte de fusidn 1%. Eb carril
1 es 6l marcador de peso molecular expresado en pares de bases, El carril 2 es la HLTX con sitios
de restriccion de Bam Hl y Hind 1ii, cola de & Histidinas. El caril 3 es HLTX con sitios de restriccidn
de BamHly Hind i1, En el carril 4 se observa el fragmento de DNA que contiene la secuencia que
codifica para 6l dominio N terminal de HLTX con sitios de restriccién de Bam Hl y Hind Ill, ademés
de una cola de & Histidinas.

Después de digerir los fragmentos de cDNA amplificados por PCR con las enzimas
Bam Hl y Hind W, se clonaron en el pldsmido donador pFASTBac generando la
construccién pFASTBac/HLTX o pFASTBac/dominio N (ver material y métodos). E
plasmido fue previamente cortado con las mismas enzimas que & cDNA. Estas
construcciones fueron introducidas a la cepa de £ cof HL1-B. De la transformacion
se seleccionaron 10 colonias a las que se les realizé un PCR para comprobar si
contenian la construccién deseada (tabla 10). El PCR se llevé a cabo usando los
mismos oligonucieétidos y condiciones mostrados en material y metodos (tabla 6).
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Tabla 9. Resuliados de las clonas positivas obtenidas por PCR

Se selecciond una clona de cada construccién y se crecieron en 200 mi de medio
Luria, los cuales se utilizaron para purificar e DNA plasmidico de las 3
construcciones. Este DNA plasmidico se utilizé pare reelizas la secuencia completa
de las 3 construcciones, secuenciando ambas cadenas. Para la secuenciacion se
utilizaron oligonucledtidos del plasmido que flanquean el casete de transposicion
{tabla 7). Con los resultados obtenidos se comprobd que la orientacién de los

insertos era correcta.

Una vez comprobado que las construcciones no tenian mutaciones y estaban en la
orientacién correcta, se llevé a cabo la generacién de baculovirus recombinante. Se
usaron dos pasos para la obtencién del baculovirus: 1) transformacién de
pFASTBac/HLTX en las células DH10Bac las cuales contienen el bacmido con un
sitic blanco mini-attTn7 (donde se une los sitios transponibles) y un plasmido
ayudador; 2) transposicidn del elemento mini-Tn7 del plasmido donador (pFASTBac)
al sitio blanco mini-attTn7 del bacmido. La transposicién se llevé a cabo en presencia

de proteinas de transposicidn provistas por el plasmido ayudador (figura 18).
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Fig 18. Estrategia de transformacion y transposicion del cDNA de HUTX al baculovirus.

Las colonias que contenian los bacmidos recombinantes fueron identificadas por la
disrupcién de gen /acZa, ta cual da colonias blancas. Se saleccionaron 5 colonias de
cada una de aproximadamente 30 +/- 5 colonias blancas por construccién. Las
colonias fueron resembradas para corroborar que tuviesen el mismo fenotipo {color
blanco). Se encontrd que las 15 colonias daban color blanco y se escogié una
colonia por construccion alas cuales seles extrajo el DNA de alto peso molecutar del
bécmido recombinante (aprox. 25,000 pb). £ DNA del bacmido fue analizado por
medio de electroforesis en gel para comprobar que no estaba degradado v fue

entonces usado para la transfeccion en células de insecto S$f8 como se indica en
material y métodos. Posteriormente se cosechd el virus del sobrenadante de la

transfeccion y se le determiné su titulo por medio de un ensayo en placa.
Para iniciar los ensayos de expresion de las proteinas recombinantes se requeria de

una mayor cantidad de virus, por lo que se procedid a reamplificar el primer

concentrado viral. Se infectaron células Sf3 en suspensién con un contenido bajo de
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!

virug/célula {0.1 MOI). Se incubaron por 4 dias para permitir varios ciclos de
replicacion viral y de infeccidn celular. Este procedimiento incrementd la cantidad de
virus y evitd la generacion de interferencias de particulas virales defectuosas. En la
siguiente figura (19) se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos por medio
del ensayo en placa.

Fig 19. Determinacidn del titulo viral de la clona de HLTX + cola de His. En esta figura se muestra
el resultado de un ensayo en placa utilizando células S19 y diluciones de virus de 107-10°

Obteniendo 84 placas formadoras de lisis, en la placa infectada con una dilucion 107,

pfu/mi= 1/10° dilucién de virus x 84 placas contadas x 1/0.5 ml (volurmnen de virus)
plu/mi= 1.6 x 107

Donde pfu, son unidades formadoras de piacas
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Tabie 10. Resultados de la titulacion de los diferentes concentrados de virus. NO. no determinado.

La expresion de las clonas se realizé en dos lineas celulares: S5f9 y “high five". Las
lineas celulares fueron crecidas bajo condiciones nutricionales y factores ambientales

4ptimos como se indica en material y métodos.

Conocer &l titulo del virus fue muy importante, ya que basado en esto optimizamos el
MO! (multiplicidad de infeccion) que se necesitd para una infeccién 6ptima. Esto nos
permitié obtener mayores cantidades de proteina recombinante. Posteriormente se
determind una cinética de expresion para cada producto de DNA recombinante. Con
la cinética se estandarizé el tiempo necesario para una méxima expresion. Cabe
mencionar que cada pardmetro es diferente segun la linea celular que se ocupe.
Mediante geles de SDS-PAGE e inmunodeteccion se determiné las condiciones y
pardmetros en que se daba la mayor produccién de proteina {Figs. 20-24). Un
resumen se encuentra en la tabla no. 12.

Tabia 11. Pardmetros con los que se abliena mayor expreaidn de proteina, NO: no determinada
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Resultados y Discusion

Utilizando la HLTXp como referencia, estimamos la cantidad de proteina
recombinante producida (fig. 24). La HLTXr con la cola de Histidinas se expresd en
mayor cantidad en las células “high five" (aprox. 20 ug/ml de cuitivo} que en las
células Sf9 (aprox. 10 ug/mi de cuitive). En ambas lineas celulares la mayor expresidn
fue utilizando una multiplicidad de infeccién de 8. Existen reportes de que las células
“high five” expresan las proteinas recombinantes en mayor cantidad que las células
Sf9 y Sf21 (Jarvis y cols. 1993, Laukkanen y cols. 1996). En las células SFS se puede
observar que la HLTXr se encuentra sélo en el paquete celular {carriles 5y 7, fig. 20).
A diferencia de las células Sf9, las células “high five® si secretan la HLTXr al medio
pero en baja cantidad {carriles 3 y 5, fig. 21), la mayoria se sigue quedando
intracelularmente {carriles 2, 4 y 6, fig. 21).

Un caso similar es la expresion de la HLTXr sin cola de Histidinas, donde se expresa
mayormente en las células “high five” (aprox. 60 pg/mi cultivo). Infectando las células
“high five" con uh MO de 8, obtuvimos un 40% de proteina secretada y un 60% de
proteina intracelular (fig. 23). Pero cuando se infectaron las células Sf9 con el mismo
MO, sélo se obtuvo HLTX intracelular (carriles 3, 5y 7, fig. 22).

Nosotros encontramos dos formas de HLTXr en el paquete celular de ta expresion de
HL¥X sin cola de Histidinas: una procesada postraduccionalmente, es decir, sin
péptido senal y otra con péptido senal. Esto se puede apreciar en los carriles 3, 5y 7
de la figura 22, donde la mayor parte de la HLTXs tiene el mismo peso molecular dela
HLTXp (25,500 Da) y aproximadaments un 10% cuenta con péptido sefial (26,200
Da). Esto nos heblaria de que la mayor parte de la proteina que se sintetiza en el
reticulo endopldsmico, atraviesa la membrana del mismo donde pierde el péptido
sefial, posteriormente viaja por el aparato de Goigi, pero algo sucede en este
proceso que la HLTXr no llega a su destino final {secrecién), probablemente porque
la maquinaria de las células de insecto no reconocen eficazmente las sefales de la
HLTX. Un porcentaje menor se queda dentro del reticulo endoplésmico, no llega a
perder el péptido sefial, ni tampoco recibe procesamiento postraduccional, es decir,
un carracto foldeo, glicosilacion si es que tiene sefiales de glicosilacién etc).
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Para estar seguros de que ia proteina sufridé un procesamiento postraduccional, se
debera secuenciar ¢f amine terminal una vez que la proteina esté purificada.

Una opcion es hacer construcciones del cDNA de la helotermina con péptidos senal
de otras proteinas. Se han reportado varios PS que secretan proteinas extranas
utilizando células de insecto, como por ejemplo el PS del receptor de glutamato de
cerebro de rata (Kuusinen y cols. 1995). Otro ejemplo es el PS de la UDP-
glucosilransierasa del virus de )a polinedrosis nuclear Autografa Californica (O’'Reilly
y Miller 1989), También se han usado PS bacterianos para secretar exitosamente
proteinas eucariontes. Tal es el caso del PS de la proteina A de Staphylococcus (Allet
y cols. 1897). Se sugiere que el uso de péptidos sehales especificos de insectos
pueden dar ventajas en la expresién y secrecidén de proteinas recombinantes (Tessier
y cols 1991),

Oftra explicacion seria que ia helotermina se estuviese acumulando intracelularmente
debido a una asociacién de proteinas o a un incorrecto plegamiento. Esto sugeriria
que el procesamiento postraduccional de las células de insecto es incapaz de
acomodar altos niveles de expresidn de la helotermina. En los ditimos afics se ha
visto que la propiedad de plegamiento y modificacién postraduccional de los
polipéptidos es ayudada por factores celulares adicionales, incluyendo enzimas

plegadoras y chaperonas.

E! procesamiento inadecuado del polipéptido y [a agregacién de proteinas son los
dos problemas principales que se presentan en las células de insectos infectadas
con bacutovirus. La produccién de las proteinas heterdlogas es muy alta durante los
estados tardios de infeccién del baculovirus y la sintesis de chaperonas huésped y
enzimas plegadoras puede ser reprimida durante la infeccion viral (Shuler y cols.
1995, Jarvis y cols. 1993). Whiteley y cols. {1997) reportaron la coexpresién de una
proteina disulfuro isomerasa heterdioga que favorece la solubilidad de las
inmunoglobulinas intracelulares y la secrecién de lgG de células de insecto
infectadas con baculovirus, Una alternativa seria coexpresar la helotarmina con la
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proteina disulfuro isomerasa con el-fin de que se favoreciera el correcto plegamisrnto
y secrecion de la misma.

La HLTX con cola de Histidinas se podra purificar mediante una cromatografia de
afinidad a Niquel. La HLTX que no cuenta con cola de Histidinas se podré purificar
mediante una cromatografia de afinidad a anticuerpos especificos contra la
halotermina, o bien, se podra adaptar algunas de las 4 cromatografias utilizadas para
purificar la HLTXp.

Expresion de HLTX en diferentes lineas celulares

! P—

B Sf9
® high five
OE. coli

f
1
:
!
!
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i
i
I
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Fig 24. Diagrama de barras donde se cuantifica la expresidn en pg/ml de proteina recombinanta

obtenida en dos lineas ceiulares.
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Podemos concluir que se obtuvieron muy buenos rendimientos (superiores a los
reportados con oftras proteinas) en la expresion de fa HLTXr cuando se utiliza el
sistema eucarionte {60 pg/ml) que cuando se utiliza el sistema procarionte (6 ug/ml).
Ademas consideramos que la maquinaria de las células de insecto puede llegar a
plegar correctamente la HLTX, a diferencia del sistema procarionte en el cual se

tienen que adicionar pasos de plegamiento posteriores a la expresion en £ coli

DOMINIOS

En la comparacién con el banco de estructuras tridimensionales (Protein Data Bank),
no se encontrd ninguna estructura parecida a la estructura predicha de la
helotermina. Los mismos resultados se obtuvieron al comparar ja secuencia de
aminodcidos de la HLTX en los bancos de dominios ProDom y Protein Domain
Database. Utilizando el programa Profit desarrollado en el Center of Applied
Moiecular Engineering (Austria), que se encuentra en San Diego, California no se
encontraron estructuras tridimensionales parecidas, ni de la secuencia completa ni
de dominios o fragmentos de secuencia. También se mando la secuencia de
aminoacidos de la helotermina al Fold Recognition Server, el cual usa el método de
prediccién  gonnet+predss. En este métado la prediccion no se pudo realizar
porque los valores de los residuos alineados para dar un correcto pleganxieﬁto, estan

muy por debajo del umbral permitido para dar una estructura definida.

Actualmente se intenta resolver la estructura tridimensional de la HLTX mediante
Resonancia Magnética Nuclear (NMR). Debido al tamaiio de la molécula (25.5 kDa}
no se han podido obtener buenas rescluciones de minima energia entre hidrogenos
que permitan dar una estructura (comunicacién personal con la Dra. Delepierre del
Instituto Pasteur, Francia). La obtencién de dominios separados correctamente
plegados facilitaria el conocimiento de la estructura tridimensional por NMR.

Inicialmente tratamos de separar la HLTX nativa en dos dominios estructurales

posibles (postulados). Esto surgié, como lo menciono en antecedentes, del

andlisis comparativo de la CRISP-1 (vease fig. 7) con la HLTX. El racional por

83




Resultados y Discusion

detras de estos experimentos residia en la posibilidad de disectar los dos
dominios estructurales posibles de HLTX y con los resultados obtenidos de los
fragmentos generados, poder editar y expresar el DNA de una porcién de la
molécula. La esperanza finaiments, era poder expresar un dominio funcionai de la
HLTX.

Para este experimento se usaron dos proteasas: quimotripsing y tripsina, ya que
en teoria estas enzimas podrian dividir a la toxina en dos dominios (basados en la
proteina‘CFtISP 1, Ebespaecher y cols. 1995).

Los experimentos de digestién se hicieron a diferentes tiempos y a diferentes
relaciones peso/peso. Los resultados indicaron que no hay una banda
predominante que nos indique una estructura compacta o bien determinada, ya
que a medida que se aumenta la concentracidn de proteasa, la helotermina se
digiere hasta desaparecer, (datos no mostrados, realizados bajo la asesoria del

Dr. Algjandro Alagén, asesor en mi comité tutorial)

De estas digestiones podemos concluir que 1os sitios de reconocimiento de las
proteasas que usamos estan muy expuestos, lo que provoca que no obtengamos
dominios definidos. Estos resultados validan et enfoque de expresion de la toxina

y sus dominios por técnicas de DNA recombinante.

Como se menciond en la introduccién las proteinas CRISP muestran un 30% de
identidad con 2 grupos de proteinas que no provienen de mamiferos: PR de avispas
y PR de plantas, estas proteinas carecen del C-terminal rico en cisteinas. Las
proteinas de véspidos son antigénicas pero no se iles conoce funcién. Las PR son
producidas en muchas plantas en respuesta a infeccion por virus, bacterias y
hongos.
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Resultados y Discusion

Por las secuencias homélogas & proteinas relacionadas con la patogénesis y su
expresion en células pre B, se especula que CRISP 3 es también una molécula
asociada a defensa en mamiferos. CRISP puede codificar actividades enzimaticas
liticas, por lo observado en AEG en la asociacion a la cabeza de espermatozoides y
la presencia de AA1 (autoantigeno 1) en los acrosomas, donde puede estar
involucrado en estructuras degradativas de! huevo durante la fertilizacion. CRISP-3 es
expresada en glandulas salivales y en células B, por lo que tales actividades liticas
pueden estar relacionadas a funciones antifiingicas o antibacterianas en saliva,

sangre o linfa.

Ei dominio N-terminal de ia proteina CRISP-3 fue recientemente expresado en
células de insecto usando el sistema de baculovirus, pero aun no se tienen datos de
su actividad (comunicacion personal del Dr. Haendler, compania Schering de
Alemania).

En este trabajo se expresaron los primeros 172 aminoacidos de la HLTX, que
conforman un dominio con 3 puentes disulfuro. Este dominio tiene una cola de
Histidinas que facilitard su purificacién, para posteriormente dilucidar si tiene una
actividad bioquimica o electrofisiolégica determinada. Del dominio N-terminal de
MLTX se obtuvieron aproximadamente 3 ug/mi de cultivo de células “high five,
aunque cabe mencionar que falta optimizar el tiempo de expresién de esta (itima
clona.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

Se demostrd que es posible la expresién de HLTXr como
proteina de fusidn en células de £.col.

Se demostré que es posible la expresién de HLTXr (con su
propio péptido sefial) en dos lineas celulares de insecto, usando el

sistema de baculovirus.

Se observé una considerable mayor produccién de HLTX en el
sistema de expresidn eucarionte.

Se demostré que es posible la expresién del dominio N-ferminal
de HLTX en células de insecto, usando el sistema de baculovirus.
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Perspeciivas

PERSPECTIVAS

Purificar la HLTXr y el dominio N-terminal recombinante,
mediante una cromatografia de afinidad a Niquel.

Purificar la HLTXr sin cola de histidinas, mediante una
cromatografia de afinidad con anticuerpos especificos contra
HLTXp, o mediante el protocolo de purificacién utilizado para la
HLTXp.

Secuenciar el amino terminal de la HLTXr y de! dominio N-
terminal, para comprobar el correcto procesamiento
postraduccional.

Verificar que la HLTXr este correctamente plegada.

Probar la actividad biolégica tanto de la HLTXr como del dominio

N-terminal en ensayos in vive (usando ratones) e in vitro (usando
canales de Ca®" sensibles a rianodina).
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Anexo

AMORTIGUADORES y MEDIOS

TBE 10X

108 grs. Tris Base

55 grs. Acido Bdrico

40 mIEDTA QS5 M

Ajustar a pH 8 y aforar a 1 litro

™

10 mM Pipes

55 mM MnCl;

15 mM CaCl,

250mM KCl

Mezclar las sales excepto MnCla y ajustar el pH 6.7 con KOH. Agregar el
MnCl. y esterilizar por filtrado. Guardar 4°C.

TE

10 mM Tris Base pH 8

1 mMEDTA

Ajustar el pH a 8 con HCl y esterizar

SET

20 % Sacarosa

50 mM Tris pH 7.6

50 MM EDTA

Diluir la sacarosa en 80 ml H20 y agregar el resto y aforara a 100 ml.

PBS

8 grs. NaCl

0.2 gr. KCI

1.44 grs. NﬂzHPO4

0.24 gr. KH:PO4

Disolverlos en 800 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 7.4 con HCl. Aforar a
1 litro. y esterilizar por autoclave.

Amortiguador de transferencia
0.192 M Glicina
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0.025 M

Tris HCI

20 % Metanol

Ajustar el amortiguador a pH 8.4

Amortiguador de lisozima
10 mM Tris HCI

50 mM Nacl

2 mM Na-EDTA pH 8
Aforar a 300 mi con H20

Amortiguador A purificacion por Intercambio Idnico
50 mM Tris-ClpH 7

50 mM Nacl

Antes de usar adicionar 5 mM de 2-ME

Amortiguador B purificacién por intercambic Idnico
50 mM Tris-ClpH 7
500 mM Nacl

Adicionar antes de usar 5 mM de 2-ME

Amortiguador de corte con Xa
20 mM Tris HCIpH 7.2

2 mM CaClz

! mM acida de sodio

Amortiguador de disrupcién
62.5 mM Tris-HCl pH 6.8
2% sbS

Amortiguador de Lavado purificacién por afinidad a Nique!
20 mM Tris-HCi pH 85

500 mM KCI

20 mM Imidazol

5 mM 2-mercaptoetanol

10% Glicerol

Conservar a 4°C

g9




Amortiguador de lisis para purificacion por afinidad a Niquel
50 mM Tris-HCl pH 85

5 mM 2-mercaptoetanol

100 mM K

1 mM PMSF

1% Nonidet P-40

Conservar a 4°C

Amortiguador de lavado 2
20 mM Tris-HCl pH 8.5
1MKaG
5 mM 2-mercaptoetanol
10 % 6Glicerol

_Conservar a 4°C.

Amortiguador de Elucién
20 mM Tris-HCIp 8.5
100 mM KC)

100 mM Imidazol

5 mM 2-mercaptoetanocl
10 % éGticerol

Conservar a 4°C

MEDIOS

Medio Luria Broth (L8)

Triptona 10 grs.

Extracto de levadura 5 grs.

NaCi 10 grs.

Aforar a i litro y esterilizar con autoclave

Medio SOB

Bacto triptona 20 grs.

Extracto de levadura 5 grs.

Nact 10 mM

KCl 10 mi de una solucién 250 mM
Ajustar

Anexo

100




