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Resumen

De la gran variedad de especies de arafias en el mundo, sélo unas pocas son

capaces de producir cuadros severos de envenenamiento en el hombre; entre ellas se
encuentran las del género Loxosceles. Estas arafias se caracterizan por tener una marca en
forma del violin en la parte superior del cefalotérax, por lo cual se llaman cominmente
arafas violinistas.
La patologia caracteristica por mordedura de Loxosceles es la dermonecrosis y en algunos
casos puede causar dafios sistémicos como hemolisis y dafio renal, entre otras. Estas
patologias las provoca la actividad de la esfingomielinasa D (28-32.5 kDa), el componente
principal del veneno. Dentro de las especies de este género que tienen mayor importancia
sanitaria a nivel mundial destacan L. reclusa (E.U.), L. gaucho (Brasil), L. intermedia (Brasil)
y L. laeta (Chile, Argentina y Pert) (de Roodt, et al., 2002).

En nuestro pais, habitan 39 especies de este género y todavia no existe algin
antidoto contra los efectos de la mordedura; por lo que este trabajo tuvo como objetivo
generar antigenos recombinantes para la produccién de un antiveneno que neutralize el
efecto de la mordedura.

Para esto se aisl6 el ARNm de las glandulas venenosas de: L. boneti, L. reclusa y
L. laeta. Mediante la técnica RT-PCR vy oligonucleétidos disefiados a partir de la secuencia
amino terminal de las esfingomielinasas D, se obtuvo un fragmento de aproximadamente
1Kb para cada especie. Los productos de PCR se clonaron, se secuenciaron y se confirmo
las identidad de las secuencias completas de varias esfingomielinasas (SMD) (Ramos-
Cerrillo et al., 2004). Estos genes se clonaron en vectores de expresién en E.coli que
generaron proteinas con etiquetas de histidinas en los extremos amino o carboxilo
terminales. Se determinaron las condiciones éptimas de expresion para la obtencién de
proteinas solubles. Estas proteinas tuvieron un peso molecular entre 28-34 kDa vy
presentaron caracteristicas bioldgicas propias de las proteinas nativas, como son la
capacidad de necrosar la piel de conejos, de matar ratones y de hidrolizar la esfingomielina.

Estas proteinas se usaron como inmunégenos para la producciéon de anticuerpos
policlonales en conejos. Los anticuerpos que se generaron fueron capaces de neutralizar

eficazmente el efecto del veneno en ratones y ademas presentaron reacciones cruzadas
contra el veneno de diferentes especies Loxosceles.



Introduccion

I. INTRODUCCION.

L.I. Mitologia e Historia.

Sin duda alguna, las arafas poseen caracteristicas muy particulares que despiertan
cierta curiosidad e interés en el hombre. Esto ha propiciado que se tengan registros,
leyendas y creencias sobre ellas desde tiempos remotos.

Mitologia Griega.

En la Antigua Grecia se atribuyé el origen de la arafia a la metamorfosis sufrida por
Aracné, una mujer famosa por la belleza de sus hilados y tejidos. Aracné
vanagloriandose de su habilidad, reté a Atenea, diosa de la sabiduria, las artes, la
tempestad y el rayo. Esta le pidié que retirara su reto, pero Aracné se neg6. El reto
consistia en que Aracné elaborara un tejido que no tuviera error alguno. Aracné
realiz6 un precioso tejido, representando al romance. El trabajo de la bella Aracné fue
de tal perfeccién que Atenea enfurecida por el hecho, deshizo los trabajos, enredando
con los hilos a Aracné, provocando la muerte por ahorcamiento de la experta tejedora.
Sin embargo, Atenea, arrepentida de su acto, devolvié la vida a la bella joven, aunque
transformandola en arafia. Del hilo formé una telarafia, y en ella penderia Aracné,
condenandola a permanecer colgada y a tejer eternamente con hilos extraidos de su
propio cuerpo (Hoffman, 1997; Pineda, 2002).

Las arafas han tenido un simbolismo importante en la cultura, por ejemplo, en un
pueblo de Africa Occidental, se cree que el Sol, la Luna y las estrellas fueron creados
por éstas; ademas la arafa intercede entre los dioses y el hombre.

En Asia Central y Siberia la arafa representa el alma liberada del cuerpo.

Para los Muiscas en Colombia, las almas de los muertos que iban al infierno eran
transportadas en un barco de telarafa.

En el Islam, la arafa representa dos conceptos contrarios: la blanca simboliza la
proteccion y la negra el dafio.



Introduccion

Los primeros datos acerca de la Biologia per se y el comportamiento de las arafas,
las aport6 Aristoteles (384-322 a.C.).

L.Il. Morfologia.

Anatémicamente el cuerpo de la araiia se divide en dos partes:

a) Cefalotérax o prosoma.

b) Abdomen u opistosoma.

Estas dos partes estan unidas por una cintura estrecha llamada pedicelo. Como los
demas artrépodos, las arafias poseen un exoesqueleto rigido, pero a diferencia de los
insectos, poseen una capa externa (cuticula). EI componente estructural mayoritario
del exoesqueleto es la quitina, polisacarido nitrogenado que forma matrices con otros
azucares y proteinas (escleréticas), formando fuertes conexiones, confiriéndole una
gran resistencia. Por tanto, la funcion del exoesqueleto es sostener y proteger al

cuerpo de la arafia, ademas de reducir significativamente la pérdida de agua.

a) Cefalotorax.

La parte dorsal del cefalotérax esta cubierta por una placa llamada caparaza,
que le confiere un aspecto coéoncavo, lo que permite que los muisculos
permanezcan unidos y sean contractiles.

En la parte antero superior del cefalotérax, estan los ojos. El nimero y
arreglo varia entre cada familia de aracnidos, siendo una caracteristica
determinante en la taxonomia de arafias. Otros apéndices que se
encuentran en la parte frontal del cefalotérax son los pedipalpos, que tienen
aspecto de patas pequefias. Estos apéndices se usan para manipular a la
presa y ademas actlan como filtros al momento de succionar el alimento.
Por otro lado los pedipalpos son muy importantes en el sentido reproductivo.
Cuando un macho llega a la madurez sexual, los pedipalpos se modifican de
tal manera que, en la punta de estos, se desarrolla una estructura tipo bulbo
que termina con un aguijén, que funciona como 6rgano inyector de esperma

(Preston-Mafham, et al., 1996). En muchas especies, los machos desarrollan

2



Introduccion

en las puntas del primer par de patas verdaderas, unas estructuras llamadas
ganchos de apareamiento, que sostienen a los queliceros de la hembra,
mientras el macho inyecta el esperma durante el apareamiento.

Entre los pedipalpos existe un par de estructuras robustas Ilamadas
queliceros, estos son apéndices muy fuertes, que se usan para cavar sus
madrigueras o bien permiten a la arafia hembra transportar su ooteca
(estructura donde depositan sus huevos). Las glandulas venenosas se
encuentran en la base de dichas estructuras, lo que facilita la disposicion de
veneno cuando hay que inyectarlo.

b) Abdomen.

En la parte posterior del cuerpo de la arafia se encuentra el abdomen. Posee
un aspecto globular y aqui es donde se llevan a cabo las funciones
vegetativas como: la respiracion, la circulacion, la digestion, la excrecion y la
reproduccion.
La piel que recubre el abdomen, a diferencia de la del cefalotérax, es suave
y expandible, lo cual no sélo les permite almacenar el alimento sino también
el desarrollo de los huevos, en el caso de las hembras.
Las aranas poseen dos sistemas de uso alternativo en el intercambio de
gases: los pulmones libro y, el espiraculo traqueal. El primer sistema se
- encuentra en la parte antero-inferior del abdomen. Este se identifica por un
par de marcas en forma de semicirculo, las cuales son las aberturas
puimonares. Por estos conductos se toma el oxigeno y se lleva directamente
al torrente sanguineo. En la parte posterior del abdomen se encuentra el
segundo sistema, que se identifica como un pequefio orificio virtual.
Entre los pulmones libro, se encuentra el surco epigastrico, el cual es Ia
apertura de los 6rganos genitales. En el caso de las hembras, este surco es
mucho mas pronunciado.
En el extremo posterior del abdomen, se localiza el ano, a través del cual,
los desechos se excretan. Frente al ano estan las hileras, apéndices de
aspecto tubular, por donde se secreta la seda. Algunas arafias tienen por

delante de las hileras otra estructura llamada cribelo, que acttiia como criba,
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es decir, cuela la seda que sale al exterior en numerosos hilos los cuales
peina el calamistro, que es una especie de peine, compuesto por pelos
duros espiniformes que se encuentran en el cuarto par de patas. Otras
arafias en lugar de cribelo tienen un érgano pequefio llamado colulo, del cual
se desconoce su funcion (Hoffman, 1997). En la Figura 1 se ilustra la

anatomia general de las arafias.
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Figura 1. Anatomia general de una arafia. a) vista superior y b) vista inferior de la estructura corporal externa. (Preston-
Matham, et al., 1996).

I.IIl. Aparato venenoso y toxicidad.

Todas las arafias, excepto la familia Uloboridae (arafias de patas plumosas), poseen
un par de glandulas venenosas localizadas en la base de los queliceros. Cada
glandula esta compuesta por una parte cilindrica y unos ductos. Estos dltimos se
insertan en los queliceros y se abren al exterior por medio de un poro hacia el apice.
La pared de las glandulas venenosas estd formada por un epitelio de secrecion
holdcrina que recubre a una capa muscular; ésta a su vez esta conectada por una
lamina basal a las células glandulares. La musculatura es estriada y auténoma, es
decir, posee su propio motor neural. El epitelio también esta inervado, lo cual estimula
o regula la sintesis del veneno. Cuando las arafias muerden a sus presas hay una
contraccion de la musculatura y el veneno se expulsa rapidamente. La funcion

primaria del veneno es inmobilizar a sus presas y los efectos letales, son
consecuencias secundarias (Foelix, 1996).
4
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El veneno de las arafias es una mezcla de compuestos, los cuales se dividen en
varios grupos (Rash, et al., 2002):

a) Neurotoxinas.

Tienen una variedad de acciones en el sistema nervioso. El blanco de accién
de las toxinas de aranas, son los receptores a neurotransmisores, los
canales idnicos y las proteinas de la membrana presinaptica involucradas en
la liberacién de neurotransmisores.

Las neurotoxinas de arafas se clasifican de acuerdo a su modo de accion:
a.1. Toxinas que son antagonistas de receptores de glutamato
a.2. Los que actuan sobre canales de calcio, sodio, potasio y cloro
a.3. Las toxinas que bloquean a los receptores post-sinapticos
colinérgicos.

b) Péptidos no neurotéxicos.
La mayor parte de las toxinas de tipo peptidico no neurotoxicas son capaces
de afectar directamente a las células. Ejemplos de estos péptidos son los de

la familia Salticidae (arafias saltarinas), que actian en células de ratén e
insectos.

¢) Enzimas.

Son los componentes mas comunes del veneno de las arafas, entre las que
destacan la hialuronidasa, las proteasas, las metaloproteasas, las
fosfodiesterasas, las fosfolipasas, etc.

d) Componentes de bajo peso molecular.
Tienen diversas actividades farmacolégicas que en su mayoria no se han
elucidado completamente. Dentro de este grupo se incluyen aminas

biogénicas, aminoacidos libres, poliaminas, nucleétidos y sales inorganicas.
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e) Necrotoxinas.

Tienen la capacidad de inducir el desarrollo de necrosis cutdnea, como es el

caso de la esfingomielinasa D del género Loxosceles. De estas toxinas en

particular se hablara a lo largo de toda esta tesis.

I.IV. Taxonomia.

Las arafias son un grupo muy antiguo, se tiene un registro fosil que data de 300
millones de anos, correspondiente al periodo Carbonifero. Actualmente se estima que
existen alrededor de 40,000 especies de arafias en el mundo, aunque no se han
descrito en su mayoria.

En nuestro pais se han encontrado 50 familias, 340 géneros y cerca de 2000 especies
(Hoffman, 1997), sin embargo, se piensa que no son ni la mitad de las que pueden
existir, ya que faltan muchas especies por clasificar y determinar.

Todas las arafias pertenecen al Phylum Artropoda, un gran grupo de animales con
patas articuladas y exoesqueleto rigido. La clase de la que forman parte es la
Arachnida, la cual comprende organismos que anatdmicamente estdn conformados
por dos tagmas: el cefalotérax y el abdomen. Otras caracteristicas de los organismos
que conforman esta clase es que tienen cuatro pares de patas y no poseen antenas ni

alas. Las arafas figuran dentro del orden Araneae que a su vez es dividido en tres
subordenes:

a) Mesothelae.
Filogenéticamente son el grupo mas antiguo dado que poseen el
abdomen segmentado y cuatro pares de espineretas ventrales. Este

suborden esta conformado por una familia, dos géneros y 40 especies
(Foelix, 1996).

b) Mygalomorphae.
Grupo cuyos queliceros se localizan hacia el frente de la cabeza en
forma paraiela y sus colmillos se mueven hacia delante y abajo (Figura
2). Otras de las caracteristicas que agrupa este suborden es que,

carecen de espineretas medias, y las laterales estan muy reducidas.
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Dentro de este grupo se encuentran todas las tarantulas, agrupadas en

15 familias, 260 géneros y cerca de 2200 especies (Foelix, 1996).

c) Araneomorphae (Labidognatha).

Las arafias que se clasifican en este suborden tiene los colmillos por
debajo de la cabeza, acomodados de forma perpendicular al eje antero-
posterior del cuerpo y se mueven lateralmente (Figura 2). Aunque
todavia no queda clara la taxonomia de estas arafias, se dice que agui
se agrupan las “arafias verdaderas” y aloja a mas del 90% de ellas. Este
suborden esta conformado por 90 familias, 2700 géneros y alrededor de
32,000 especies. El género Loxosceles se clasifica dentro de este grupo
(Foelix, 1996).

Flgura 2. Esquema que ilustra la diferencia en la posicién de los queliceros entre las arafias a) Mygalomorphae
(tardntulas) y by Aranomorphae (arafias verdaderas) (Preston-Matham, et al., 1998).

1l. GENERO Loxosceles

IL.I. Caracteristicas generales.

Las aranas de este género pertenecen al grupo Haplogynae, cuya caracteristica es
que los dérganos sexuales en las hembras son muy simples y en su mayoria carecen
de ductos de fertilizacién. La familia de la que forman parte es la Sicariidae y el

genero es Loxosceles dentro del cual se encuentran alrededor de 100 especies
descritas. (Platnick, 2000).
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El término Loxosceles proviene de las raices griegas loxos: curvas y kelos: patas,
ya que por la longitud (2 a 4 centimetros), y anatomia de sus patas, tienen un aspecto
circular o curvo. Sin embargo la caracteristica que sobresale de estos animales es
una marca oscura en forma de violin en la parte anterosuperior del cefalotorax por lo
que se conocen cominmente como aranas violinistas. Otro nombre comun de estos
animales es araia marron, debido a que su color es café amarillento, el cual puede
variar de tono dependiendo de la especie y del estadio en el que se encuentren.

Estas arafas también se nombran reclusas, debido a que sus habitos son lucifugos y
sedentarios, es decir, se hallan en cualquier refugio oscuro protegido y con poca
humedad.

La longitud corporal de las arafias violinistas varia entre 8 y 13 mm, sus patas son
largas y delgadas y los palpos son pequenos. Las diferencias externas entre una
hembra y un macho radica en que fas patas del macho son mas largas, y el abdomen
es mas estrecho (Alvarez del Toro, 1992). Poseen seis ojos dispuestos en diadas y
microvellosidades a lo largo de todo el cuerpo, llamadas tricobotrias (Figura 3)
(Alvarez del Toro, 1992).

Figura 3. Fotografia que ilustra las caracteristicas corporales de una arafia violinista. En 12 pane antero-superior del
cefalotérax resalta a la vista, una marca oscura en forma de violln con el méstil hacia atras.
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ILIl. Distribucion y Habitat.

Las arafias de este género son cosmopolitas y se distribuyen principalmente en
regiones tropicales y templadas. En el mundo se reconocen al menos 100 especies
del género Loxosceles, figurando entre ellas L. reclusa, que se distribuye en el sureste
de E.U., L. boneti que se encuentra en el noreste de Guerrero, sur y centro de
Morelos en México vy, L. laeta, aunque es nativa de Chile, también se tienen registros
de ella en el este de Argentina y sur de Peru (Hoffmann, 1976; Gertsch, 1983, Platnick
2000). De estas tres especies se hablara a lo largo de toda esta tesis.

Los principales habitats gue ocupan estas arafas son orificios naturales de barrancos,
bajo la corteza de los arboles, en cavernas, y/o cualquier objeto que esté a la
intemperie, que facilite la construccién de un refugio. Otros sitios recurrentes, donde
se pueden encontrar estas arafas, son interiores y exteriores de viviendas. En el
primer caso es frecuente encontrarlas detras de cuadros, en muebles cercanos a las
paredes, en grietas, entre las uniones de ladrillos, en sanitarios, etc. En el segundo
caso pueden hallarse en refugios no expuestos directamente al sol, ya que esto

aunado a una alta humedad afecta la supervivencia de los individuos que forman
parte de este género.

Figura 4. Distribucién de las arafias L. recluse, L bonetiy L. {afea en el mundo (Plainick, 2000).

1L.1Il. Comportamiento.

Las Loxosceles son arafias de actividad principalmente nocturna, sedentarias y se

alimentan de insectos pequeiios.

Las hembras tejen las ootecas (estructuras con aspecto algodonoso en donde

depositan sus huevos) cuando las condiciones ambientales son favorables y el
9
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alimento es abundante, debido a que estos factores son importantes para la
supervivencia de las crias. De esta manera, la madre garantiza el desarrollo de los
nuevos individuos.

Las arafias recién nacidas mudaran de exoesqueleto por lo menos de 4 a 12 veces
antes de la madurez, ya que ciertas partes de la arafia todavia no estan
completamente desarrolladas.

Conforme se va dando el desarrollo ontogenético la concentracién y la actividad del
veneno se incrementan simultdneamente. En las arafias Loxoscel/es el veneno
aparece hasta la tercera muda; esto correlaciona con la aparicion de las habilidades
para cazar y predar por si solas (Goncalves, ef al., 1999).

Las Loxosceles cazan clavando los colmillos en la presa con el fin de paralizaria
(Moye de Alba, 1997; Biagi, 1974). Inmediatamente después arrojan enzimas
digestivas para degradar al alimento antes de ingerirlo (Preston-Mafham, 1996). Cabe
resaltar que la tela de estas aranas, de aspecto algodonoso sin patrén especifico, no
la usan para cazar, sino mas bien la utilizan como refugio (de Roodt, ef al., 2002).
Ninguna de estas arafias es agresiva. E|l comportamiento defensivo se suscita cuando
no hay alternativa de huida. En humanos las mordeduras por Loxosceles ocurren
principalmente por esta razén, ya que la araia al sentirse oprimida, contra e} cuerpo o

entre los pliegues de la ropa, respondera con su Unico sistema de defensa: la
mordedura.

1.IV. Aparato venenoso y veneno.

Como se menciond anteriormente, las glandulas productoras de veneno son de
secrecion holocrina, es decir, la secrecién constituida por células desintegradas o
alteradas de la propia glandula (dos Santos ef al., 2000).

Se ha encontrado que las proteinas del veneno de Loxosceles son una mezcla muy
heterogénea, su rango de peso molecular varia entre 5 y 850 kDa. En recientes
estudios se ha observado que la mayor parte de las proteinas entre 60 y 850 kDa son
contaminaciones por fluidos digestivos de la arafia, ya que ésta suele arrojar dichos

fluidos por Ja manipulacion que se le da al momento de extraer el veneno (Veiga, et
al., 2000).
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Por todo lo anterior se plantea que las proteinas propias del veneno se encuentran
entre 5 y 40 kDa. El veneno puede presentar diferencias en cuanto a su actividad,
dependiendo de la edad, el estado fisiolégico y el sexo de la arana (de Oliveira, et al.,
1999).

El veneno de Loxosceles tiene una gran variedad de componentes entre los que
figuran: la histamina, la serotonina, el acido gamma amino butirico, la espermina, los
5’-ribonucledtidos, la fosfatasa alcalina, la hialuronidasa, las proteasas y las
esfingomielinasas. (Ramos, 2000).

Aunque se han identificado los componentes principales del veneno, todavia no queda
clara la funcién especifica de algunas de estas sustancias.

Uno de los componentes, que se le ha atribuido alguna funciédn, es ta espermina, es
una amina biogénica, que para el caso de algunos animales son potentes
antagonistas de receptores de glutamato (Williams, 1997), y aunque no estan
consideradas dentro de las fracciones citotoxicas, pueden ocasionar dolor al ser
inoculadas en mamiferos (Ramos, 2000).

Otro componente que se ha encontrado en varios venenos incluyendo al de
Loxosceles rufescens, son las hialuronidasas (Young, et al., 2001). Son enzimas que
catalizan la ruptura de ciertos mucopolisacaridos del tejido conectivo, acido
hialurénico y coindritin sulfato A y C, componentes esenciales de la matriz
extracelular. La funcién de estas enzimas se considera esencial para el envenamiento
ya gue actia como factor de dispersion del veneno, debido a que la hidrélisis del
acido hialurénico facilita la difusion del resto de los componentes dentro de la victima
(Cevallos, et al., 1992).

Se han identificado dos metaloproteasas en el veneno de Loxosceles: loxolisina A 'y
loxolisina B (Feitosa, ef al., 1998).

La loxolisina A (20-28 kDa), posee actividad fibrinogenolitica (degrada fibrinégeno) y
fioronectinolitica (degrada fibronectina). El fibrinégeno es una glicoproteina dimérica
de 340 kDa. Esta formada por tres cadenas: la subunidad A (o) de 64 kDa, la
subunidad B (B) de 56 kDa y la subunidad G (y) de 47 kDa (Williams ef al., 1983). Las
tres cadenas estan unidas covalenteme por puentes disulfuro. Se ha observado que la

loxolisina A solamente actha en la subunidad «a, provocando una coagulacién
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intravascular diseminada por la formaciéon de fibrina (Feitosa et al.,, 1998), lo cual
posiblemente contribuya de manera relevante a la necrosis (Young, ef al., 2001).

La loxolisina B es una proteasa que pesa entre 32-35 kDa. Esta enzima es capaz de
degradar gelatina y probablemente esta involucrada en la degradacién de colageno
dentro de la matriz extracelular (Young, et al., 2001).

La especificidad de las proteasas es tal, gue no dafia a la misma arafa. Por ejemplo
la membrana basal de las glandulas de L. intermedia es muy rica en laminina (dos
Santos et al., 1999) y el veneno de esta arafia no presenta actividad laminolitica
(Veiga, et al., 2000).

Por otro lado, en el veneno de algunas Loxosceles se han identificado proteasas de
serina de alto peso molecular (85-95 kDa). Estas son gelatinoliticas y se activan por
tratamiento con tripsina. (Veiga, et al., 2000).

Sin embargo, la esfingomielinasa D es el componente principal en el veneno de
Loxosceles y se ha demostrado que por si sola es la responsable de ocasionar
lesiones locales (necrosis) y sistémicas (Fernandes Pedrosa, ef al., 2002; Ramos,
2002). Esta enzima hidroliza el enlace fosfoéster de la esfingomielina y genera dos
productos: la fosfoceramida y la colina (Figura 5) (Gatt, 1978).

o
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Figura 5. Férmuta de la esfingomielina y productos generados a partir de la hidrélisis por esfingomielinasa D. La flecha
indica el sitio de hidrolisis (Gatt, 1978). Ry=residuo acilo.

Se ha observado que la esfingomielinasa se une a membranas celulares, como las de
los eritrocitos e inducen la quimiotaxis de los neutréfilos, ocasionando trombosis
vascular (Moye de Alba, 1997). Aunque todavia no queda claro el mecanismo de

accion de la esfingomielinasa sobre la membrana celular, se han postulado dos
hipotesis:
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1. El receptor de la esfingomielinasa es la misma esfingomielina, la cual
se encuentra abundantemente en la monocapa externa de la
membrana plasmatica y es ahi donde actia exclusivamente (Rees, et
al., 1984).

2. La esfingomielinasa tiene una
estructura secundaria tipo anfifilica, lo que permite que se inserte en

la membrana provocando la hidrélisis de la esfingomielina (Rees, et
al., 1984).

Aunque todavia no es claro como la esfingomielinasa D actia en la membrana, la
generacién de necrosis puede ocurrir a través de mediadores inflamatorios debido a la
generacién de fosfolipidos derivados. La generacién de sustancias inflamatorias como
las prostaglandinas, los tromboxanos y los leucotrienos contribuyen a la reaccion
inftamatoria, la cual se amplifica por el compiemento provocando lesiones necréticas
(Rees, et al., 1984).

Se han reportado varias isoformas para las esfingomielinasas de al menos tres
especies de Loxosceles. En el veneno de L. reclusa se han encontrado cuatro formas
activas, con un peso molecular que varia entre 32 y 34 kDa con puntos isoeléctricos
de 7.8, 8.2, 8.4y 8.7 (Kurpiewski et al., 1981).

Tambourgi y colaboradores en 1998 reportaron tres isoformas de la esfingomielinasa
presentes en el veneno de L. intermedia. El peso molecular de las tres isoformas
oscila alrededor de 35 kDa. Dos de las isoformas (P1 y P2) son activas, no asf la
tercera (P3).

El mismo caso se presenta con el veneno de L. boneti en el cual se encontraron tres

isoformas, dos de ellas presentan actividad de esfingomielinasa D, a diferencia de la
tercera (Ramos, 2002).

IL.V. Toxinologia del veneno.
LOXOSCELISMO es el envenenamiento causado por la mordedura de una arafia

violin. Una de las principales razones por las que se suscitan estos accidentes es la
constante convivencia con el hombre (de Roodt, et al., 2002).
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La mordedura de Loxosceles produce lesiones locales (necrosis tisular) con pérdida
de tejido. En algunos casos se presentan cuadros sistémicos graves como hemdlisis,
coagulacién intravascular diseminada (CID) e insuficiencia renal aguda (IRA), que
pueden desencadenar coma y hasta la muerte (de Roodt, et al.,, 2002). Aunque
todavia no queda claro cuales son los mecanismos por los cuales se desarrollan estas
patologias, la necrosis y la hemdlisis estan relacionadas con la activacién del sistema
del complemento (Tambourgi, et al., 2000).

a) Lesiones locales.
En el sitio de la necrosis se observa edema, adelgazamiento del endotelio
vascular, acumulacion de células inflamatorias, vasodilatacion, coagulacion
intravascular y hemorragia. Todos estos fenémenos contribuyen
significativamente a la necrosis tisular.
Se han propuesto varios mecanismos por los cuales se desencadena la
necrosis tisular. Uno de ellos es, que el veneno induce la expresion de E-
selectinas y estimula la liberacién de interleucina-8 (IL-8) y del factor
estimulante de colonias de granulocitos (GM-CSF) (Tambourgi ef al., 1998),
lo que favorece la adhesién y migracion de células que sostienen y
aumentan el fenédmeno inflamatorio (de Roodt, et al., 2002).
Se ha propuesto que la fosfoceramida, producto primario de la hidrélisis de
la esfingomielina, contribuye en el proceso inflamatorio ya que promueve la
liberacion de acido araquidonico y subsecuentemente la biosintesis de
eicosanoides {Gémez-Mufioz, 2004).
La fosfoceramida es un lipido regulador de respuestas inflamatorias que
promueve la adhesion plaquetaria y la formacién de trombos que afectan a la
microcirculaciéon (de Roodt, et al,, 2002). En la Figura 6 se ilustran los

posibles mecanismo de produccién de lesiones necréticas locales (de Roodt,
ef al., 2002).
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Flgura 6. Posibles mecanismos de produccién de necrosis locales. Los fenémenos marcados con (*) son aquellos que
producirian (a lesion tipica del loxoscelismo cutaneo: la placa marmoérea o livedoide.

De esta manera el proceso inflamatorio y la severa vasculitis, con formacién de
trombos, serian los principales responsables de la necrosis; asi mismo favorece
el desarrollo de CID y de zonas de isquemia causantes a su vez de la placa
marmorea o livedoide caracteristica local de la mordedura de Loxosceles (de
Roodt, et al., 2002).

Recientemente se ha propuesto otro posible mecanismo por el cual se
desencadenan efectos fisiopatologicos propios del Loxoscelismo (van
Meeteren, ef al., 2004). En ese estudio se demostré que la esfingomielinasa de
L. laeta posee actividad de liso-fosfolipasa D, es decir, puede hidrolizar a la
liso-fosfatidilcolina unida a la albGmina (LPC-albimina). LPC es un componente
mayoritario de la membrana plasmatica, que al remover su cabeza polar,
colina, produce acido liso-fosfatidico (LPA), lipido pleiotropico que actua en
receptores acoplados a proteinas G. LPA esta involucrado en inumerables
respuestas bioldgicas y patofisioldgicas en distintos tipos celulares, provocando
efectos en los sistemas circulatorio y vascular. En condiciones fisioldgicas
normales, los niveles de LPA son muy bajos, aunque éstos pueden aumentar
por efecto de la coagulacién sanguinea, consecuencia de la cicatrizacion por
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alguna lesién. Los niveles altos de LPA en la sangre promueven efectos
deletereos como la infiltracidon de células inflamatorias (neutréfilos), disfuncién
de la barrera endotelial, entre otros. Estos efectos evocan a respuestas tipicas
que se presentan en el loxoscelismo necrotico (van Meeteren, et al., 2004)
(Figura 7).

O CHs,
i /
Gz — GH — CHz—o—hLo — CHa— CH, — N™=CHs
- AN
(I) OH O CHs
C=0
|
R Liso-fosfatidilcolina
1 (LPO
O CHs;
I K
CH,— (IZH——CHZ—O—P—OH + CH;— CH,—N—CHj3
AN
Jl) OH bH CH,
C=0
|
R4
Acido liso-fosfatidico Colina
(LPA)
inflltracién de Disfuncién en
neutréfilos la barrera
endotelial
JE Ak
Necrosis

Figura 7. Actividad de la esfingomielinasa D sobre liso-fosfatidilcolina (LPC) y productos generados, gue posiblemente
regulan respuestas celulares durante el proceso necrético (van Meeteren et al, 2004). R,=residuo acilo; 4? mecanismos

desconocidos.
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b) Lesiones sistémicas.

Como se menciond anteriormente en los cuadros severos de loxoscelismo,
se puede desencadenar insuficiencia renal aguda (IRA) que puede deberse a
la disminucién de la perfusiéon renal, a la precipitacion de hemoglobina en
tubulos renales o a la coagulacién intravascutar diseminada (CID) (de Roodt,
et al.,, 2002). Para algunos autores el factor determinante para que se
produzca IRA y CID es la hemolisis intravascular (Zavaleta, 1987). Esta
puede atribuirse a la presencia de la esfingomielinasa y LPA (producto de la
hidrélisis de LPC), ya que estimulan la entrada de calcio a los eritrocitos lo
que promueve la exposicion de fosfatidil serina en la membrana eritoricitaria,
y da como resultado la pérdida de su asimetria y en consecuencia hemolisis
mediada por complemento (van Meeteren, ef al., 2004). Los posibles
mecanismos propuesto para la hemdlisis intravascular y la insuficiencia renal
aguda se ilustran en la Figura 8 (de Roodt, et al., 2002).

Es(ingomielinasa
(iy 0lros7)

Unidn o {a membrana enlrocilara Exprasiin de solecinas
Formaczidn da trembas
Liharacn do cloquinas

Ougs ?
Activacidn do loproteinasos
enddgenas orilrocitanay
clivaje de glicolonnas
mhibisaras del C°
Achuackn del Cpor ta via
2llemaliva
(unién del C3b 3 1a membrana
entrotitarla)
Hemdlisks medwada por €
CiID = ~ — Otos??

90 WhLics tenales

nsuficlencia renal aguda

Figura 8. Posibles mecanismos de produccién de loxoscelsimo sistémico.
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ILLVI. Tratamiento del loxoscelismo.

Todavia no existe un criterio unanime para tratar el loxoscelismo, aunque para

abordarlo se toman en cuenta varios factores, tales como:

& Etapa evolutiva (pre-necroética, necrética, ulcerosa)
&  Forma clinica (cutanea o sistémica)

%  Aparicién de complicaciones (insuficiencia renal, sobreinfecciones).
El tratamiento para el envenamiento por Loxosceles puede ser dividido en dos:

a) El especifico que se refiere al uso de antiveneno.
b) El inespecifico en el cual se usan medicamentos con el fin de controlar la

necrosis local y los dafos sistémicos, si es que se presentan.

a) Tratamiento especifico.
En Sudamérica se han usado dos tipos de antivenenos:
E Uno lo elabora el Instituto Butantan en Brasil, que se
presenta en viales de 5 ml por frasco, capaz de neutralizar 75

dosis minimas necrotizantes (DMN).

[ El otro antiveneno se produce en el instituto Nacional de
Higiene de Peru. Este viene en presentacién de 5 mL y posee una
capacidad neutralizante mayor (cuatro veces mas al del
antiveneno del Instituto Butantan). Sin embargo, el procesamiento
del suero peruano es distinto al brasilefio, es decir, son
inmunoglobulinas completas, compuestas por dos regiones: |a
Fab unida al fragmento Fc. El fragmeto Fc esta relacionado
directamente con la enfermedad del suero por lo que si este
antiveneno se administra a un paciente es probable que provoque
reacciones anafilacticas por lo que no es recomendable aplicarlo
en forma endovenosa (de Roodt, et al., 2002).
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En cuanto a dosis y via de administracion todavia es controversial. En
Brasil se afirma que el antiveneno se debe aplicar durante las primeras
36 horas posteriores al accidente. Esta indicacion discrepa con la del
antiveneno peruano, ya que éste se recomienda aplicarse dentro de las
primeras 24 horas después de que sucedié el accidente. La dosis que se
debera aplicar dependera del cuadro clinico. En lesiones locales se debe
aplicar antiveneno suficiente para neutralizar 375 DMN administradas

por via intravenosa. En lesiones sistémicas la dosis debera duplicarse
(de Roodt, et al., 2002).

b) Tratamiento inespecifico.
En nuestro pais no se cuenta todavia con algun antiveneno, por lo que

se ha recurrido a administrar distintos medicamentos para el tratamiento
de loxoscelismo:

b.1. Corticosteriodes. Pueden disminuir la respuesta inflamatoria
local y por ende el dafio. Habitualmente se usa prednisona,
via oral, a razén de 0.5 a 1 mg/kg peso/dia.

b.2. Dapsona. Tiene un efecto modulador de la respuesta
inflamatoria. Esto ayuda a minimizar la lesién local. La dosis
indicada es de 50-100 mg/dia, durante 15 dias.

b.3. Antihistaminicos. No se han mostrado eficaces para el
loxoscelismo.

b.4. Didlisis. Indicada en casos de insuficiencia renal aguda. No es

util para la depuracion plasmatica del veneno, pues éste no
dializara.

b.5. Analgésicos (paracetamol).
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b.6. Antibidticos para evitar infecciones.
b.7. Profilaxis antitetanica que ayuda en el manejo del paciente.

b.8. En los cuadros hemoliticos deben aplicarse medidas de
control y soporte para prevenir la insuficiencia renal aguda y
eventualmente transfusién para elevar el hematocrito (de
Roodt, et al., 2002).

IL.VIl. Especies de interés medico.

En el mundo se distribuyen alrededor de 100 especies del género Loxosceles
(Platnick, 2000). De éstas, solamente algunas son de importancia sanitaria. En el Sur
de E.U. destaca L. reclusa. En Sudamérica las especies que tienen mayor impacto
son L. gaucho y L. intermedia, nativas de Brasil y L. /aefa nativa de Chile
(Kalapothakis, et al., 2002).

Los casos mas antiguos de loxoscelismo se registraron en Chile en el ano de 1937 y
éste fendmeno fue llamado "La Mancha Gangrenosa de Chile" (Zavaleta, 1987).

En resumen, las especies de Loxosceles que han tenido mayor impacto a través del
tiempo son: L. reclusa (E.U.), L. gaucho (Brasil), L. intermedia (Brasil) y L. laeta (Chile,
Argentina y Perd) (de Roodt, ef al., 2002). Esto puede ser debido a que estas
especies viven cerca de las viviendas y por tanto tienen mayor contacto con los
humanos, aumentando la probabilidad de que se suscite algin accidente por
mordedura de Loxosceles. El registro de intoxicaciones por arafia que se tiene del afio

2000, para el caso de México, y 2002 para E. U. y Brasil, se muestra en fa Tabla 1.

Tabla 1. Intoxicaciones por arafias en: México (2000), E. U. (2002) y Brasil (2002).

. . No. de pacientes
Pais Especie No. de casos recuperados Muertes
*México Arafa 3,545 - 0
*E.U. Arana reclusa 2,944 2,438 0
***Brasil Araia 3,453 1,916 0

Fuente: * Boletin Epidemioldgico del IMSS, 2002.

** 2002 Annual Report of the American Association of Poison Control Centers Toxic Exposure Surveillance System.
*** Sistema Nacional de Informacoes Téxico-Farmacolégicas-SINITOX, 2002.
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lll. ANTECEDENTES. APROXIMACION TEORICA.

lll.l. L. intermedia.

llL.LIL. Bioquimica del veneno.

Como se mencioné anteriormente, Tambourgi y colaboradores en 1998 separaron al
veneno de L. intermedia en tres fracciones principales, las cuales llamaron P1, P2 y
P3 (Tambourgi, et al., 1998). Estas presentaron un peso molecular de 35 kDa
aproximadamente. Los puntos isoeléctricos de P1 y P2 fueron 8.9 y 8.3
respectivamente, y aunque no pudo ser determinado el de P3 se presume que esta
por arriba de 9. De éstas tres fracciones, solamente P1y P2 presentaron actividad de
esfingomielinasa D. El amino terminal de las fracciones se secuencié; la comparacion
de estas secuencias mostré un alto grado de similitud entre P1 y P2, pero no con P3
(Tabla 2). En este trabajo (Tambourgi, et al., 1998) se habla de una cuarta isoforma,

sin embargo, ésta no fue bien caracterizada, por lo que no se hablara de ella en
adelante.

Tabla 2. Porcentaje de identidad entre las isoformas reportadas de L. intermedia
(Tambourgi, et al., 1998).

Isoformas | P1 P2 P3
P1 100 - -
P2 89 100 -
P3 52 58 100

lILLIL. Clonacién y secuenciacion del gen de la esfingomielinasa.

Se clond, secuenci6 y expres6 un gen que codifica para una de las esfingomielinasas
de L. intermedia (Kalaphotakis, et al., 2002). La clonacién se hizo a partir de una
liberia de ADNc usando ARNm aislado de las glandulas venenosas. Las clonas se
seleccionaron por tamizaje usando un ELISA tipo sandwich, es decir, se sensibilizaron
las placas de ELISA con F(ab’); especificos anti-L. intermedia los cuales se pusieron a
reaccionar con el sobrenadante producto de la sonicacion y centrifugacién de las
distintas clonas. Finaimente se mezclé un segundo F(ab’), especificos acoplados a

peroxidasa anti-L. intermedia. El resultado mostré que 50 clonas presentaron altos
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niveles de inmoreactividad. La clona que mostré la sefial mas alta fue la que se
caracteriz6. El ADN de ésta se secuencio obteniéndo un fragmento de 1127 pb, que
codifica para una proteina madura de 31.25 kDa a la que se llamé LiD1. El ADNc de
LiD1 tiene un propéptido conformado por 10 residuos y un péptido sefial incompleto
compuesto por 12 aminoacidos, con un sito de escisioén para una peptidasa sefal. No
se encontrd ninguna metionina como inicio de la traduccién de la proteina madura.

Esta toxina se clon6 en pBK-CMV como proteina de fusiéon con la B-galactosidasa. El
peso molecular esperado fue de 37.39 kDa, incluyendo el fragmento fusionado, los 12
residuos del péptido sefial incompleto, los 10 residuos del propéptido y los 280
aminoacidos de la proteina. Esta se expresé en un sistema bacteriano (XLORL) y se
purificé por una columna de Sephacryl-S-200. Las fracciones obtenidas, se analizaron
por ELISA. Las positivas, se repurificaron por afinidad mediante inmunoglobulinas G
anti-L. intermedia. La cantidad de proteina soluble obtenida por litro de cultivo fue de 3
mg, y no presenté actividad enzimatica. Se inmunizaron conejos con la proteina
recombinante, pero no fue tan inmunogénica como el veneno nativo. Sin embargo, los

anticuerpos producidos reconocieron al veneno de L. intermedia (Kalaphotakis, et al.,
2002).

N, L. bonet,i.

lILILL. Caracterizacion bioquimica e inmunolégica del veneno.

Un caso similar al de L. intermedia se presenta con L. boneti. Durante mi tesis de
licenciatura, caractericé el veneno de esta especie, y encontré tres isoformas de
esfingomielinasa, con un peso molecular alrededor de 32.5 kDa. Al igual que
L. intermedia, sélo dos de las isoformas (Lb1 y Lb2) presentes en el veneno de
L. boneti son activas, sin ser asi la tercera (Lb3).

Las tres isoformas se secuenciaron, obteniéndose alrededor de 30 aminoacidos del
extremo amino terminal de cada una de ellas. La comparacién de secuencias mostro
que Lb1 y Lb2 son muy parecidas entre si, mientras que Lb3 presenta la mayor
diferencia con respecto a las anteriores (Tabla 3). También se hicieron comparaciones
entre las isoformas de L. boneti con otras secuencias parciales de L. desertay L.

reclusa que ya se habian reportado (Gomez, et al., 2001) encontrando que el extremo
amino terminal esta muy conservado (88.6%)
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Tabla 3. Porcentaje de identidades entre las isoformas de L. boneti (Ramos, 2002).

Isoformas | Lb1 | Lb2 | Lb3
Lb1 100 - -
Lb2 94 100 -
Lb3 36 40 | 100

Por otro lado, se obtuvieron anticuerpos policlonales en conejo contra los venenos de
L. bonetiy L. reclusa con titulos alrededor de 20,000. Los analisis por Western-blot
mostraron que estos antisueros fueron capaces de reconocer a las necrotoxinas
homaologas y ademas presentaron un alto grado de reconocimiento heterélogo, ya que
el antisuero anti-L. boneti reconoce a la necrotoxina de L. reclusa y viceversa.
Adicionalmente, también se mostraron reacciones cruzadas a con el antisuero anti-
L. laeta (Argentina).

En este trabajo se confirmé, que en el veneno de L. boneti existen por lo menos dos
proteinas que causan dermonecrosis. Esto se comprobé en piel de conejo aplicando
distintas cantidades de cada una de las isoformas, y se encontré que las primeras dos
son capaces de producir necrosis, a diferencia de la tercera; esto coincidié con lo
hallado a nivel de secuencia aminoacidica ya que la Lb3 es la mas divergente.

Las conclusiones de este trabajo resultaron ser muy importantes para el desarrollo de
esta tesis, ya que la informacion generada fue esencial para poder obtener un

antiveneno que neutralice el mayor niumero de venenos de las distintas especies del
género Loxosceles.

lLILIL Clonacién y secuenciacion de los genes de las esfingomielinasas de
L. boneti y L. reclusa.

En el laboratorio del Dr. Alagon; Alejandro Olvera, cloné y secuenci6 parcialmente los
genes que codifican para las esfingomielinasas D tanto de L. boneti como de
L. reclusa, amplificando ADNc a partir de ARNm de glandulas venenosas.

Para seleccionar Ael ADNc codificante de las esfingomielinasas, se disefiaron
oligonucledtidos degenerados, a partir de las secuencias parciales (primeros 33
aminoacidos) de las isoformas de L. boneti que obtuve anteriormente (Ramos, 2002),

asi como las secuencias parciales amino terminales de L. reclusa, L. deserta, L. laeta,
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L. gauchoy L. intermedia que ya se habian reportado (Barbaro, et al., 1996% Gomez,

et al., 2001; Ramos, 2002). Los oligonucleétidos utilizados se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Disefio de oligonucleétidos para clonar las esfingomielinasas de L. boneti y
L. reclusa (Ramos-Cerrillo, et al., 2004).

Nombre Secuencia Degeneracion
LbD-1 CCI GCI TGG ATHATG GG 3
LbD-3 MGI CCI AAR CCIATH TGG 12

El diserio de LbD-1 se hizo en base a las isoformas | y Il encontradas en la fraccién
necrotéxica de L. boneti, ya que éstas dos son idénticas al menos en los primeros 9
residuos amino terminales. Lo mismo sucedié para el caso de L. reclusa, ya que su
secuencia también es idéntica al amino terminal de las dos isoformas de L. boneti. Por
tanto ese oligonucleétido se usé para amplificar el ADNc codificante de las
esfingomielinasas de ambas especies.

Por otro lado, ya se sabia que la tercera isoforma de la fraccién necrotoxica de
L. boneti, en cuanto a identidad, era la mas distinta por lo que se procedi6 a disefar el
oligonucle6tido degenerado LbD-3 para clonar esta isoforma (Tabla 3). Una vez
obtenidos los ADNc se amplificaron y se clonaron en el vector pCR2.1-TOPO.

Se aisl6 plasmido de varias clonas y se analizé por secuencia, encontrando que para
el caso de L. boneti, dos clonas distintas mostraban 100% de identidad con las
secuencias parciales amino terminales correspondientes a la isoforma 1y 3. A estas
secuencias se les dio el nombre de Lb1 y Lb3 respectivamente. El tamafio del
fragmento para la Lb1 fue de 828 pb y de 819 pb para la Lb3; estos codifican para 276
y 273 residuos respectivamente. No se encontré alguna clona que tuviera la
secuencia la isoforma 2 de L. boneti.

En el caso de L. reclusa se obtuvieron dos secuencias distintas, las cuales fueron
llamadas isoforma 1 (Lr1) y 2 (Lr2), en base al porcentaje de identidad que guardaban
con respecto a la isoforma 1 de L. boneti. Ambos insertos (Lr1 y Lr2) mostraron un
tamario de 828 pb codificantes para 276 aminoacidos. v
Cabe mencionar que todas las secuencias obtenidas tanto de L. boneti como de

L. reclusa fueron parciales, es decir, les hacian falta los primeros cuatro aminoacidos
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N-terminales. El porcentaje de identidad entre Lb1y Lb3 fue del 45% y en cuanto a las
dos isoformas de L. reclusa fue del 90%.

III.III.)L. laeta.

lILIILL Clonacién y secuenciacion de los genes de las esfingomielinasas.

Los genes que codifican para las esfingomielinasas D de L. /aeta se clonaron y se
secuenciaron a partir de una libreria de ADNc de las glandulas venenosas (Fernades
Pedrosa, et al., 2002). |

Se analizaron varias clonas a nivel de secuencia. Tres de ellas (H17, H13 y H10)
fueron muy similares a las secuencias parciales amino terminal de L. intermedia que
ya se habian reportado (Tambourgi, et al., 1998). Entre ellas, H13 mostr6é una del
identidad 81% con respecto a H17, mientras que la identidad entre H10 con respecto
a las dos anteriores, resulto ser signficativa pero mucho mas baja (40%).

H17 mostrd la mayor identidad con las secuencias amino terminales de Loxosceles
reportadas anteriormente, por lo que se selecciond para la producciéon de la proteina
recombinante. La secuencia H17 mostré6 un marco de lectura abierta de 311
aminoacidos, con un sitio de inicio de la transcripcion en la posicién 12 y un codén de
paro en la posicion 944. Esta secuencia tiene un péptido sefal de 26 aminoacidos.

El ADNc codificante de la proteina madura se amplificé por PCR y se clon6 bajo el
promotor T7 del plasmido pAE. La construccién final pAE-L. /aeta tiene una etiqueta
de seis histidinas en el extremo amino terminal y cuatro aminoacidos adicionales
(LEGS) seguida por la esfingomielinasa. La construccion se transformé en células de
E. coli BL21 (DE3) para su expresion. Los extractos celulares de las colonias se
analizaron por SDS-PAGE y se demostré que una de ellas producia una proteina de
33 kDa. Para sobreexpresar a ésta, indujeron con 1 mM IPTG, purificandola
posteriormente por cromatografia de afinidad, y se obtuvo 17.4 mg de necrotoxina
recombinante de L. /aeta por litro de cultivo. La proteina recombinante se caracteriz6 y
sus propiedades biolégicas fueron analizadas y comparadas con las de la proteina
nativa. Se encontrd que al igual que la proteina nativa, la recombinante es capaz de

hidrolizar esfingomielina, es necrosante (conejo) y que su actividad hemolitica es
dependiente de complemento.
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IV. JUSTIFICACION.

En el afio 2002, el IMSS report6 3545 casos de intoxicaciones por mordedura de
arafia, y aunque no se cuenta con un registro de las especies causantes de las
intoxicaciones se cree, por la sintomatologia que presentaron los pacientes, que un
porcentaje elevado fueron ocasionadas por arafas violinistas.

Pese a que en nuestro pais se distribuyen 39 especies del género Loxosceles todavia
no se cuenta con un antiveneno comercial contra los efectos de la mordedura de esta
arana. Por lo que, los resultados obtenidos en esta tesis contribuiran a generar
proteinas recombinantes que se usen como antigenos para la produccion de un
antiveneno que neutralice el efecto del veneno del mayor nimero de especies
Loxosceles.

Finalmente, la expresién de estas proteinas contribuird a la produccién de material
suficiente y a bajo costo para poder realizar estudios conducentes al logro de un

mejor entendimiento de los mecanismos bioquimicos y fisiopatolégicos, por los cuales
se desarrolla el loxoscelismo.

V. OBJETIVOS.

= Objetivo general.
Producir, evaluar y caracterizar toxinas recombinantes de las esfingomielinasas D de

L. boneti, L. reclusay L. laeta (Peru) para su posible uso como inmunégenos para la
produccién de un antiveneno polivalente.

% Objetivos particulares.
E Generar inmunégenos recombinantes activos de las esfingomielinasas D

de las tres especies de Loxosceles.

E Encontrar las condiciones 6ptimas para la expresion y purificacion de las
proteinas recombinantes.
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E Evaluar las actividades enzimaticas de las toxinas recombinantes.

E Evaluar las capacidades inmunogénicas de las toxinas recombinantes.

Evaluar las capacidades neutralizantes de los sueros hiperinmunes

(inmunidad pasiva), producidos a partir de las proteinas recombinantes.

Vi. MATERIAL Y METODOS.

En el diagrama de flujo que a continuacion se ilustra, refleja la estrategia usada a lo
largo de este trabajo.

PCR con oligonucledtidos disefiados a
partir de las secuencias reportadas

v

Clonacién y secuenciacion en TOPO 2.1

v

Clonacién en un vector de expresién con
etiqueta de histidinas pQE30 y pQE60 ¢

Comparacién de la actividad especifica entre
Condiciones de induccién de las necrotoxinas las SMDr e isformas nativas

v

Purificacién de las proteinas recombinantes por afinidad

v

Actividad enzimatica

g v

3 z i Aislamiento de ARN total de las
st glandulas de las arafias

Purificacién de isoformas nativas

Letalidad en ratones

Neutralizacion de Actividad Inmunizacién en 5 Ensayos ’ Neutralizacion
act. enzimatica in dermonecrética conejos inmunolégicos en ratones
vitro

Figura 9. Estrategia experimental seguida a lo largo de todo este trabajo.
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E Evaluar las actividades enzimaticas de las toxinas recombinantes.
E Evaluar las capacidades inmunogénicas de las toxinas recombinantes.

E Evaluar las capacidades neutralizantes de los sueros hiperinmunes

(inmunidad pasiva), producidos a partir de las proteinas recombinantes.

Vi. MATERIAL Y METODOS.

En el diagrama de flujo que a continuacion se ilustra, refleja la estrategia usada a lo
largo de este trabajo.

PCR con oligonucledtidos disefiadas a ¢ . ¢ Aislamiento de ARN tota_l de las
partir de las secuencias reportadas 3RACE glandulas de las aranas

v

Clonacién y secuenciacién en TOPO 2.1

4

Clonacion en un vector de expresién con
etiqueta de histidinas pQE30 y pQES0 ¢

Comparacién de la actividad especifica entre
Condiciones de Induccién de las necrotoxinas las SMDr e isformas nativas

v

Purificacién de las proteinas recombinantes por afinidad

v

Actividad enzimatica

« Y

Purificacién de isoformas nativas

Letalidad en ratones

Neutralizacidén de Aclividad Inmunizacién en N Ensayos Neutralizacion
act. enzimatica in dermonecrbtica COneios inmunolégicos » en ratones
vilro

Flgura 9. Estrategia experimental seguida a lo larga de todo este trabajo.
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VL1. Materiales.
VLll. Especimenes vivos.

a) Arafas.

a.1 L. boneti. Se colectaron en las Comunidades de La Capilla 'y
Corral de Toros, Municipio de lguala, en la parte centro del
estado de Guerrero. Para confirmar que eran L. boneti se
mandaron 10 hembras y 10 machos al Museo de Historia Natural
de New York con el Dr. Norman Platnick, quién las identificé como
tales.

a.2 L. reclusa. Se colectaron en Stillwater, Oklahoma por los
Dres. G. Odell y A. Alagén y el Biél. Cipriano Balderas.

a.3 L. laeta. Se colectaron en Lima, Peru por el Dr. Alfonso
Zavaleta y la Dra. Maria Salas del Laboratorio de Farmacologia,

Universidad Peruana “Cayetano Heredia”, Lima, Pert.

b) Conejos.
Se usaron conejos de la cepa New Zeland White, proporcionados por el
Bioterio del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

c) Ratones.

Se utilizaron ratones de la cepa balb-c entre 18-20 g de peso,
comprados a la compania Harlan.

VLLII Reactivos.

Los reactivos de uso general fueron de las casas: SIGMA, Bio-Rad, Merck,
Baker, Qiagen, Rockland, Invitrogen, Gibco-BRL, Zymed, Boerhinger-
Mannheim y Molecular Probes.
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VLLIN. Filtracién en gel.

Las moléculas de interés pesan alrededor de 32 kDa, por lo que la matriz
seleccionada para empacar la columna fue Sephadex G-75 (Sigma Chemical
Co.) debido a que su limite de exclusién es de 70 kDa.

VLLIV. FPLC.

La columna que se utilizé para llevar a cabo la cromatografia de intercambio
ténico fue del tipo Mono S HR 5/5 (Pharmacia LKB Biotech), la cual es un
intercambiador catiénico muy fuerte, basado en resinas hidrofilicas. Las
dimensiones de la columna fueron las siguientes: 5 cm de altura X 0.5 cm de
diametro. El tamafo de las particulas de la resina fue de 10 ym. Los grupos
cargados son metil sulfonatos. La capacidad de pegado de proteinas de esta
columna esta en el rango de 20-50 mg/mi.

VLLV. Oligonucledtidos.

Todos los oligonucleétidos usados en este trabajo los sintetizé la casa
comercial SIGMA.

VI.1.Vi. Enzimas.

Las enzimas de restriccion utilizadas se adquirieron en la casa New England,
Bio-Labs. La Taq polimerasa y la enterocinasa en Boehringer-Mannheim. Tanto
la T4 DNA ligasa como la fosfatasa alcalina fueron de Roche.

VLLVII. Vectores.
El vector de secuenciacion que se usé en este trabajo fue el pCR2.1-TOPO de
Invitrogen. Este posee un tamario de 3.9 kb y tiene la particularidad de estar

linearizado por la accidn de la topoisomerasa dejando una T sobresaliente en el
lado 5° de ambas cadenas.

El primer vector de expresion que se usé fue el pTcrHis-Topo®TA de
Invitrogen, mismo tiene un tamario original de 4.39 kb, un promotor de frc y un

gen de resistencia a la ampicilina. El vector adiciona una etiqueta de seis
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histidinas en el lado amino terminal de la proteina expresada para su

recuperacién y 29 residuos mas que incluye un sitio de corte a enterocinasa.

Posteriormente los vectores de expresién que se utilizaron fueron: pQE30 y
pQEGO de Qiagen, que permiten la expresion de proteinas recombinantes y
presentan las siguientes caracteristicas: un tamarfo de 3.4 kb, un promotor del
colifago T5 (Pnys) fusionado al operador fac (Pn2s/O). La transcripcion de este
promotor puede ser controlada por el represor /ac (producto de Jac /) (Bujard, et
al., 1987).

La proteina recombinante se expresa con cuatro aminoacidos adicionales y una
etiqueta de 6 histidinas (6His-tag) ya sea en el N-terminal (pQE30) o C-
terminal (pQEG0).

VLLVIIL. Kits.

Para purificar los fragmentos de ADN obtenidos en la amplificacion por PCR, se
separaron por electroforesis en agarosa, se usaron tanto el kit: Qiaquick Gel
Extraction (Qiagen), como el High Pure PCR product purification kit (Roche).

Para la obtencion de plasmido a pequefa escala se usaron los siguientes kits:
Plasmid Miniprep kit (Bio-Rad) y Qiaprep Spin Miniprep kit (Qiagen). El ditimo

ofrece una alto grado de pureza por lo que se us6 para la secuenciacién.

VLLIX. Células competentes.

Se utilizaron dos cepas de E. coli en el transcurso de esta tesis. Para clonar las
costrucciones se usé la cepa XL1-blue (Stratagene), y para su expresion se
subclonaron en la cepa BL21 DE3. Las bacterias competentes se prepararon

de acuerdo a protocolos estandarizados del laboratorio (Sambrook, et al.,
1989).

VLLX. Adyuvantes.
El término adyuvante procede del latin adjuvare que quiere decir ayudar. Un

adyuvante es una sustancia que estimula inespecificamente la respuesta
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inmunitaria frente a un antigeno. Una de sus funciones primordiales es crear un
reservorio 0 depédsito de antigeno que perdure el tiempo suficiente para
estimular la respuesta inmune, ya que un antigeno libre normalmente difunde
con mucha rapidez hacia los tejidos locales que rodean el sitio de la
inoculacién. Los adyuvantes activan a los macrofagos promoviendo la
respuesta inmune por un incremento en la presentacién del antigeno a los
linfocitos. Por otro lado los macréfagos también liberan factores solubles que

potencian la proliferacidén de linfocitos.

El adyuvante de laboratorio que mejor se conoce, y que se ha utilizado por mas
de 50 afios en la produccion de antisueros en animales, es el adyuvante de
Freund del cual existen dos versiones:

El completo (CFA).

B El incompleto (IFA).
Ambos son aceite mineral, sin embargo el primero va acompanado de células

inactivadas de Mycobacterium tuberculosis (Morris ef al., 1999).

En este trabajo se usaron ambos adyuvantes (Rockland), la primera
inmunizacién fue con CFA y las subsecuentes con IFA. Se usaron formando

una emulsion compuesta por adyuvante y solucién antigénica acuosa en
proporcién 1:1.

VL. Metodologia.
VLILL. Obtencién del veneno.
Las gldndulas venenosas de las arafias se extrajeron mecanicamente, jalando
los queliceros con unas pinzas para desprender el par de glandulas. Cincuenta
aparatos venenosos se colocaron en 1 ml de acetato de amonio 20 mM pH 4.7
y se maceraron con un homogenizador de teflon. El macerado se centrifugd por
dos minutos a 14,000 rpm, con el fin de quitar residuos sélidos y restos
celulares. Los sobrenadantes (extractos de glandutas) se almacenaron a -70°C
hasta su uso.
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VLIL.H.Cromatografia en gel.

Con el fin de obtener distintas fracciones del veneno de L. bonetiy L. reclusa se
llevaron a cabo separaciones por cromatografia en gel, la cual resuelve a las
proteinas en funciéon de su tamafo. La columna que se usd mide 170 ¢cm de
largo por 1.4 cm de diametro. El buffer de corrida fue acetato de amonto 20 mM
apH 4.7. La velocidad de flujo fue de 50 ml/h.

A la columna se le aplicaron 36 mg (1UAz2s0nm=1mg/ml) de veneno de L. boneti,
en 2 ml. Se colectaron 90 fracciones de 5 ml. Para el caso de L. reclusa se
aplicaron 29 mg de veneno en 4 ml. Se colectaron 90 fracciones de 4.5 ml.

Las muestras de ambas corridas se leyeron en un espectofotémetro (Beckman
Du650l) a dos longitudes de onda: 260 y 280 mn.

VLILIIL. Cromatografia de intercambio iénico (FPLC).
La cromatografia de intercambio idbnco o de alta resolucién se realiza sobre una
matriz de material insoluble que posee grupos cargados y iones moéviles de

carga contraria. Estos Gltimos pueden ser intercambiados reversiblemente por
otros iones méviles con la misma carga.

Una vez que se obtuvo la fraccion necrotoxica de los venenos por filtraciéon en
gel, se procedi6é a purificar sus isoformas, para comparar posteriormente las

actividades enzimaticas de éstas con las proteinas recombinantes obtenidas.

Los buffers utilizados fueron los siguientes:
%  Fase mévit: acetato de amonio 20 mM pH 4.7

& Buffer de elucién: acetato de amonio 20 mM pH 4.7 + 2M cloruro de
sodio.

La separacion se hizo en una columna Mono S 5/5. Una vez que la columna
estaba equibrada se procedié a inyectar la muestra, previamente centrifugada
durante dos minutos a 14,000 rpm con el fin de quitar precipitados. El buffer en
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el que estaban las muestras fue acetato de amonio 20 mM pH 4.7. La muestra

de L. boneti contenia 520 pg en 7 mL, en tanto que la de L. reclusa 427 yg en 4

mL. En este caso la proteina se cuantificé con el kit de BCA (Pierce).

Las isoformas se separaron con un gradiente lineal de 0 a 0.6M de NaCl

(1ml/min), en buffer acetato de amonio 20mM pH 4.7. La columna se regeneré

lavando con 2M NaCl y reequilibrada en el buffer inicial.

VLILIV. Extraccion de ARN total de las glandulas venenosas de arana por
el método de Piotr Chomczynski y Nicoleta Sacchi, 1987,

Soluciones:

a) Sarcosil al 10%

b) Citrato de sodio 0.75M pH 7.0

c) Acetato de sodio 2M pH 4.1

d) Dodecil sulfato de sodio 10%

e) 2-mercaptoetanol

f) Solucién stock (4M tiocianato de guanidinio, 25 mM citrato de sodio a
pH 7, 0.5% sarcosil). 250 gr de tiocianato de guanidinio + 17.6 ml
citrato de sodio (0.75M pH 7.0) + 26.4 ml de sarcosil al 10% a 65°C.
Llevar a 500 m{ con agua/DPC al 0.1%)

g) Solucién D (4M tiocianato de guanidinio, 25 mM citrato de sodio a pH

7, 0.5% sarcosil + 101.6 mM 2-mercaptoetanol). Agregar 0.36 mi de
2-mercaptoetanol a 50 ml de la solucion stock.

Procedimiento:

a)

Se colocd 1 ml de solucién D en un homogenizador de teflén,
previamente tratado con 1M hidréxido de sodio durante 1 hora y se
lavé con agua DPC. Se usaron 25 glandulas venenosas de
Loxosceles para la extraccion. Es importante mencionar que el
homogenizado se mantuvo en hielo durante todo este proceso.
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b) Se centrifugd 2 minutos a 14,000 rpm. Se extrajo el sobrenadante y
se le agregd 0.1 ml de acetato de sodio 2M pH 4.1 + 1 ml de fenol
acido saturado en agua + 0.2 ml de una mezcla (49:1) de
cloformo:isopropanol. Se agité durante 10 segundos en un vértex y se
mantuvo en hielo durante 15 minutos.

c) Se entrifugd a 10,000 rpm durante 20 minutos a 4°C. Se dej6 durante
una hora a -20°C para precipitar al ARN.

d) Nuevamente se centrifugd a 10,000 rpm durante 30 minutos a 4°C, se
tir el sobrenadante y fa pastilla se disolvié en 0.3 ml de solucién D.
Posteriormente se precipité con 0.3 ml de isopropanol,
manteniéndose a —20°C durante una hora.

e) Pasado el tiempo se centrifugé a 14,000 rpm por diez minutos a 4°C y
la pastilla se lavé con 1 ml de etanol frio al 75% y se secé por 15
minutos a 37°C.

f) Finalmente se solubiliz6 en agua/DPC y se almacené a -70°C hasta

Su uso.

VLILV. 3’ RACE - (Rapid amplification of cDNA Ends; Gibco-BRL).
Es una estrategia molecular que permite el aislamiento tanto del extremo 5’
(5’'RACE) como del 3' (3’RACE) de un ARN mensajero cuya secuencia es
parcial o totalmente desconocida, pero que codifica para una proteina con
dominios conservados (Forman, et al., 1998). Esta técnica combina la sintesis
del ADNc de interés con su amplificaciéon por PCR.
Para el caso del 3' RACE el ADNc se sintetiza, de manera general, utilizando
un oligonucleédtido poli-dT, mismo que se utiliza para la reaccion de PCR
(oligonucleétido anti-sentido). Generalmente, el oligonucleétido sentido es
degenerado y disefiado en base a la secuencia de dominios conservados o, de
ser el caso, en la secuencia peptidica conocida.
Mientras que en el 5° RACE, se le agrega una secuencia mononucleotidica
(poli-dG) al extremo 5’ del ADNc con apoyo de la enzima polinucleétido
transferasa terminal (TdT). La amplificacién se da hacia el extremo 5’ del ADNc,
y la especificidad de dicha amplificacion la confiere el oligonucleétido anti-
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sentido especifico o degenerado, segun la informacion disponible.

El ARN que se tenia de las glandulas venenosas de las tres especies
Loxosceles era total, para seleccionar el ARNm se usé el oligonulcedtido poli-
dT y mediante la reverso transcriptasa se obtuvo el ADNc. Para eliminar el
ARNm de las cadenas heterodiplex ARNm:ADNc se adicioné RNAsa H la cual
degrada especificamente el ARNm de estas cadenas, obteniéndo unicamente
el ADNc.

Se tenian las secuencias parciales de las isoformas 1 de L. bonetiy L. reclusa.
Como se menciond anteriormente les hacian falta los primeros cuatro
aminoacidos del amino terminal, por lo que se procedié a hacer un
oligonucleétido especifico: 5'Lb1-completo (Tabla 5), para tener las secuencias
completas de ambas especies.

Los otros dos oligonulceétidos: 3'NCTx | y Il se disefiaron de tal manera que en
los extremos 3" agregaran un sitio Sal/ | y un sitio Bg/ Il, con la finalidad de

clonarlos en los vectores de expresion pQE30 y pQE6G0 respectivamente.

Tabla 5. Diserio de los oligonucleétidos para obtener la secuencia completa de los genes de

las isoformas de las esfingomielinasas de L. boneti 1y L. reclusa 1.

Secuencia Posicion y sitios de
Nombre
(5°- 3’) restriccion
‘ AAA GGA TCC GCG AAC AAACGC CCG
5°Lb1-completo 5 BamH |
GCG TGG ATC ATG
) GGGG GTC GAC TTAATT CTT GAATGT
3'NCTx | 3'Sall
TTC
) GGGG AGATCTATT CTTGAATGT TTC
3'NCTx |l CCA 3'Bgl

Tanto L. boneti como L. reclusa son idénticas en los residuos amino y carboxilo
terminales por lo que estos oligonulceétidos son (tiles para obtener las
secuencias completas de ambas especies. Las secuencias van del 5'al 3" y los
sitios de restriccion estan en negritas.

Por otro lado e! ADNc de L. laeta, se amplificé usando oligonulceotidos

especificos (LI-1, Li-2, LI-3) (Tabla 6) para obtener el ADN de doble cadena.
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Con el programa Oligo 4.03 (National Biosciences, Inc¢.) fueron disenados estos
oligonuiceétidos en base a la secuencia de L. /aeta H17 (Brasil), que ya se
conocia.

Tabla 6. Disefo de oligonulceétidos para amplificar el ADNc de las esfingomielinasas de

L. laeta (Peru)

Secuencia Posicion y sitios
Nombre S
(5’-3) de restriccion
5°LI-1 AAA GGA TCC GCT GAT AAC CGT CGT CC 5" BamH |
3'LI-2 GGGG GTC GAC CTA ATTTTT AAAAGT CTC CCA 3'Sall
3°LI-3 GGGG AGA TCT ATT TTT AAAAGT CTC CCA TG 3'Bglll

El modelado de todas las construcciones se hicieron con el programa Gene
Construction kit® 1.03.1 (Textco Inc.). Las secuencias van del 5'al 3" y los

sitios de restriccién estan en negritas.

El ADN de doble cadena obtenido a partir del ADNc, se separ6
electroforéticamente en geles de agarosa, se cortaron bloques que contenian al
ADN correspondiente al peso esperado (= 800 pb), y se purificaron por
Qiaquick Gel Extraction kit.

Cabe sefialar que la Taq DNA polimerasa usada durante la ampilificacidn, tiene
la peculiaridad de adicionar una deoxiadenosina en los extremos 3" en ambas

cadenas del ADN, [o cual es de gran utilidad para el siguiente paso que fue la
clonacién.

VLILVL Clonacion y secuenciacion de los genes de las esfingomielinasas
D de Loxosceles.

El fragmento amplificado de ADN (= 800 pb) se clon6 en el vector de
secuenciacion pCR2.1-TOPO (Invitrogen) de acuerdo a instrucciones del
proveedor. La ventaja de esta clonacion es que se da en pocos pasos evitando

la defosforilacién del vector y posteriormente la ligaciéon. Como se menciond
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anteriormente, pCR2.1-TOPO tiene una T sobresaliente en los extremos 5° la
cual hibrida con la A de los extremos 3" del producto de PCR. La
transformacion se llevo a cabo en E. coli XL1-blue y se purificé plasmido de las
clonas por Qiaprep Spin Miniprep kitl(Qiagen) de acuerdo a instrucciones del
proveedor. Obtenido el plasmido se analiz6 por reestricciéon y su inserto se
secuencio por el método de dideoxinucleotidos terminadores de fa sintesis de
cadena (Sanger, et al., 1977), en la Unidad de Secuenciacién del Instituto de
Biotecnologia, UNAM. La secuencia que se obtuvo se comparé in silico con las
secuencias incompletas que se habian obtenido anteriormente.

VLILVII. Analisis de las secuencias y alineamientos.

Las secuencias nucleotidicas se analizaron con el paquete GeneWorks® 2.5.1
(Intelligenetics, Inc.). Para la traduccion de las secuencias se usé el programa
translate y para alinear las secuencias se usé el programa Protein Aligment del
mismo paquete. Las secuencias de L. /aeta (de Brasil: H17, H13 y H10) se
obtuvieron de NCBI web server (Genbank Accesion numbers AAM211154,
AAM211155, y AAM211158, respectivamente). Iguaimente, las de L. arizonica,
L. intermedia (LiD1, LiP1 y LiP2) se extrajeron de la misma fuente (Genbank
Accesion numbers Q7Z1Y7, P83045, AAPS7091 y AAPS7092,
respectivamente). Las secuencias de L. boneti (Lb1y Lb3) y L. reclusa (Lr1y
Lr2) se obtuvieron en el laboratorio y recientemente se publicaron (Ramos-
Cerrillo, et al., 2004) (Genbank Accesion numbers AAT66073, AAT66074,
AAT66075 y AATB6076, respectivamente) Las identidades se calcularon por el
programa GeneWorks® 2.5.1 (Intelligenetics, Inc.).

VLILVIII. Electroforesis.
a) ADN.
Los geles usados para el analisis de ADN fueron de agarosa al 1 %
con 0.5 g/ml de bromuro de etidio (EtBr). El equipo usado fue Mini-
Sub® Cell GT (Bio-Rad). Las separaciones electroforéticas se

llevaron a cabo en TAE 1X a 100 volts. El buffer de carga para cada
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muestra fue loading buffer (1 pl/10ul de muestra). Los marcadores de
peso molecular fueron A Hind |l de Bio-labs.

b) Proteinas (SDS-PAGE).

SDS-PAGE es un método para separar proteinas dependiendo de su
tamano y de la carga eléctrica negativa dada por el SDS cuando se
colocan en un campo eléctrico (Laemmii, 1970).

El equipo utilizado para éste método fue el Mini-Protean Ill (Bio-Rad).
La separacién de proteinas se realizé en geles de poliacritamida al
12.5% en condiciones reductoras (2-mercapfoetanol a una
concentracion final de 2.5%). Los marcadores de peso molecular
fueron de Biolabs, Inc. Para cada muestra sometida a electroforesis se
utilizaron distintas concentraciones. Todas las muestras, incluyendo al
marcador de peso molecular, se desnaturalizaron en agua hirviendo
durante 5 minutos. La corrida se llevo a cabo a voltaje constante (90
mV). La tincién para cada gel fue con azul Brillante de Coomasie
durante 1 hora y se destiiié con una solucién 10% acido acético y

25% metanol durante una hora con agitacion constante.

VLILIX. Construcciones en vectores de expresion.
Los modelados de las construcciones se hicieron con el programa Gene
Construction kit® 1.03.1 (Textco Inc.).

Los secuencias obtenidas a partir de los vectores de clonacion se
subclonaron en los plasmidos pTrc-His-TOPO, pQE30 (6His-tag NH2) y
pQEB60 (6His-tag COOH), de la siguiente manera:

1. Los plasmidos pTrc-His-TOPO y pQE30 se digirieron

con las enzimas de restriccién BamH l/Sa/ |. Para el

caso de pQEB0 se usaron las enzimas BamH |/Bgl |l
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Una vez linearizados se defosforilaron con 1 unidad de
la enzima fosfatasa alcalina (Roche), en un volumen
final de 35 ul durante 75 minutos a 37°C.

2. A estos vectores defosforilados se les adicioné el
fragmento de ADN (gen) y se ligé a 16°C durante 16
horas. La relacién equimolar usada para las ligaciones
fue 1.9 (plasmido:inserto) en un volumen final de 15 pl.

3. Transcurrido el tiempo se procedié a transformar en
céluas E. coli XL1-blue y posteriormente en E. coli
BL21 DES3.

VLIILX. Transformacion.

a) A toda la ligacion se le adicionéd 100 yl de células competentes y
se mantuvo durante 30 minutos en hielo.

b) Posteriormente se les di6 un chogque térmico a 37°C, durante un

minuto e inmediatamente después se pasaron a hielo y se mantienen

en éste por cinco minutos.

c) Para recuperar las células, se les adiciona 200 ul de medio SOC y se
incubaron durante una hora a 37°C.

d) Pasado el tiempo se sembraron en placas de agar con 100 pg/mi de
ampicilina.

Se analizaron varias clonas por restriccion. Para esto se les extrajo plasmido
con Plasmid Miniprep kit (Bio-Rad), de acuerdo a instrucciones del proveedor,
encontrando algunas clonas positivas. De éstas, se tomé plasmido

superentrrollado (10 ng) y se transformé en E.coli BL21 DE3 como se indico
anteriormente.
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VLIL.XI. Expresion y purificacion de proteinas recombinantes.

Una vez obtenidas las clonas que poseian el gen, se procedié a buscar las
condiciones éptimas para su induccién como: la densidad celular de cultivo, la
cantidad de inductor (IPTG), el tiempo y la temperatura de induccién. Se
llevaron a cabo cinéticas de induccion con las clonas XL1-blue y BL21 DES3; se
determinaron las condiciones éptimas de expresion y se procedié a purificar las
proteinas de interés (SMDr-Lb1NH2, SMDr-Lb1COOH, SMDr-Lr1NH2, SMDr-
LITNH2 y SMDr-LI2COOH). La purificacién se hizo por afinidad al niquel con la
resina Niguel-nitriloacético (Ni-NTA) como se describe a continuacion:

a.1. Cultivo celular.

a) Se creci6é un cultivo de 50 mL LB conteniendo 100 pg/ml

ampicilina inoculado con alguna de |as clonas positivas.

b) Se deja creciendo durante 12 horas a 37°C con agitaciéon

constante.

c) Posteriormente el indculo se transfiere a un cultivo de 1 It

conteniendo 100 pg/ml de ampicilina. Se dejé creciendo a

37°C con agitacién constante, hasta que alcanzé una O.D. de
0.6.

d) Una vez que el cultivo llegé a la densidad éptica
correspondiente, se indujo con 0.1 mM IPTG. Se dejé
creciendo durante 16 horas a 22°C con agitacion

constante.
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a.2. Extraccion.

a) El cultivo se centrifugd a 8,000 rpm por 15 minutos a 4°C.

b)

d)

e)

Se tir6 el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 20 ml
PBS y se dividen en dos partes iguales (10 ml) colocandose en
2 recipientes.

Las partes se sonicaron con el equipo VC505-VC750, Sonics.
La sonicacién consistié en seis pulsos de 30 segundos por
cada uno (amplitud 80% y 20 kHz de frecuencia). Entre cada
pulso, el cultivo se mantuvo 1 minuto en hielo, con el fin de que

la proteina de interés no se desnaturalizara por calor.
El producto de la sonicacidén se centrifugé a 10,000 rpm por
25 minutos a 4°C para quitar restos celulares, y se extrajo el

sobrenadante.

Posteriormente se procedié a la purificacién.

a.3. Purificacion.

a)

b)

La purificacién se llevd a cabo en dos pasos con el fin de no
exceder la capacidad de pegado de la resina.

Se colocan 2 m! de resina Ni-NTA (Qiagen) en la columna (12
cm X 1.5 cm con capacidad para 20 ml) y se equilibrdé con
PBS. La capacidad de pegado por mi de resina esta entre 5-10
mg de proteina.

Una vez que se equilibr6 la columna el sobrenadante se
acopld por 10 minutos.
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Pasado el tiempo se recirculé, y el sobrenadante se vuelve a

reincorpar dentro de la columna con un flujo muy lento,

Posteriormente se lavé la columna con 20 ml de PBS con el fin

de quitar proteinas unidas inespecificamente.

Después se lavo con 20 ml de la solucién PBS + 25 mM

imidazol, para hacer mas estricto el lavado.

Para la elucién se utilizé la solucién PBS + 250 mM imidazol,
agregando 500 ul de esta solucibn a la columna,

manteniéndola por 10 minutos.

Transcurrido el tiempo se continubé con la corrida de la
columna, colectandose la primera muestra. Posteriormente se
anaden un total de 7 mi de la solucién de elucién, en tantos de
1 ml, manteniendo constante el flujo de la columna.

Los primeros tres tubos de cada colecta fueron dializadas
contra PBS (100 ml) a 4°C (dos cambios de 30 minutos y el

uitimo dej6 durante 12 horas).

Transcurrido el tiempo se cosecho la proteina y su pureza se
evaluo por SDS-PAGE.

VLILXIl. Plegamiento in vitro de la proteina recombinante.

Para plegar la proteina in vitro se solubilizé colocandola en presencia de 5M de
cloruro de guanidinio mas 30 mM DDT por 2 horas a temperatura ambiente. Al
cabo de este tiempo, la proteina se dializ6 contra una solucién: 2M cloruro de
guanidinio, 4 mM glutatién reducido (GSH), 2 mM glutatiéon oxidado (GSSG) en
PBS 1X pH 7.4, durante 1 h. Estas dialisis se repitieron con concentraciones
decreciente de cloruro de Quanidinio, manteniendo las de GSH y GSSG
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constantes. El dltimo ciclo de tres didlisis se llevo a cabo con 0.5 mM GSH +
0.05 mM GSSG. Finalmente en el utlimo paso se eliminaron de la solucién,
quedando la proteina en PBS 1X pH 7.4.

VLILXIIL. Hidrélisis de un fragmento de la proteina recombinante (SMDr)
con la enzima enterocinasa (EK).
a) Se dializ6 la proteina recombinante renaturalizada contra el buffer de
reaccion (50 mM Tris-HCI pH 8 + 1 mM CaCl, + 0.1% Tween-20).

b) Para disolver y almacenar la EK, se preparar6é: 1 mi de 100 mM Tris-
HCI pH 8 + 500 mM NaCl + 1 ml de glicerol. Se disolvié 250 pg de EK
con 250 pl de buffer EK (1 ug/ul). Se guardé la enzima a —20°C.

c) Se prepararon diluciones seriadas de EK desde 0.5 hasta 0.01563
ug/ul con buffer de reaccion.

d) Se prepararon las mezclas de reaccién poniendo a cada dilucion de
EK (4 ul), 36 ul de proteina recombinante (2 pg/ul) de L. boneti. Como
controles se usaron: la proteina recombinante sin digerir y la EK sin
sustrato.

e) Se incubaron por 2 horas a 37°C.

f) Transcurrido el tiempo se sacaron 20 ul de la mezcla de reaccion.

Los 20 ul restantes se continuaron incubando durante 10 horas mas.

g) Se detuvo la reaccién agregando 5 pl de buffer 5X de muestra con 2-

mercaptoetanol y calentando por cinco minutos a bano maria.

h) Se corrieron 20 Yl de cada muestra en un gel de poliacrilamida al
12.5%.
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i) Al siguiente dia se realizaron los pasos g y h con el resto de cada
muestra.

VLILXIV. Cuantificacién de proteinas.

La cuantificacién de proteinas se hizo mediante dos métodos:

a)

b)

Por absorbancia a 280 nm leida en un espectofotébmetro Beckman
Du650l, asumiendo que una unidad de absorbancia equivale a 1 mg/ml
de proteina.

Por el método del acido binciconinico por el kit Micro BCA Protein Assay
Reagent kit (PIERCE) en el cual el acido binciconinico (BCA) en su
forma sal sodio es un reactivo estable, sensible y muy especifico que
reacciona con el ion cuproso (Cu*'). La presencia de enlaces peptidicos
y la contribucién de las cadenas laterales de algunos aminoacidos como
(cisteina, triptofano y tirosina) son responsables de la reaccion
colorimétrica, es decir, la proteina reacciona con el ion cuiprico (Cu*z) en
un medio alcalino produciendo iones cuprosos (Cu’') lo cual se
manifiesta con la aparicion de color purpura (Smith, et al.,1985).

Para llevar a cabo el ensayo se hace una curva estandar con albumina
sérica bovina (BSA) a concentraciones de 5, 10, 20, 40 y 80 pg/ml. La
concentracién de la proteina a evaluar no debe pasar la concentracion
mas alta ni la mas baja del estandar, para que pueda ser cuantificable
por éste método. Como contro! negativo se usé el buffer de carga (PBS).
Todas las cuantificaciones se hicieron por duplicado y triplicado y se
leyeron a 570 nm en un lector de ELISA (Modelo Bio-Rad 550).

VLILXV. Medicion de 1a actividad enzimatica de esfingomielinasas.

Se midié mediante el Amplex™ Red Sphingomyelinase Assay kit (Molecular Probes).

El método consiste en que mediante varias reacciones enzimaticas se detecta la

actividad de esfingomielinasa (C 6 D) in vitro mediante fluorescencia. La actividad es
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monitoreada usando 10-acetil-3,7 dihidroxifenoxazina (Amplex Red) el cual es
sensible a peréxido de hidrégeno.

La reaccién se lleva a cabo de la siguiente manera:

a) La esfingomielinasa C hidroliza la esfingomielina para liberar
fosfocolina y ceramida.

b) La fosfocolina sera hidrolizada por la fosfatasa alcalina, la
colina es oxidada por la colina oxidasa dando como productos
finales la betaina y el peroxido de hidrogeno.

c) Finalmente el peroxido de hidrogeno en presencia de la
enzima peroxidasa reacciona con el amplex en proporcion 1:1,

generando un producto fluorescente llamado resorufina.

La preparacién de los reactivos del kit se llevd a cabo de acuerdo a instrucciones del
proveedor.

En este ensayo se hace una curva estandar con la esfingomielinasa C de
Staphylococus aureus partiendo de 0.06 U/mL en diluciones seriadas hasta 0.001875
U/mL, donde una unidad esta definida como la cantidad de esfingomielinasa que
hidroliza 1 pmole de esfingomielina-TNPAL por minuto a pH 7.4 a 37°C.

La actividad enzimatica de las esfingomielinasas D de Loxosceles se midié haciendo 4
diluciones seriadas partiendo de 1 pug/ml hasta 0.125 pg/ml. Como control negativo se
usé el buffer de reaccidn del kit. La incubacién de la enzima con su sustrato se hizo a
37°C. Las lecturas se tomaron a los 15 y 30 minutos a partir de la incubacién. La
medicion se hizo mediante el Cytofiuor™ 2300 Fluorescence measurement Systems

Millipore, usando un rango de excitacién de 530-560 nm (filtro C) y uno de emisién de
590 nm (filtro C) en sensibilidad 1.

La curva estandar se hizo extrapolando los puntos de las distintas U/mL contra las
unidades de fluorescencia relativas (UFR) correspondientes. Se obtuvieron las
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ecuaciones de estas pendientes. Las UFR de las muestras evaluadas
(esfingomeilinasas) se extrapolaron con las U/mL del estandar y se obtuvieron las
U/mg de las esfingomielinasas D. A cada uno de los valores se les calcul6 la
desviacién estandar y el coeficiente de variacidon. Todas las graficas se hicieron con el
programa (Kaleidagraph™ Albebeck Software 3.0.2) y los calculos con el programa
Excell (Microsoft office 2001).

VLILXVI. Inhibicion de la actividad enzimatica de las esfingomielinasas D de
Loxosceles.

Este ensayo se llevo a cabo con la SMDrLb1-NH2 y el suero hiperinmune de los
conejos que fueron inmunizados con la misma protelna. La actividad enzimatica se
detect6 con el Amplex™ Red Sphingomyelinase Assay kit (Molecular Probes). La
manera en que se hizo fue pre-incubando por una hora a 37°C la enzima SMDrlLb1-
NH2 (desde 1 hasta 0.125 pg/ml) y el anticuerpo en distintas concentraciones (1:1, 1:5
1:20 y 1:100). Como blanco se usé el buffer con la dilucién mas alta de anticuerpo.
Como control positivo se usé a la enzima con su sustrato. Transcurrida la pre-
incubacion, se adicioné el sustrato con el amplex red, se incubd a 37°C y se tomaron

las lecturas a los 15 y 30 minutos como se describié anteriormente.

VLILXVIL. Inmunizacién de conejos.

Se inmunizaron tres conejos con la proteina recombinante precipitada. Posteriormente
con la profeina plegada y digerida con EK se inmunizaron a dos conejos. El esquema
de inmunizacién fue el mismo para todos los grupos (Tabla 7).

Por otro lado se inmunizaron a grupos de dos conejos con las proteinas
recombinantes obtenidas (SMDrLb1-NH2, SMDrLb1-COOH, SMDrLr1-NH2, SMDrLI1-

NH2 y SMDrLI2-COOH). El esquema de inmunizacién fue el mismo para todos los
grupos, como se muestra a continuacion:
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Tabla 7. Esquema de inmunizacion administrado a los grupos de conejos.

Inmunizacién | Dosis (ug)/cada conejo | Tipo de adyuvante | pl inyectados por conejo
1 30 CF 500
2 40 IF 500
3 50 IF 500
4 50 : IF 500
5 60 IF 500
3] 80 IF 500
7 80 IF 500
8 100 IF 500

El antigeno (en PBS), se mezcld a partes iguales con el adyuvante de Freund
(Rockland). Cada inmunizacién fue espaciada por 10 dias. A la quinta inmunizacién se
extrajo 1 ml de sangre, por conejo, para monitorear titulos por ELISA. A partir de esa
inmunizacion hasta la octava se procedié de la misma manera. Diez dias después de
la octava inmunizacion, los conejos se sangraron a blanco y se extrajo el suero crudo
y se almacen6 a —20°C hasta su uso.

VLILXVIII. Medicién de titulos por ELISA (Enzyme Linked Immuno Assay).

La titulacién de los anticuerpos a partir de sueros se llevé a cabo por Inmunoensayos
enzimaticos. La técnica se basa en la interaccion antigeno-anticuerpo. La interaccién
es detectada por un conjugado, compuesto de un anticuerpo unido covalentemente a
una enzima que permite generar una sefial colorida (Roitt, 2001). Los titulos se
definieron como la dilucién del suero hiperinmune, en la cual se encuentra la mitad de
la absorbancia maxima.

La brueba de ELISA segin Gonzalez, 1997 consistidon en:
a) Sensibilizar placas de 96 pozos para ELISA (NUNC™ Brand
products) con una solucién de antigeno a una concentracién de

5 pg/ml reconstituida en 100 mM carbonato/bicarbonato pH 9.5.
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Por cada pozo se colocaron 100 ul hasta la columna 11, ya que
el carrit 12 fue el control negativo. La placa se incubd toda la
noche a 4°C.

Una vez conclufda la incubacién, la placa se lavd tres veces
con 200 wl de solucién de lavado. Este proceso se repitié entre

cada paso a lo largo de todo el protocolo.

Posteriormente se bloquearon las uniones inespecificas con

200 pl de solucién de blogueo, durante dos horas a 37°C.

Se hicieron diluciones seriadas de los sueros, comenzando
con 1:30 en buffer de reaccion para ELISA. En cada pozo se
adicionaron 100 pl de la solucién de reaccion para ELISA y se
mezclaron 50 ul/pozo de la dilucién del veneno en la columna
1, para proceder a las diluciones seriadas hasta la columna 10
dejando la 11 y 12 como controles. Se incubé por una hora a
temperatura ambiente.

Después se incub6 el segundo anticuerpo anti-conejo
conjugado a la enzima peroxidasa diluido 1:1000 en solucién
de reaccion para ELISA, poniéndo 100 pl/pozo. Se incub6 una

hora a temperatura ambiente.

La reaccién se revelé con 100 ul/pozo de sustrato ABTS

(Boehringer), incubandose por 10 minutos a temperatura

- ambiente. Transcurrido el tiempo la reacciéon se detuvo con

100 ul de SDS 10%, quedando a una concentracion final de

5% y se procedi6 a leer la placa en un lector de ELISA (modelo
BIO-RAD 550) a 405 nm.
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Para determinar los titulos de las lecturas obtenidas, las curvas
sigmoideas se generaron con el programa GraphPad Prism
(Version 2; GraphPad Software, Inc. San Diego, CA). El punto
de inflexion se calculd ajustando los datos experimentales para
cada veneno y cada antiveneno por regresion no-lineal de las

curvas sigmoideas.

VLILXIX. Pruebas de Western-blot.

Esta es una técnica que se utiliza para identificar en una mezcla a proteinas o

fragmentos de éstas, que reaccionan con un determinado anticuerpo.
Los Western-blot se hicieron siguiendo el protocolo de Mathews y Holde (1998).

a)

b}

d)

Se prepararon geles de poliacrilamida al 12.5% que se
corneron de manera acostumbrada para separar los
componentes proteicos de la Fll y proteina recombiante de
L. boneti. La cantidad de muestra utilizada para cada ensayo
fue de 1 ug por carril.

Una vez terminada la corrida de los geles se realizd la
transferencia durante una hora a corriente constante (400 mA)
a una membrana de nitrocelulosa (soporte sblido). Para ésto
se utilizé una camara de transferencia bajo condicién
semihUumeda (OWL).

Una vez terminada la transferencia, la membrana se bloqueé
durante toda la noche con agitacién constante a temperatura
ambiente en una solucion al 5% de leche descremada/TBST,

para impedir el pegado inespecifico de los anticuerpos.

Pasado este tiempo se procedié a lavar las membranas tres
veces con TBST (diez minutos cada lavado). Posteriormente

se incubé con el primer anticuerpo en 0.1% de leche
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descremada en polvo (Carnation o Svelty/TBST) con agitacion
constante a temperatura ambiente por una hora (se diluy6 de
acuerdo al titulo del anticuerpo). La dilucion utilizada en este
ensayo fue 1:1000.

e) Concluida fa incubacién se continud con tres lavados de diez
minutos con TBST 1X cada uno. Se procedié a incubar una
hora a temperatura ambiente y con agitacién constante con el
segundo anticuerpo en 0.1% de leche descremada/TBST. Se

utilizé un anticuerpo anti-conejo acoplado a fosfatasa alcalina
(ZYMED).

f) Pasada la hora de incubacién, se lavod tres veces por diez
minutos con TBST, se eliminé el TBST del ultimo lavado y se
agregd el buffer de reaccién NTB-BCIP el cual se dejo

reaccionar durante cinco minutos.

VLILXX. Valoracién de la dosis letal media en ratones.

La DL50 esta definida como la cantidad de toxina que es capaz de matar a la mitad de
una poblacién. Para determinarla, a grupos de cuatro ratones balb-c (18-20g) se les
administraron, de manera intraperitoneal, distintas cantidades de toxina
(SMDrLb1-NH2, SMDrLb1-COOH, SMDrlLr1-NH2, SMDrLI1-NH2, SMDrLI2-COOH y
veneno nativo). Después de 72 horas post-inoculacién se tomaron lecturas de
mortalidad, determinando de esta manera las DL50 mediante el programa GraphPad
Prism (Version 2; GraphPad Software, Inc, San Diego, CA). El punto de inflexién se

calculo ajustando los datos experimentales para cada veneno por regresién no-lineal
de las curvas sigmoides.

VLILXXI. Valoracién de la inmunidad pasiva en ratones.
Este ensayo evalu6 si ratones balb-c entre 18 y 20g son protegidos por los sueros

hiperinmunes de conejos, que fueron inmunizados con la SMDrLb (transferencia de
inmunidad).
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El ensayo consistié en mezclar cierta cantidad de SMD recombinantes con cantidades
variadas de suero hiperinmune anti-SMDrLb. Esta mezcla se incubé durante 30
minutos, a 37°C y se inyectd a grupos de 4 6 5 ratones via intraperitoneal. Finalmente

se registré el porcentaje de sobrevida por grupo, a las 72 horas después de la
inyeccion.

La capacidad neutralizante del suero se expresé como la cantidad en pl de suero
hiperinmune necesaria para que el 50% de |la poblaciéon sobreviva. Para determinar
las DE50 de las lecturas obtenidas, las curvas sigmoideas se generaron con el
programa GraphPad Prism (Versién 2; GraphPad Software, Inc. San Diego, CA). El

punto de inflexién se calculé ajustando los datos experimentales para cada veneno y
antiveneno por regresion no-lineal.

VLILXXIl. Dermonecrosis en conejos.

La actividad dermonecrética se evalud en conejo y se determiné como la describid
Furlanetto (Furlanetto ef al., 1962). En el lomo de un conejo New Zeland White
previamente rasurado se le inyecté de manera subcutanea y asincrénica distintas
concentraciones de isoforma Lb1, isoforma Lb3, SMDrLb1-NH2 difuidas en 100 pl de
PBS pH 7.4. Como control negativo se usé el buffer vehiculo (PBS pH 7.4). El area
minima necrética se defini6 como el area de necrosis que cubra 1 cm®. Esta se
registré a las 72 horas post-inyeccion.
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Hg
SMDrLb1NH2

Figura 10. Dosis administradas para la prueba de dermonecrosis. £ conejo pesd 3.3 kg aproximadamente. En el primer
punto se administrd PBS (control negativo), en el segundo 30 pg de isoforma 3 nativa de L. boneti (30 pg Lb3), en el tercer

punto 3 ug de isoforma 1 nativa de L. boneli (3 pg Lb1) y en el ditimo punto, 3 pg de SMOcrLb1NH2. En todos los casos el
volumen administrado fue de 200 .

VLILXXIIl. Escalamiento en bioreactor.

El escalamiento de la SMDrLb1-NH2, SMDrLb1-COOH, SMDrlLr1-NH2, SMDrLI1-NH2,
SMDrLi2-COOH se hizo en un biorreactor BIOFLO 110 de 5 litros de capacidad, bajo
la supervisién de la M. en |.B.B. Hilda Vazquez Lépez. Durante el escalamiento se
determiné la duracién de la fermentacion, el tiempo 6ptimo de induccién, la cantidad
de inductor y el rendimiento de la produccién. En cuanto a la extraccion de las
proteinas se optimizé y estandariz6 el tiempo, la amplitud y la frecuencia de la
sonicacion. La proteinas se purificaron por afinidad y la pureza se evalué por SDS-
PAGE. Posteriormente se cuantificaron las proteinas por BCA (PIERCE), y se les

midieron a cada una de las proteinas obtenidas la actividad enzimatica.
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Resuftados

RESULTADOS

VILIL. Obtencion de las esfingomielinasas D nativas de L. bonetiy L. reclusa.

Con el fin de obtener la fraccidn necrotoxica de L. bonetiy L. reclusa se llevé a cabo
una cromatografia de exclusion molecular en gel.

Por cada una de las separaciones, se colectaron 90 muestras de 5 ml
aproximadamente.,

Las absorbancias a 260 y 280 nm, de cada una de las muestras se graficaron para
obtener los cromatogramas correspondientes. En base a los patrones obtenidos en

cada filtracién, se decidié separar a las muestra en cuatro fracciones principales
(Figura 11).
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Figura 11. Cromatogramas de las filtraciones de exclusién molecular en gel (Sephadex G-75) de los venenos de
a) L. boneti y b) L. reclusa. Los nimeros romanos corresponden a las cuatro fracciones obtenidas.

Por resultados anteriormente obtenidos se sabia que, para ambos casos, la fraccién Il
(FIl) contenfa a las necrotoxinas. Las demas fracciones de la filtracién en gel se
liofitizaron y almacenaron a 4°C.

Con el fin de separar las isoformas de las necrotoxinas, la FIl tanto de L. boneti, como

de L. reclusa se sometieron a una cromatografia de intercambio catiénico, con un
gradiente linear de cloruro de sodio de 0.6 M.
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Para el caso de L. boneti se obtuvieron tres picos principales correspondientes a las
isoformas y otros dos picos minoritarios no bien resueltos, los cuales, posiblemente
sean algunas isoformas que estén presentes en el veneno en pequefas cantidades
(Figura 12).

En el caso de L. reclusa, la Fll se resolvié en tres picos mayoritarios. Como se puede
observar en el cromatograma de la Figura 12, la separacién entre el primero y

segundo pico no fue totalmente resolutiva, sin embargo no eluyen al mismo tiempo.
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Figura 12. Resultado de la cromatografia de inteccambio catidnico de la Fll de @) L. boneti (520 pg) y b) L. reclusa (427 pg).
Cada pico representa una isoforma. Para el caso de L. boneli las flechas sehalan otras posibies isoformas que se
encueniran en menor cantidad. En el caso de L. reclusa la flecha sefiala la posible mezcla de dos isoformas (1 y 2). La
columna que se us6 fue de tipo Mono S. La velocidad de flujo fue de 1 ml/min. La sensibilidad fue de 0.2 AU. El buffer
usado fue acetato de amonio 20 mM a pH 4.7, con un gradiente de 0-2 M NaCl. La velocidad de graficacién fue de 15 cm/h.

Todos los picos resueltos por FPLC, tanto de L. boneti como de L. reclusa, se
cuantificaron por el método de BCA. Cada uno de los picos obtenidos de la
cromatografia de intercambio catiénico, se analizaron en un gel de poliacrilamida al
12.5% con y sin reductor (Figura 13). En los geles, cada muestra se marca con un
numero que corresponde a los picos encontrados por FPLC.
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Figura 13. Analisis electroforético de las isoformas encontradas en la Fll de a) L. bonetiy b) L. reclusa. A la izquierda se
encuentran 10s marcadores de peso molecular en kDa. Los numeros que estdn en la parte inferior de los geles
corresponden a los distintos picos obtenidos por FPLC. Las muestras se corrieron en presencia y ausencia de ceductores.

Como se puede observar, los picos obtenidos por FPLC de la FIl de L. boneti se
presume que son proteinas Unicas correspondientes a las tres isoformas.

Para el caso de la fraccion necrotoxica de L. reciusa, el segundo pico mostrd dos
proteinas que posiblemente sean una mezcla del pico 1 con el 2, ya que ambos
eluyen muy cercanamente. Las demas muestras (1 y 3) al parecer son proteinas
Unicas, correspondientes a dos de las isoformas de L. reclusa.

Para ambos casos los pesos moleculares de todas las isoformas obtenidas oscilan
alrededor de 32.5 kDa.

Las isoformas se guardaron a 4°C hasta su uso.
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VILII. Clonacién, expresion y caracterizacion de la esfingomielinasa de L. boneti.
Como se menciond en los antecedentes, se tenia el gen casi completo, codificante
para la isoforma 1 de L. boneti. Este gen se subcloné entre los sitios BamH 1y Sal |,
del vector de expresion pTrcHis-TOPO®, bajo el promotor frc. Dicho vector agrega en
el lado amino terminal del inserto una etiqueta de 6 histidinas, 5 aminoacidos como
sitio de reconocimiento a enteroquinasa y 24 residuos mas. Se hizo dicha
construcciéon (Figura 14) con una relacién equimolar inserto:vector 1 a 9. La clona
resultante que tiene un inserto de 5218 pb se transformé en células E.coli XL1-Blue.

8amHI

lacl®
Gen L. boneti |

pTrcHis-TOPO-Lb1
5218 pb

ORI

Figura 14. Construcién del gen L. bonefi | con el vector pTrcHis-TOPO® (5218 pb). Este vector adiciona una etigueta de
seis histidinas y un sitio de reconocimiento a entercquinasa en el extremo amino terminal. El gen fue clonado entre los sitios
BamH |y Sal |. El vector tiene un tamario de original de 4390 pb, promotor trcy un gen de resistencia a ampicilina.
Las transformantes E. coli XL1-Blue, que por analisis de restriccion (BamH 1/Sal 1)
resultaron ser correctas, se sometieron a cinéticas de induccion (Figura 15), para
determinar si la proteina era producida, y al mismo tiempo buscar las mejores
condiciones para su expresion. Las condiciones de la cinéticas fueron las siguientes:
1 mM IPTG, a 37°C durante 3 horas con agitacion constante, partiendo de una OD de

0.6. Se tomaron muestras antes de inducir y a cada hora posterior a ia induccion.
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CARRILES 1 2 3 4 5

Horas 0 1 2 3

Figura 15. Cinética de induccién de la proteina recombinante de L. boneli 1. En el carril 1 se muestran Jos marcadores de
peso molecular. La flecha del lado derecho indica la proteina recombinante expresada. A partic del carril 2 hasta el § se
encuentran las muestras tomadas de 0 a 3 horas post-induccidn. La cinética se Itevs a cabo con 1 mM IPTG, a 37°C, con
agitacidn constante, partiendo de una densidad celular de 0.6.

El peso molecular de la proteina recombinante obtenida se encontré alrededor de 32.5
kDa. La proteina de interés no se produce en ausencia de inductor, sin embargo, con
inductor hubo una produccién méxima a las tres horas. Se determiné que las mejores
condiciones para la expresién de la proteina recombinante fueron: inducir con 1 mM
IPTG, a 37°C y agitacién constante por tres horas partiendo de una densidad celular
de 0.6.

La proteina recombinante se purifico por afinidad, tomando en cada paso una muestra
para evaluar por electroforesis en gel el rendimiento de dicha purificacion. En este
analisis se observé que la proteina producida se encontraba en cuerpos de inclusién.
Por lo que se usé la solucién A que contiene 6M cloruro de guanidinio. Este es un
agente caotrépico que promueve la desnaturalizacién de las proteinas, solubilizando
las cadenas laterales haciendo mas favorable la interaccién con el agua, lo cual
promueve que la proteina se mantenga en forma soluble. Una vez que las células se
sonicaron en presencia de dicha solucion, se procedié a purificar a ta proteina
recombinante por cromatografia de afinidad a niquel (Ni-NTA). Se obtuvo un
rendimiento maximo de proteina recombinante de 1.7 mg/100 ml de cultivo. E! peso

molecular y la pureza de la proteina se evalué por SDS-PAGE (Figura 16).
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CARRILES 1 2 3
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Figura 16. Anélisis electroforético de la pureza de la proteina recombinante. 1) MPM. 2) Veneno de L. boneli 3) Proteina
recombinante Lb1 (=« 34.5 kDa).

La proteina recombinate purificada tuvo un peso molecular alrededor de 34.8 kDa,
que correspondié al teérico y se encontré 87% pura. Esta se dializé contra PBS pH
7.4, y concentraciones decrecientes de cloruro de guanidinio (desde 4M, 2M, 1M y
OM), evitando de esta manera que la proteina recombinante se saliera de solucion. Se

observé que toda la proteina precipitaba por debajo de 2M cloruro de guanidinio.
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VILIN. Generacion de anticuerpos en conejos contra la proteina recombinante
precipitada de L. boneti y caracterizacién inmunoldgica .

La proteina recombinante precipitada de L. boneti (recombinante precipitada L.b. 1) se
us6 como inmunégeno en conejos. Para la medicién de titulos por ELISA, ésta se
solubilizé con 6M cloruro de guanidinio y 25 mM 2-mercaptoetanol. Con esta muestra
en buffer 100 mM carbonato/bicarbonato a pH 9.8, se sensibilizaron las placas. Los
anticuerpos mostraron titulos altos contra la proteina recombinante solubilizada L.b. 1
no asi contra la fraccién necrotoxica de L. boneti (Fil L.b.). Sin embargo cuando ésta
se desnaturaliz6, se observé que los titulos aumentaban (Tabla 8).

Tabla 8. Titulos de anticuerpos medidos por ELISA contra la
proteina recombinante de L. boneti.

Sensibilizacion de la placa Suero de conejo contra Titulos
Recombinante solubilizada L.b. 1 Recombinante L.b.1 12,200
FIl L.b Recombinante L.b.1 1,700

FIl L.b. desnaturalizada Recombinante L.b.1 8,000

FII L.b. FIl L.b 37,000
Recombinante solubilizada L.b. 1 FILL.b 3,800
FIl L.b. desnaturalizada FIl L.b 23,400

Los resultados obtenidos en estos ensayos indican que los anticuerpos generados a
partir de la recombinante precipitada L.b. 1 reconocen a epitopos lineales de la
secuencia peptidica. Para corroborar lo anterior, se hicieron pruebas de Western-blot,
ya que en estos ensayos las proteinas se encuentran en conformacién primaria
debido a las condiciones desnaturalizantes de la electroforesis (SDS-PAGE), y a la
presencia del reductor (2-mercaptoetanol). Se probaron dos sueros hiperinmunes: uno
dirigido contra la proteina recombinante precipitada L.b. 1 y el otro contra la fraccién
necrotdxica. Estos resultados mostraron que efectivamente los anticuerpos contra la
recombinante L.b. 1, reconocen esencialmente a su homologo y a la Fit L.b. El mismo

caso se presentd con el suero dirigido contra la Fll L.b. En la siguiente Figura se

muestran los resultados obtenidos en esta prueba.
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kDa a) b) kDa
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Figura 17. Fraccion |l y proteina recombinante de L.boneti fraccionadas por SDS-PAGE, reveladas por Westem-blot con
anticuerpos dirigidos contra a) Recombinante precipitada L.6. 1 y b) FIl L.b. En la parte inferior de cada figura se muestran
los carriles en los cuales se encuentran 1) Fll L.b. 2) Recombinante precipitada L.b. 1. El fotal de proteina cargada en cada
muestra fue de 1 ug (A280). La dilucidn del primer anticuerpo fue 1:1000.

Estos resultados confirman lo obtenido por ensayos de ELISA, es decir, que los
anticuerpos generados a partir de la recombinante precipitada L.b. 1 reconocen a la
secuencia polipeptidica, sin embargo, éstos no son capaces de reconocer epitopos
estructurales de las necrotoxinas de L. boneti.

Siguiendo con la caracterizacién inmunolégica de los anticuerpos generados a partir
de la recombinante precipitada L.b. 1, se llevaron a cabo experimentos de inmunidad
activa en un conejo que ya habia sido anteriormente inmunizado con dicha proteina.
El experimento consistié en inyectar de manera subcutanea cantidades crecientes de
veneno de L. boneti (10, 20 y 30 ug) en la piel del conejo, esperando que el animal
que ya habia sido inmunizado tuvieran cierta proteccion contra la necrosis ocasionada
por el veneno. Para la prueba se usé un conejo testigo, es decir, que no habia
recibido ninguna inmunizacién y se le aplico las mismas cantidades de veneno (Tabla
9). Los resultados obtenidos en esta prueba mostraron que el conejo inmune
desarrollo una necrosis mas severa que el testigo, lo cual confirmaba que los
anticuerpos de los conejos no neutralizan el efecto del veneno y ademas la proteina

recombinante precipitada L.b. 1 provocé sensibilizacion del animal.
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Tabla 9. Ensayo de inmunidad activa en conejos retados con veneno de L. boneti.

Area necrosada en cm?

Conejo inmunizado

Conejo testigo

2 10 0.5 0.45
=

Q

o

c

O =

c QO

s £

28 20 4.4 0.64
- -

[:+}

o

=

o

© 30 6.4 1.05

Con los sueros obtenidos de los conejos inmunizados con la recombinante precipitada

L.b. 1 se hicieron ensayos de inmunidad pasiva en ratones batb-c entre 18-20 g. Se

probd neutralizar el efecto de 3DL50 (92 pg de veneno equivalente a 18.4 ug de

fraccion necrotoxica) con distintas cantidades de suero, encontrando que los

anticuerpos no eran capaces de neutralizar los efectos del veneno, es decir, en la

poblacién no hubo sobrevida. En el mismo experimento se incluyd probar el suero

hiperinmune contra la Fll L.b., encontrando que este suero protege contra los efectos

del veneno. En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos en estas pruebas.
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Tabla 10. Ensayos de inmunidad pasiva en grupos de cuatro ratones balb-c entre 18-20g
retados con veneno de L. boneti, neutralizado con suero hiperinmune contra
la recombinante precipitada L.b. 1y contra la FIi L.b.

a) pl de suero vus prot. recomb. |pg de veneno=3DL50 |inyeccion (Prraton|% de Sobrevida
400 92 500 0
300 g2 500 0
200 92 500 0
100 92 500 0
75 82 500 1]
60 82 500 0
50 92 500 0
40 92 500 0
Ratones control 0 92 500 0
b) | de suero g fil L. boneti[pg de veneno=3DL50 [Inyeccion IPratén|% de Sobrevida
200 92 500 100
250 92 500 100
200 R 500 100
100 =2 500 75
75 g2 500 0
60 92 500 4]
50 92 500 0
40 92 500 1]
Ratones control 0 a2 500 0

El inciso a) se refiere a las neutralizaciones hechas con el suesro contra la recombinante precipitada L.b. 1. El inciso b se

refiere a los ensayos hechos con el suero hiperinmune contra la FIl L.b. La DE50 de éste fue de 86.49 pifratén con un
intervalo de confianza entre 86.18 a 86.80 pl/ratén.

VILIV. Plegamiento in vitro de la proteina recombinante precipitada de L. boneti
y su caracterizacion bioquimica.

Debido a que los anticuerpos generados a partir de la proteina recombinante
precipitada L.b. 1 no neutralizaban el efecto del veneno, se decidié intentar el
plegamiento jn vifro de dicha proteina (Woycechowsky, et al., 2003), con el fin de que
su conformacion fuera similar o igual al de la proteina nativa, que era de gran

retlevancia, para generar anticuerpos que fueran capaces de reconocer epitopos
neutralizantes del veneno.

La proteina recombinante precipitada L.b. 1 se solubilizé con cloruro de guanidinio en
presencia de DTT. Posteriormente se dializé contra PBS en presencia de glutation
reducido (GSH) y oxidado (GSSG), eliminando gradualmente el agente caotropico. Se
recuperé 60% de proteina soluble.

Por otro tado, esta proteina contaba con un sitio de corte a enterocinasa. Este se
aprovecho para eliminar algunos residuos (31) que no eran propios de la protefna y

que probablemente interferian estéricamente provocando un plegamiento incorrecto y
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en consecuencia una proteina inactiva. Se digirieron 7 pg de ésta y el analisis
electroforético mostré que la proteina tenia un peso molecular menor (= 31 kDa) al de
la proteina no digerida (= 34 kDa), indicando que la enterocinasa habia escindido

eficientemente un fragmento del tamano esperado (Figura 18).

CARRILES 1 2 3 4
kDa
17 —»

83 —»
62 —»
475 —p

325 —p

25 —P

16 —p

Figura 18. Anatisis eiectroforético de la proteina recombinante plegada y digerida con enterocinasa (EK). 1) MPM.
2) Recombinante L.b. 1 plegada y digerida con EK (= 31 kDa). 3) Fraccién Il L. boneti {= 32 kDa). 4) Protelna recombinante
precipitada (= 34.5 kDaS.

Posteriormente, a la proteina plegada y digerida con la enterocinasa se le midié
actividad enzimatica (Amplex Red Sphingomyelinase Assay kit). Como control se usé
la proteina plegada sin digerir. Estas actividades se compararon con {a fraccién

necrotéxica de L. boneti. En la tabla 11 se muestran los resultados generados por éste
ensayo.

Tabla 11. Actividad especifica de ia proteina recombinante plegada y digerida con
enterocinasa (EK).

Actividad especifica Desviacion

Proteina (U/mg) estandar
Recombinante L.b.1 plegada y digerida con EK 2.3 +0.3
Recombinante L.b.1 plegada 0
FII L.b 24.01 +2.85

Estos resultados mostraron que la recombinante L.b.1 plegada y digerida con EK

tenla un 9.6% de actividad especifica con respecto a la Fll L.b., lo cual sugeria que el
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plegamiento (definido por la solubilidad y la actividad enzimatica especifica obtenida)
se habia llevado a cabo en al menos una fraccion de la proteina recombinante y, que
tal vez, algunos de los epitopes conformacionales necesarios para producir
anticuerpos neutralizantes estarian presentes. De donde se planteé utilizar la
recombinante L.b.1 plegada y digerida con EK para inmunizar dos conejos. Los
anticuerpos generados tenian propiedades similares a los de la recombinante L.b. 1
precipitada, es decir, los titulos de los sueros contra su homélogo fueron altos
(14,500), en contraste se observaron titulos muy bajos (2,300) cuando el antigeno era
la FII L.b.
Todos estos resultados sugirieron que para tener un inmunoégeno que generara
anticuerpos capaces de neutfralizar los efectos del veneno, era necesario obtener una
proteina recombinante que tuviera un plegamiento correcto, porque al parecer el
plegamiento in vitro no le confirid una conformacion similar a la proteina nativa, siendo
un indicador de ésto la baja actividad especifica, por lo que se plantearon otra
estrategias en base a todos los resultados obtenidos en esta primera parte.
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VILV. Clonacién de las esfingomielinasas D completas de L. boneti, L. reclusay
L. Jaeta (Peru).

Una de las estrategias que se plantearon para obtener inmunégenos recombinantes
activos fue clonar el gen completo (con los primeros 4 residuos del extremo N-
terminal) de las isoformas 1 de: L. bonetiy L. reclusa.

A partir de las secuencias parciales de éstas, se disefio un oligonucleétido sentido
(6’Lb1-completo), el cual agregaba a los codones de los primeros cuatro aminoacidos
y un sitio de restriccion BamH 1. Por otra parte ya se contaba con dos
oligonucleétidos antisentido: el 3'"NCTx-| que adiciona un sitio Sa/ly el 3’'NCTx-Il que
agrega un sitio Bg/ |l. El oligonucleétido sentido reconoce al extremo 5’ de los genes
tanto de L. boneti 1 como de L. reclusa 1, debido a que ambas secuencias son
idénticas en los primeros 16 residuos de aminoéacidos. Con los ocligonucleétidos
antisentido se presenta el mismo caso.

Las amplificaciones por PCR de los genes L. boneti 1y L. reclusa 1 se hicieron
usando un juego de oligonucleétidos: 5'Lb1-completo/3'NCTx-I. El otro par de
oligonucleétidos 5°’Lb1-completo/3’'NCTx-Il fue usado solamente para L. boneti 1.
Cabe sefialar que en dichas amplificaciones se tomé como templado las secuencias
incompletas que ya se tenian.

Para el caso de L. laeta (Peru) se diseriaron oligonucleétidos especificos a partir de la
secuencia ya reportada de L. /aeta (Brasil) (Fernades Pedrosa et al., 2002). El sentido
(5°Li-1) adiciona un sitio de restriccion BamH | y los antisentidos (3°LI-2 y 3'LI-3)
adicionan los sitios Sa/ly Bg! ll, respectivamente. Se realizaron dos amplificaciones
independientes a partir del ADNc de L. Jaeta. En la primera se usé el juego de
oligonucledtidos 5°L1-1/3°LI-2 y la segunda se lievo a cabo con el par 5°'LI-1/3°Li-3. El
uso de oIigonuéIet()tidos para todas estas amplificaciones se muestra en [a Tabla 12.
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Tabla 12. Uso de oligonucleétidos para las amplificaciones de las esfingomielinasas de las
tres especies Loxosceles.

Nombre de la secuencia | Juego de oligonucleétidos | Sitios de restriccion
Lb1 5°'Lb1-completo/3’'NCTx-| BamH |/Sal |
Lb1 5’Lb1-completo/3'NCTx-II BamH I/Bgl |l
Lr1 5’Lb1-completo/3'NCTx-| BamH \/Sal |
LI 5°LI-1/3°L1-2 BamH 1/Sal |
LI2 5°LI-1/3°LI-3 BamH 1/Bgl |

Se hicieron dos amplificaciones porque se requerian dos sitios de restriccion: Sall o

Bg! 1l, en el extremo carboxilo terminal, para posteriormente poder clonar los
fragmentos en pQE30 y pQEB60 respectivamente.

Se obtuvieron dos productos de PCR tanto de L. boneti como de L. /aeta; para el

caso de L. reclusa, se obtuvo solamente uno, de acuerdo a los oligonucleétidos

utilizados (Tabla 12).

Todos los productos obtenidos tuvieron el

aproximadamente), que se ilustran en la Figura 19.

tamafo esperado (850 pb

a)
pb

850

Carriles

MPM

1

2

b) ¢)

pb

850
850

MPM 1

1 2

Figura 19. Productos de PCR: a) L. boneti. b) L. reclusa. c¢) L. laeta (Peri). Las amplificaciones fueron hechas en el caso
de a) y b) usando las secuencias parciales que ya se tenian; para el caso de c¢) se hicieron a partir de ADNc. MPM)
Marcador de peso molecular A Hind Ill. 1) Amplificaciones hechas con los ofigonucleétidos que agregan en los extremos N-
y C- terminales los sitios BamH 1/Sal | respectivamente. 2) Amplificaciones que adicionan los sitios BamH I/Bg/ Il en los
extremos N- y C- terminales, respectivamente. Todos (os productos tiene un tamafio de 850 pb aproximadamente.
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Estos productos se clonaron en el vector pCR-TOPO 2.1 (3.9 kb; Invitrogen) y las
clonas positivas se analizaron por restriccion mostrando que BamH I/Sall o
BamH |/Bgl Il liberaban un inserto de alrededor de 850 pb que correspondia al tamario

esperado (Figura 20).

a) b) c)
pb pb pb
1 4300 4300
850
85¢ as0
CARRILES 1 2 3 1 2 1 2 3

Figura 20. Analisis de restriccion de las clonaciones en pCR-TOPO 2.1, a) L. boneti. b) L. reclusa. c) L. laeta. En los carriles
de cada panel se indican las enzimas usadas para el andlisis de restriccion: 1) MPM A Hind (ll. 2) BamH I/Sal I.

3) BamH I/Bg! L.
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VILVI. Secuenciacion y analisis de comparacién de las esfingomielinasas D
completas de L. boneti, L. reclusay L. laeta (Peru).

Los resultados de la secuenciacién de las clonas obtenidas, confirmaron la clonacion
de las secuencias completas (= 280 aminoacidos) de las tres especies de Loxosceles.
Esto se comprobé mediante un analisis de comparacién (Figura 21).

Los alineamientos tanto de L. boneti como de L. reclusa, confirmaron que se
obtuvieron las secuencias con los primeros cuatro residuos N-terminales que les
hacian falta (Figura 21).

Cabe resaltar que se obtuvieron dos secuencias distintas de L. laeta (Peru) llamadas
LI y LI2. Estas comparten 82% de identidad entre ellas (Figura 21).

Lbl
Lbl

Lbl
Lbl

Lbl
Lbl

Lbl
Lbl

Lbl
Lbl

Lbl
Lbl

Lbl
Lbl

{ncom ----PAWIMG HMVNATAQID FFVNLGANST ETDVSFNSSA 36 ) Lrl incom ----PAWIMG HMVNAVAQID EFVNLGANSI ETDVSFDKNA 36
ANKRPAWTMG HMVNATAOTD FFVNI GANST FTDVSEDRSSA 40 Lrl ANKRPAWIMG HMVNAVAQID EFVNLGANSI ETDVSFDKNA 40
= —_—

incom NPEYTYHGIP COCGRTCTKW ENFNDFLVGL RKATTPDOSN 76 Lrl incom NPEYTYHGIP CDCGRTCTKN ENFNDFLKGL RKATTPGDSK 76
NPEYTYHGIP COCGRTCTKW ENFNDFLVGL RKATTPODSN 80 Lrl NPEYTYHGIP CDCGRTCTKW ENFNDFLKGL RKATTPGDSK 80

incom YHEKUILVVF DLKTGSLYDN QAYDAGKKLA KSILQHYWNN 116 Lrl incom YHEKLVLVWF DLKTGSLYDN QAYDAGKKLA KNILQHYWNN 116
YHEKLTLVVF DLKTGSLYDN QAYDAGKKLA KSILQHYWNN 1290 ir YHEKLVLVWWF DLKTGSLYDN QAYDAGKKLA KNILQHYWNH 122

incom GNNGGRAYIV LSIPNLAHYK LITGFKETLT SDGMPELMDK 156 Lrl incom GNNGGRAYIV LSIPHLAMYK LITGFKETLT SEGHPELMEK 156
GNNGGRAYIV LSIPNLAHYK LITGFKETLT SDGHPELMDK 160 Lrl GNNGGRAYIV LSIPNLAHYK LITGFKETLT SEGHPELMEK 168

incom IGYDFSGNDA TGDVASAYQK AGYTGHVWQS DGITNCLLRG 196 Lel incom VGYDFSGNDD IDKVGNAYKN AGVTGHVWQS DGITNCLLRG 196
IGYDFSGNDA IGDVASAYQK AGVTGHVWQS DGITNCLLRG 200 Lri VGYDFSGNDD IDKVGNAYKN AGVTGHVNQS DGITNCLLRG 209

incom LSRVREAVAN RDSSNGYINK VYYWTVDKRA STRDALDAGY 236 Lri incom LSRVKEAVKN RDSSNGFINK VYFWTVDKRA STRDALDAGV 236
LSRVREAVAN RDSSNGYINK VYYWTVDKRA STRDALDAGY 249 Lrl LSRVKEAVKN RDSSNGFINK VYFWTVDKRA STRDALDAGY 240

incom DGIMTNYPDV IADVLSESAY SAKFRIATYD DNPWETFKN 275 Lrl incom DGIMTNYPDV TADVLSESAY KANFRIATYD DNPWETFKN 275
DGIMTNYPDV TADVLSESAY SAKFRIATYD DNPWETFKN 279 Lri DGIMTNYPDV TADVLSESAY KANFRIATYD DNPWETFKN 279

S G
‘_..
c) L1 ADNRRPIWNL AHMVNAVAQI PSFLDLGANA LEADVTFKGS 40
L1z ADNRRPIWNL GHMVNAVKQT PTFLNDGANA IEADITFKGA 40
—_—
L1 VPTYTYHGTP CDFGRDCIRW EYFNVFLKTL KEYTTPGNAK 80
L12 VPTYSYHGTP CDFGRDCIRW EYFDVFLRTL REYTTPGNSK 80
L1 YRDGFILFVL DLKTGSLSND QVRPAGENVA KELLQNYNNN 120
Lz YREKFILFVL DLKTGSLNNH EVRKAGENVA KGLLENYWNN 120
L1 GNNGGRAYVV LSLPDIGHYE FVRGFKEVLK KEGHEDLLEK 160
Lz GNNGGRAYVV LSLPDIAHYE FIRTFKEVLK TAGHENLLDK 160
L VGYDFSGPYL PSLPTLDATH EAYKKAGVDG HIWLSDGLTN 200
L1z VGYDLSGPYW PSLPSLDSVH EAFKKAGYDG HVWLSDGLTN 200
L FSPLGDMARL KEAIKSRDSA NGFINKIYYW SVDKVSTTKA 248
Lz WAKLGOMARL KEIIKSRDSE NGFISKVYYW SVDKYSTTRT 249
L1 ALDVGYDGIM TNHPNVLIGV LKENGYNDKY RLATYDDNPK 280
L1z ALDVGVDGIM TNYPYVIIOV LNENGYKDKY RLATYDDNPW 280
L ETFKN 285
L2 ETFKN 285

Figura 21. Comparaciones de las secuencias obtenidas. En el panel a) L. boneti, b) L. reciusay ¢) L. laeta. En a) y b) se
muestran las secuencias completas (279 residuos) de las isoformas | de L. bonetiy L. reclusa respectivamente. En c) se
muestran las dos secuencias obtenidas de L. laeta (285 amino4cidos), las cuales tienen 82% de identidad entre ellas. E!
sombreado gris indica la identidad entre las secuencias. A la izquierda se indica el nombre de las secuencias. A la derecha
el numero de residuo por linea. Los aminoacidos se indican en cédigo de una letra. Las flechas indican el disefio de los
oligonucledtidos: azul: 5’'Lb1-completo; rojo: 3'NCTx I; negro: 3'NCTx II; verde: 5°LI-1; morado: 3°LI-2; amarillo: 3°LI-3.
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VILVII. Analisis de comparacién entre las secuencias de las esfingomielinasas

de L. Jaeta variedad peruana con las esfingomielinasas D de L. Jaeta variedad
brasilena.

Las dos secuencias obtenidas de L. /aeta (Perd) se compararon con las secuencias
reportadas de L. laeta (Brasil) (Fernades Pedrosa, et al., 2002). Este grupo reportd
tres secuencias distintas las cuales llamaron H17 (true sphingomyelinase), H13 y H10
(like sphingomyelinases). LI1 comparada con LI H17 mostré una identidad de 99%,

mientras que LI2 contra LIH13 tienen un 82% de identidad. Cabe resaitar que éstas

secuencias conservan el nimero y posicion de las cisteinas (Figura 22).

a . .

) £11  ADNRRPIWNL AHMVNAVAQL PSFLDLGANA LEADVTFKGS 4 L1Z  ADNRRPIWNL GHMVNAVKQY PTFLNDGANA IEADITEKGA 40
H17  ADNRRPIANL AHMUNAVAQT PDFLDLGANA LEADVTEKGS 40 b) H13  ADKRRPIWNL GHMVNAVKQL PTFLNDGANA YEADITFKGA 40

* * * [ N Lo ; )

L11  VPTYTYHGTP CDFGRDCIRW EYENVFLKTL KEYTTPGNAK 80 (12 VPTYSYHGTP COFGRDCIRW EYFOVELRTL REYTTPGNSK 80
HL7  VPTYTYHGTP CDFGROCIRW EYFNVFLKTL REYTTPGNAK 20 H13  VPYYSYHGTP CDFGRDCIRW EYFOVFLQTL RDYTTPGNSK 80
LIl YRDGFILFVL DLKTGSLSND QVRPAGENVA KELLONYWNN 120 L12  YREKFILFVL DLKTGSLNNH EVRKAGENVA KGLLENYWNR 120
R17  YROGFILFVL DLKTGSLSND QVRPAGENVA KELLQNYWNN 126 K13 YYEKFILFVL DLKTGSLNNN EVRKAGENIA KGLLKNYWNN 120
L1l  GNNGGRAYVV LSLPDIGHYE FVRGFKEVLK KEGHEDLLEK 160 L12  GNNGGRAYWV LSLPDIAMYE FIRTFKEVLK TAGHENLLDX 160
H17  GNNGGRAYVY LSLPDIGHYE FVRGFKEVLK KEGHEDLLEK 160 HI3  GNNGGRAYVY LSLPDIAHYE FIRRFKEVLK AEGHENLLDK 160
L11  VGYDFSGPYL PSLOTLDATH EAYKKAGVDG HIWLSDGLTN 200 L12  YGYDLSGPYW PSLPSLDSVH EAFKKAGYDGZHVELSOGLTN 700
HL7  VGYDFSGPYL PSLPTLDATH EAYKKAGVDG HIWLSDGLTN 200 H13  VGYDLSGPYL PSLPSLDSVH EAFRKAGVDG HVWLSDGLTN 200
L11  FSPLGOMARL KEAYKSRDSA RGFINKIYYW SVDKVSTTKA 249 L12  WAKLGDMARL KEXTKSRDSE NGFISKVYYW SVDKYSTTRT 240
HL?  FSPLGDMARL KEAIKSRDSA NGFINKIYYW SVDKVSTTKA 240 H13  WAPLGDMARL KEIVERRDSE NGFISKVYYW SVOKYSTTRT 240
L1t ALDVGVDGIM TNHPNVLIGV LEENGYNDKY RLATYDDNPY 280 L12  ALDVGVDGIM TNYPYVIIDV LMENGYKDKY RLATYDDNPW 280
H1?  ALDVGVDGIM TNYPNVLIGV LKESGYNDKY RLATYDDNPW 280 H13  ALDVGVDGIM TNFPYVIIDY LNENGYKDKY RLATYDDNPH 280
L11  ETFKN 285 LY2  ETEKN 285
K17 ETFRN 285 W13 ETFKK 285

Flgura 22, Alineamientos de las secuencias ya reportadas de L. Jaefa, Brasil (H17 y H13, GenBank Accesion numbers

AAM211154 y AAM211155, respectivamente) comparadas con las secuencias obtenidas SMDrLI1-NH2 y SMOrLI2Z-COOH.
En el panel a) SMDrLI1-NH2 vs H17 mostrando que son 98% idénticas. En el panel b) SMDrLI2-COOH vs H13 que
companrten un 94% de identidad. *) Posiciones de las cisteinas en las secuencias, las cuales se conservan. El sombreado

gris indica la Identidad entre las secuencias. A la izquierda se indica el nombre de las secuencias. A {a derecha el nimero
de residuos por linea. Los aminoécidos se indican en cédigo de una letra,

VILVIIl. Alineamiento maultiple de las secuencias reportadas de las
esfingomielinasas D de Loxosceles.

Se hizo un alineamiento multiple con las secuencias reportadas y las obtenidas en
nuestro laboratorio (Binford, ef al., 2003; Fernades Pedrosa ef al., 2002, Kalaphotakis
et al., 2002, Ramos-Cerrillo, ef al., 2004, Tambourgi ef al., 2004,). El alineamiento
mostré que las esfingomielinasas D de Loxosceles son secuencias homologas, que
conservan la posicién de las cisteinas. En cuanto al nimero de éstas, las secuencias

de L. laeta (excepto la LIH10) tienen dos cisteinas, a diferencia de las otras
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secuencias que presentan cuatro (Figura 23). Esta caracteristica puede ser importante
ya que la variacién en el nimero de cisteinas y a su vez en la formacién de puentes
disulfuro (1 6 2) probablemente les confiere una conformacién distinta entre una y otra
proteina.

El analisis de comparacién mostré que las secuencias de L. laeta (LIH17, Li1, LI2 y
LIH13) tienen cinco residuos adicionales con respecto a las demas, y se observan
cuatro inserciones en las posiciones 169, 201, 205 y 221 (Figura 23). Esta Uitima
insercién también se presenta en la secuencia LIH10 y Lb3. Por otro lado las
secuencias L. laeta carecen de algunos aminoacidos en la posicion 38 y 214 (Figura
23).

Las secuencias LIH10 y Lb3 son muy particulares, ya que no solamente son {as mas
cortas en cuanto a nimero de aminoacidos, sino también son las mas distintas en
cuanto a identidad con respecto a las demés (Tabla 13). Esto concuerda con lo
hallado a nivel de actividad enzimética, ya que éstas son inactivas (Fernades
Pedrosa, et al., 2002; Ramos-Cerrillo, et al., 2004).

En cuanto a las secuencias de Loxosceles norteamericanas (Lr1, Lb1, Lr2y La) la
caracteristica que presentan es la ausencia de algunos aminoacidos, entre ellos los

de la posicién 2 (Figura 23) y guardan un gran parecido entre ellas (Tabla 13).
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(AAM211154); L11, L Jaeta isoforma 1; L12, L. /aeta isoforma 2; L1H13, L. jaeta H13 (AAM211155); L1H10, L. /aeta H10 (AY093601); Lb3, L. boneti isoforma 3

(MTSGOT’.A)‘ Lrl, L reclusa isoforma 1 (AATE6075); Lbl, L boneti isoforma 1 (AATE6073); Lr2. L. reciusa isoforma 2 (AAT88076); La, L. arizonica (Q7Z1Y7),
LiP1, L. intermedia isoforma 1 (AAP97091); LiD1, L intermedia proteina dermonecrética 1 (P83045); LiP2. L intermedia isoforma 2 (AAP97092).. Las

Figura 23. Alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de las esfingomielinasas maduras de diferentes especies Loxosceles. L1H17, L. /aeta H17
cisteinas estan enmarcadas en rectangulos. | Residuos conservados. Isoformas de especies: Sudamericanas, Norteamercanas e isoformas inactivas.



Resultados
Dentro del analisis de comparacion, se calculd el porcentaje de identidad entre las
secuencias de las isoformas de las esfingomielinasas reportadas hasta el momento
(Tabla 13). Cabe sefialar que las secuencias pueden ser agrupadas de acuerdo a la
identidad que muestran entre ellas:
a) Loxosceles norteamericanas (Lr1, Lb1, Lr2 y La)
b) Inactivas (LIH10 y Lb3)

L. laeta (LIH17, LI1, Li2 y LIH13)

C) Loxosceles sudamericanas

L. intermedia (LiP1, LiD1 y LiP2)

Estas Ultimas secuencias son separadas en dos subgrupos, porque a pesar de gque
tienen origen sudamericano, las L. intermedia guardan un parecido mayor con las
secuencias Loxosceles norteamericanas.

Tabla 13. Porcentaje de identidades entre las esfingomielinasas de Loxosceles.

Secuencia [LIH17 |LI1|LI2|LIH13|LIH10|Lb3 |Lr1|Lb1|Lr2|La|LiP1|LiD1 | LiP2
LIH17 -

LI1 99 -

LI2 82 [82] -

LIH13 80 |80[94 -

LIH10 42 14141 41 -

Lb3 41 140[40| 39 78 -

Lr 60 [59([60| 60 44 | 44 | -

Lb1 57 |56 |568| 57 46 [ 45 191 -

Lr2 60 |59 61| 61 45 | 46 | 90| 84 | -

La 59 |58 [59| 58 43 |43 88|86 |87 -

LiP1 60 [59([59| 59 45 |47 |84 | 82 [85 (81| -

LiD1 59 59|59 60 44 | 46 |84 | 82 | 85 80| 99 -
LiP2 59 [58|59]| 60 44 | 46 |83 (82 (87 (80| 90 | 90 -

Los calculos de la identidades se llevaron a cabo con el programa Protein Aligment

del paguete GeneWorks® 2.5.1 (Intelligenetics, Inc.).
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VILIX. Clonacién de los genes de esfingomielinasas de L. boneti, L. reclusa y
L. Jaeta en los vectores pQE30 y pQE60.

Una vez que se obtuvieron los genes completos de las esfingomielinasas de las tres
especies Loxosceles, se decidio clonarlos en los vectores de expresion pQE30 y
pQEB0. La ventaja de éstos es que agregan solamente 12 residuos mas a la proteina
recombinante en contraste con el vector pTrcHIS-TOPO que agregaba 35
aminoacidos .

El vector pQE30 adiciona una etiqueta de seis histidinas en el extremo N-terminal de
la proteina mientras que pQEB0 agrega la etiqueta en el lado C-terminal. En la Figura

24 se esquematizan las construcciones del gen de esfingomielinasa en pQE30 y
pQEB0.

a) b)

BamH | _~BamH |

Gen SMD Gen SMD

6XHis-tag

Bgl Il
\~Sal s
pQE-30 | 6XHis-
4200 pb tag

Lac M

Col E1 Col EA ™

Figura 24. Construcciones en los vectores de expresién pQE30 y pQEGO. a) El ADN codificante para esfingomielinasa D
fue clonado entre los sitios BamHI y Sall de pQE30 para generar una SMDr con una etiqueta 6XHis en el N-terminal (Hisex-
SMDr). b) Para expresar una proteina recombinante con una etiqueta 6XHis en el C-terminal (SMDr-Hissx), €l ADN
codificante para la esfingomielinasa D fue clonado en pQES80 entre los sitios BamH |-Bg! Il. Ambos vectores tienen: un
tamario original de 3.4 kb, promotor 75y un gen de resistencia a2 ampicilina.

Los genes L. boneti 1, L. reclusa 1y L. laeta 1 se clonaron en el vector pQE30.
L. boneti 1y L. laeta 2 se clonaron en el vector pQE60. En la Tabla 14 se enlistan las
construcciones hechas con estos vectores.
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Tabla 14. Listado de las construcciones en vectores de expresion que agregan una etiqueta
de 6 histidinas en el N- o C-terminal de las proteinas.

Especie Isoforma Vector Hisextag
L. boneti 1 pQE30 N-terminal
L. boneti 1 pQE60 C-terminal
L. reclusa 1 pQE30 N-terminal
L. laeta 1 pQE30 N-terminal
L. laeta 2 pQEGO C-terminal

VILX. Expresidon de las esfingomielinasas solubles (SMDr) en sistemas
bacterianos.

Una vez clonados los genes de las esfingomielinasas en los vectores de expresion
(pPQE30 o pQEBQ), se obtuvieron proteinas recombinantes (Tabla 15) utilizando la
cepa E. coli XL!-blue. Las transformantes se analizaron por restriccién (BamH 1/Sal | o
BamH 1/Bgl il}, y se comprobd que los genes estaban en fase.

Estas clonas se sometieron a cinéticas de induccién y se encontré que las
necrotoxinas recombinantes eran producidas, sin embargo el rendimiento de la
proteina en forma soluble fue minima. Por lo que se planteé usar la cepa E.coli BL21
(DE3), puesto que esta cepa se recomienda para la obtencion de proteinas solubles
(pET System Manual), y ademas como antecedente se sabia que Fernandes Pedrosa
y col. en el 2002, expresaron en esta cepa una de las esfingomielinasas de L. /aeta
(H17) obteniéndola soluble.

Con el plasmido super enrrollado de las transformantes positivas E. coli XL1-blue se
procedi6é a transformar células E. coli BL21 (DE3). Se realizé una cinética de
induccién a diferentes tiempos con 1 mM IPTG a 37°C. Se observo gue las protelnas

recombinantes se producen en esta cepa (Figura 25).
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Lb1-NH2 Lb1-COOH Lr1jiH2
A A

Horas o 1 2 3 0 1 2 3

Figura 25. Cinéticas de induccién de las transformantes £.coli BL21 (DE3). En ef panel a) Lb1-NH2 y Lb1-COOH. b) Lr1-
NH2. c) LI1-NH2 y LI2-COOH. En el primer caril se muestran los MPM. La flecha del lado derecho indica la protelna
recombinante expresada. Las cinéticas se llevaron a cabo con 1 mM (PTG, a 37°C, con agitacién constante, partiendo de
un crecimiento celular de 0.6 OD. E! tiempo de duracién fue de 0 a 3 horas.

Las protelnas recombinantes se produjeron en la cepa E. coli BL21 (DE3) (Tabla 15).
Utilizando las mismas condiciones que las cinéticas de induccién se observé que los
rendimientos eran muy bajos, por lo que se procedié a buscar las condiciones
adecuadas para la obtencién de la proteina soluble.

Se encontr6 que las condiciones éptimas de expresion fueron: 0.1 mM IPTG, a 22°C
durante 12 horas, partiendo de un crecimiento celular de 0.6 OD.

Las proteinas fueron purificadas por afinidad a niquel (Ni-NTA) obteniendo un
rendimiento de 2 a 3 mg por litro de cultivo. La pureza de éstas se evalué por SDS-
PAGE al 12.5 % en condiciones reductoras, encontrandose 90% puras (Figura 26).
Las proteinas recombinantes se almacenaron a 4°C hasta su uso.
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Tabla 15. Nomenclatura de las SMD recombinantes expresadas

Especie |Isoforma| Hisgxtag Proteina

L. boneti 1 N-terminal| SMDrlLb1-NH2
L. boneti 1 C-terminal | SMDrLb1-COOH

L. reclusa 1 N-terminal| SMDrLr1-NH2
L. laeta 1 N-terminal| SMDrLI1-NH2
L. laeta 2 C-terminal | SMDrLI2-COOH

1 2 3 4 5 6 7

83-
62

47 5-
325-

25-
16.5-

Figura 26. Andlisis de pureza mediante SDS-PAGE de las proteinas recombinantes. 1) MPM. 2) Fll L. boneti (4 pg).
3) SMDrLb1-NH2 (7 ug). 4) SMDrLb1-COOH (7 pg). 5) SMDrLr1-NH2 (30 pg). 6) SMDrLI1-NH2 (10 ug).

7) SMDrLI2-COOH (10 pg).

VII.XI. Medicion y comparacion de las actividades especificas de las
esfingomielinasas recombinantes contra las nativas.

Las mediciones de las actividades enzimaticas se hicieron mediante el Amplex Red
Sphingomyelinase Assay kit (Molecular Probes). Para estos ensayos se utilizaron
diluciones seriadas desde 1 hasta 0.125 pg/ml y se tomaron lecturas a los 15y 30
minutos.

Las proteinas recombinantes producidas resultaron ser activas, posteriormente se
compararon las actividades especificas de éstas contra las nativas. Se encontré que
las esfingomielinasas recombinantes de L. bonetiy L. reclusa tienen actividades muy
cercanas a las isoformas 1 nativas de las especies correspondientes (Tabla 16).

Para el caso de L. boneti la isoforma que presenté mayor actividad fue la 1, seguida
de la isoforma 2 que tuvo un 31% de actividad con respecto a la 1 y finaimente la
isoforma 3 no presenté actividad (Tabla 16).
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lgualmente para el caso de L. reclusa la isoforma con mayor actividad fue la 1,
subsecuentemente la 2 (56.4% de actividad con respecto a la 1) y aunque la isoforma
3 present¢ actividad, esta resulté ser la mas baja (Tabla 16).

Tabla 16. Actividades especificas de las esfingomielinasas nativas y recombinantes de
L. bonetiy L. reclusa.

L. boneti U/mg Desviacion Coeficiente
estandar de variacion (%)
Veneno 7.95 +1.67 21.02
Fraccion necrotdxica
27.66 +7.29 26.38
(F1I)

Isoforma 3 nativa 0 - -
Isoforma 2 nativa 9.49 + 1.89 19.95
Isoforma 1 nativa 30.45 +7.19 21.93
SMDrLb1-NH2 31.47 + 8.59 27.29
SMDrLb1-COOH 325 +7.37 22 .67

L. reclusa
Veneno 9.05 2.1 23.16
Fraccion necrotoxica
15.08 + 587 36.71
(F1N

Isoforma 3 nativa 4 .59 - -
Isoforma 2 nativa 1147 +0.21 1.82
isoforma 1 nativa 20.33 + 6.88 33.83
SMDrLr1-NH2 18.29 +3.79 20.72

Por otro lado se midieron las actividades especificas de las dos proteinas
recombinantes de L. /aefa, resultando que la SMDrLI2-COOH es 4 veces mas activa
que SMDrLI1-NH2 (Tabla 17).
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Tabla 17. Actividades especificas de las esfingomielinasas recombinantes de L. /aefa
(SMDrLI1-NH2 y SMDrLI2-COOH).

Proteina recombinante | U/mg Desviacion Coeficiente
estandar de variacion (%)
SMDrLI1-NH2 56.79 +9.92 17.47
SMDrLI2-COOH 228.21 + 58.67 2571

VILXIl. Producciéon de anticuerpos en conejos contra las: SMDrLb1-NH2,
SMDrLb1-COOH, SMDrLr1-NH2, SMDrLI1-NH2 y SMDrLIi2-COOH.

Con las esfingomielinasas recombinantes activas, se inmunizaron a grupos de dos

conejos, siguiendo un mismo esquema de inmunizacién para todas las proteinas

recombinantes. La medicion de anticuerpos en los sueros de los conejos se determiné

mediante el método de ELISA. Se hicieron un total de cuatro sangrias y a la quinta
todos los conejos se sangraron a blanco (Tabla 18). Los titulos se calcularon por el
programa GraphPad Prism (Versién 2; GraphPad Software, Inc. San Diego, CA) y

éstos se promediaron por grupo de conejos.

Tabla 18. Titulos de los sueros de los conejos inmunizados con las SMDr de Loxosceles.

Proteina Conejo A | Conejo B |Promedio de titulos por
recombinante grupo de conejos
SMDrLb1-NH?2 36,100 49,500 42,800

SMDrLb1-COOH 31,600 115,400 73,500
SMDrLri-NH2 87,700 114,100 100,900
SMDrLI1-NH2 27,700 48,800 38,250

SMDrLI2-COOH 34,500 59,600 47,050

Cabe senalar que la respuesta inmune de los conejos por grupo, fue muy uniforme, ya

que los titulos de los sueros tuvieron valores similares, excepto el grupo inmunizado
con SMDrLb1-COOH ya que el suero de uno de los conejos presento titulos de 31,600
comparado con el suero de! otro conejo que tuvo titulos de 115,400.
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VIL.XIIl. Determinacion de reacciones cruzadas.

Para determinar las reacciones cruzadas de los sueros hiperinmunes generados a
partir de SMDrLb1-NH2 y SMDrLb1-COOH, se hicieron pruebas de ELISA. Los sueros
de ambos conejos por grupo se mezclaron en proporcién 1:1. Los resultados
obtenidos mostraron reacciones cruzadas entre los sueros de los conejos, es decir el
suero del grupo inmunizado con SMDrLb1-NH2 reconocié a la proteina
SMDrLb1-COOH y viceversa (Tabla 19).

Tabla 19. Reacciones cruzadas de los anticuerpos generados a partir de las proteinas
SMDrLb1-NH2 y SMDrLb1-COOH.

Sensibilizacion de la Suero de conejo Titulos
placa contra

SMDrLb1-NH2 SMDrLb1-COOH 53,750

SMDrLb1-COOH SMDrLb1-NH2 49,400

VILXIV. Inhibicién de la actividad enzimatica de la SMDrLb1-NH2 con el suero
hiperinmune generado a partir de SMDrLb1-NH2,

Con el suero de conejo hiperinmune anti-SMDrLb1-NH2, se llevaron a cabo ensayos
de inibihiciéon de la actividad enzimatica de la SMDrLb1-NH2. Para medirlos se
incubaron éantidades de suero con la proteina recombinante y posteriormente se
agregd el sustrato. Como control se usé SMDrLb1-NH2 sin suero. Los resultados
confirmaron que el suero hiperinmune desde la dilucién 1:1 hasta la 1:20, inhibe la
actividad de esfingomielinasa de la SMDrLb1-NH2 (Tabla 20).
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Tabla 20. Actividad enzimatica de SMDrLb1-NH2 inhibida por el suero de conejo
hiperinmune generado a partir de SMDrLb1-NH2.

Proteina Dilucién del suero Ac";‘gs_fc‘: Desviacion (?eo\?gg;i?‘t;
recombinante anti-SMDrLb1-NH2 esp estandar °
(U/mg) (%)
SMDrLb1-NH2 1:1 0 - -
SMDrLb1-NH2 1:5 0 - -
SMDrLb1-NH2 1:20 0 - -
SMDrLb1-NH2 1:100 11.16 + 567 16.55
SMDrLb1-NH2 - 41.08 + 5.47 13.31

VIL.XV. Pruebas toxinoldgicas e inmunolégicas en animales.

VIL.XV.l. Dermonecrosis en conejos.

En esta prueba se evalué si la SMDrLb1-COOH tenia capacidad de inducir
necrosis cutanea. En el presente experimento se usé isoforma 1 nativa de
L. boneti (Lb1) para comparar las areas que se producian en uno y otro.
También se inyecto la isoforma 3 nativa de la misma especie (Lb3). Como
control negativo se uso solucion PBS pH 7.4.

Se encontré que la SMDrLb1-COOH era capaz de inducir necrosis en piel de
conejo comparable con la necrosis ocasionada por la Lb1. La Lb3, no fue
capaz de producir necrosis en la piel del conejo, a pesar de que se inyectd
mayor cantidad de ésta (10 veces mas). Las zonas inyectadas con PBS no
presentaron necrosis. En la siguiente foto se ilustra la necrosis en la piel del
conejo causada por ambas proteinas.
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SMDrLb1-NH2
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Figura 27. Foto que ilustra la necrosis en piel de conejo (New Zeland White, 2.7 kg). Las dosis administradas fueron 3 pg
de SMDrLb1-NH2, 3 pg de Lb 1 (isoforma 1 nativa L. boneti) y 30 pg de Lb3 (isoforma 3 nativa L. bonet) en 300 pl de PBS
pH 7.4. Como control negativo se inyectaron 300 ul de PBS pH 7.4, La foto fue tomada 72 horas post-inyeccién.

VII.XV.Il. Determinacion de la dosis letal media de las proteinas

recombinantes y veneno de Loxosceles, en ratones balb-c.

Se determin6 la dosis letal media (DL50) de las proteinas recombinantes de
L. boneti, L. reclusa y L. laeta, asi como del veneno nativo de L. boneti y
L. reclusa. La DL50 esta definida como la cantidad de toxina que es capaz de
matar a la mitad de una poblacién. Las pruebas se hicieron retando con
distintas cantidades de toxina a grupos de cuatro ratones balb-c, entre 18-20 g
de peso. 72 horas post-inyeccion, se tomaron lecturas y se determiné la DL50,
utilizando el programa GraphPad Prism (Versién 2; GraphPad Software, Inc.
San Diego, CA). En la siguiente Tabla se resumen las DL50 de cada proteina.
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Dosis letal media de las proteinas recombinantes y venenos de Loxosceles

Proteina DL50 (ug/raton) lnct::f:_;l:zge
SMDrLb1-NH2 5.0 496 -5.04
SMDrLb1-COOH 4.0 3.83-4.20
SMDrLr1-NH2 3.5 3.48-3.52

SMDrLI1-NH2 11.3 11.16 —11.43
SMDrLI2-COOH 2.37 2.36 —2.38

Veneno L. boneti 30.5 23.80-39.14
Veneno L. reclusa 21.0 20.0-22.0

VILXV.IIl. Determinaciéon de la dosis efectiva media (DE50) de los sueros
anti-SMDr, en ratones balb-c.

Se hicieron ensayos de neutralizacién (inmunidad pasiva) con los sueros
hiperinmunes de conejo contra las toxinas recombinantes (anti-SMDrLb1-NH2,
anti-SMDrLb1-COOH, anti-SMDrLr1-NH2, anti-SMDrLI1-NH2 y anti-SMDrLI2-
COOH). Se incubaron distintas cantidades de suero con su respectiva toxina
homdéloga, a 37°C durante 30 minutos, y se inyectaron intraperitonealmente a
grupos de cuatro o cinco ratones balb-c entre 18-20 g. Se observé que en
todos los ratones controles la sintomatologta fue la misma: pelos erizados,
dolor abdominal, y dificultad para respirar. 72 horas post-inyeccién se tomaron
las lecturas de sobrevida, y se determiné la DES0 de los sueros utilizando el

programa GraphPad Prism (Versiéon 2; GraphPad Software, Inc. San Diego,
CA) (Tabla 22).
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Tabla 22. Dosis efectiva media de los sueros generados a partir de las proteinas
recombinantes de Loxosceles.

Ug de toxina DESO Intervalo de Cantidad de veneno
Toxina (tx) inyectados por | (pl de anti-suero confianza (ug) que neutraliza 1
ratén por raton) ml de suero
SMDrLb1-NH2 8.0 155.0* 148.0-161.4 50.5
SMDrLb1-COOH 15.5 259.0" 257.7 - 259.6 60
SMDrLr1-NH2 12 212.2* 211.8-2126 56.5
SMDrLI1-NH2 20 300.0* 297.8 — 302.2 66.5
SMDrLi2-COCH 7.0 204.4* 203.8 - 204.9 35

*Los resultades corresponden a tos anti-sueros homélogos para cada uno de los casos.

Por otro lado se llevaron a cabo ensayos de neutralizaciéon cruzada. Siguiendo
el mismo procedimiento, se incubaron distintas cantidades de sueros con
cantidades constantes de toxinas heterélogas, de tal manera que se hicieron
varias combinaciones

Se observo que los sueros hiperinmunes anti-SMDrLb1-NH2 y anti-SDrLb1-
COOH presentan neutralizaciones cruzadas con las proteinas recombinantes
de L. bonetiy L. reclusa (Tabla 23).

Ilgualmente, el suero anti-SMDrLr1-NH2 fue capaz de neutralizar el efecto de

las toxinas recombinantes de L. boneti (Tabla 23).

Tabla 23. Neutralizaciones cruzadas de las toxinas recombinantes de L. bonetiy L. reclusa
con los sueros hiperinmunes generados a partir de estas proteinas.

Anti-suero
SMDrLb1-NH2 | SMDrLb1-COOH SMDrLr1-NH2
SMDrLb1-NH2 50.5* 46* 44 5%
Toxinas
SMDrL.b1-COOH 65.5* 60* 56.6*
SMDrLr1-NH2 > 60** 107* 56.5*

* La cantidad esta expresada como: pg de foxina/ml de anti-suero.

** No se pudo determinar la DE50 del anti-SMDrLb1-NH2 contra la toxina SMDrLr1-NH2, pero se observé gue con
200 pl de dicho anti-suero, sobrevive toda la poblacién retada con 12 ug de SMDrLriNH2.

En cursivas: Neutralizaciones homélogas

Por otro lado, los sueros hiperinmunes contra las toxinas recombinantes de
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L. laeta presentaron neutralizacion cruzada, ya que 1 ml de suero anti-
SMDrLI1-NH2 fue capaz de neutralizar 25 pyg de SMDrLi2-COOH (Tabla 24).
Un caso similar se presenta con el anti-suero SMDrLI2-COOH ya que
neutraliza el efecto letal de la toxina SMDrLI1-NH2 aunque pobremente (Tabla
24).
En las neutralizaciones cruzadas de los anti-sueros L. /aefa se observd menor

eficacia que en las neutralizaciones homélogas de la misma especie (Tabla
24).

Tabla 24. Neutralizaciones cruzadas de las toxinas recombinantes de L. /aeta con los
sueros hiperinmunes generados a partir de estas proteinas.

Anti-suero
SMDrLI1-NH2 SMDrLI2-COOH
SMDrLI1-NH2 66.5* 25% de sobrevida con 500 pl
Toxinas
SMDrLI2-COOH 25* 35

* La canlidad esta expresada como pg de toxina/ ml de anti-suero.
En cursivas: Neutralizaciones homélogas

Por otra parte, las toxinas recombinantes tanto de L. boneti como de L. reclusa
no fueron neutralizadas por los sueros anti-L./aeta, asi mismo el suero
hiperinmune anti-SMDrLb1-COOH no protegié contra las toxinas
recombinantes de L. /aefa (Tabla 25). Esto puede explicarse por lo observado a
nivel de secuencia primaria, ya que las toxinas de L. /aeta tienen caracteristicas
particulares que no presentan las toxinas de L. bonetiy L. reclusa, y que
probablemente estas diferencias repercutan en las conformaciones
estructurales de las proteinas, de tal manera que los anticuerpos generados a
partir de las toxinas de L. laeta no reconozcan a los epitopos neutralizantes de
L. bonetio L. reclusa y viceversa.

Tabla 25. Ensayos de neutralizacién cruzada entre los sueros hiperinmunes anti-L. /aeta
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contra las toxinas recombinantes de L. bonetiy L. reclusay entre el suero anti-SMDrLb1-
COOH contra las toxinas recombinantes de L. /aeta.

Anti-sueros Toxinas recombinantes Neutralizacién

SMDrLb1-COOH é

SMDrLI1-NH2 Negativo hasta 500 yl de anti-suero
SMDrLr1-NH2

SMDrLb1-COOH 6

SMDrLI2-COOH Negativo hasta 500 ul de anti-suero
SMDrLr1-NH2

SMDrLI1-NH2 6

SMDrLb1-COOH Negativo hasta 500 pi de anti-suero
SMDrLI2-COOH

Otro ensayo que se llevé a cabo fue neutralizar el efecto de los venenos de
L. bonetiy de L. reclusa con los sueros generados a partir de las SMDrLb1-
NH2 y SMDrLb1-COOH respectivamente, observandose que éstos fueron
eficaces en la proteccién de ambos venenos (Tabla 26). El mismo caso se
presenté con el suero anti-SMDrLr1-NH2, ya que neutraliz6 muy bien los
efectos de los venenos de L. reclusay L. boneti (Tabla 26).

Tabla 26. DE50 de los sueros generados a partir de las proteinas recombinantes de
L. bonetiy L. reclusa contra los venenos de ambas especies.

Anti-sueros (aS) Veneno (ven) Hg ven/ml aS
SMDrLb1-NH2 L. boneti 123

SMDrLb1-COOH L. reclusa 73
SMDrLr1-NH2 L. reclusa 141.3
SMDrLr1-NH2 L. boneti 128.8
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VIIl. DISCUSION

El envenenamiento por arafias del género Loxosceles causa necrosis local y dafos
sistémicos. Los componentes que causan el loxoscelismo son una familia de proteinas con
actividad de esfingomielinasa D.

VIIL.I Caracterizacion bioquimica del veneno de L. bonetiy L. reclusa.

Los venenos tanto de L. boneti como de L. reclusa, se fraccionaron por cromatografia
de exclusion molecular en gel demostrando que la fraccién |l contenia a las
necrotoxinas (32.5 kDa). Los otros componentes fraccionados: hemocianina (Fl),
péptidos (Flll) y acidos nucleicos (FIV), no son propios del veneno y tampoco
participan en el actividad dermonecrética. Esto se sustenta en que en estudios
anteriores (Ramos, 2002) se pudo ver que la Fli producia lesiones necréticas en piel
de conejo.

Las fracciones necrotéxicas de ambas especies se sometieron a cromatografias de
intercambio catiénico.

La FIl de L. boneti, se resolvié en tres picos principales, las cuales se nombraron
isoformas 1, 2 y 3 de acuerdo al orden de la eluciéon. Se analizaron por SDS-PAGE
bajo condiciones reductoras y no reductoras. Si bien su movilidad electroforética
relativa cambi6 en uno y otro caso, los resultados mostraron fracciones homogéneas
distinguibles entre si. Las isoformas 1y 2 presentaron actividad de esfingomielinasa D
contrariamente a la 3 que se encontré inactiva. La isoforma 1 presenté una actividad
especifica de 30.45 U/mg y la 2 solamente presenté un 31% de actividad (9.49 U/mg)
con respecto a la 1.

En la Fll de L. reclusa, se encontraron tres picos: dos principales (1 y 3) y uno poco
resolutivo (2). Por SDS-PAGE, los picos 1 y 3 resultaron ser proteinas unicas las
cuales fueron llamadas isoformas 1y 3, respectivamente. El pico 2 fue resuelto en un
par de proteinas.

Todas las fracciones presentaron actividad enzimatica. La mayor actividad especifica
encontrada correspondié a la isoforma 1 (20.3 U/mg), seguida por el pico 2 (11.47

U/mg) y finalmente la isoforma 3 que presenté la menor actividad especifica (4.59
U/mg).
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La actividad observada en el pico 2 puede corresponder a la combinacion de dos
isoformas, una que pudiera tener una actividad mas alta que la otra, y los resuitados
observados sean la adicién de ambas actividades o que alternativamente, una de
ellas fuera lo suficientemente activa para presentar un 56.5% de actividad con
respecto a la isoforma 1. Otra posibilidad pudo ser que el pico 2 corresponda a una
mezcla en partes iguales de la isoforma 1y la 3, y la actividad enzimatica observada

sea el equivalente al promedio de ambas actividades.

VIILII Analisis de las secuencias de las SMD de Loxosceles.

A partir del ARNm de las glandulas venenosas de las tres especies de Loxosceles, se
obtuvo el ADNc con el fin de amplificar las secuencias codificantes de las
esfingomielinasas D. Se amplificaron fragmentos correspondientes al gen que codifica
a la proteina madura, que carecian del extremo N-terminal. Dicha regién se trato de
amplificar con la técnica 5'RACE usando oligonucleétidos degenerados, sin embargo
no se pudo amplificar (datos no presentados). Esto pudo deberse a que en el extremo
5" posiblemente se forman estructuras secundarias que propicien que el ARNm sea
labil o inestable, o que alternativamente durante la transcripcion el ARNm se haya
degradado (Ramos-Cerrillo, et al., 2004). En ninguna de las secuencias se encontr6 el
inicio de la traduccién, probablemente por la elongacién incompleta de la reverso
transcriptasa durante la sintesis del ADNc. Por tanto la secuencias encontradas para
L. bonetiy L. reclusa son codificantes para las esfingomielinasas D maduras (275
aminoacidos) y éstas carecian de los primeros cuatro aminoacidos.

Tras un analisis de comparacion entre todas las secuencias de esfingomielinasas de
Loxosceles, las mas divergentes fueron las de L. /aeta. Una de las caracteristicas
distintivas de éstas secuencias es el niimero y posicion de las cisteinas, ya que
solamente cuenta con dos. Posiblemente estas cisteinas forman un puente disulfuro
que propicia una conformacién distinta de la proteina con respecto a cualquier otra
esfingomielinasa de Loxosceles hasta ahora reportada.

Se obtuvieron dos secuencias distintas de L. /aeta (SMDrLI1-NH2 y SMDrLI2-COOH)
que comparten 82% de identidad. Los analisis de comparacion entre las secuencias
L. laeta (Pera) con las secuencias de L. Jaeta brasilefias, confirmaron que la SMDrLI1-
NH2 era practicamente idéntica a la esfingomielinasa H17, ya que en toda la

secuencia se presentaron cuatro cambios, siendo importante uno de ellos en la
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posicion 253, donde cambia una tirosina por una histidina. La aseveracién anterior
esta basada en las probabilidades de mutacién entre un aminoécido y otro (Schulz, et
al., 1979), ya que éste cambio es poco probable que se lleve a cabo (0.0004%).
La SMDrLI2-COOH presentdé un 94% de identidad con la proteina H13 brasilefia
teniendo 18 cambios a lo largo de toda la secuencia. La mayor parte de estas
variaciones (14) son importantes debido a que cambian aminoacidos hidrofilicos por
hidrofébicos, lo cual altera las propiedades fisicoquimicas de las proteinas. Las
diferencias encontradas entre las mismas especies, pero de zonas geograficas
distintas, se puede deber a variaciones alélicas o a la existencia de genes que
codifican para otras isoformas de esfingomielinasas.

VIILIII Generacion de proteinas recombinantes.

Se contaba con la secuencia parcial de la isoforma 1 de L. boneti. A ésta le hacian
falta los primeros cuatro aminoacidos en el extremo N-terminal. Este gen se clon6 en
un vector de expresion que adiciona 35 aminoacidos a la proteina recombinante, la
cual se obtuvo precipitada posiblemente por el numero de residuos adicionales que
pudieran ser los responsables del mal plegamiento de la misma. No obstante con los
antecedentes que se tenian con L. intermedia (Kalaphotakis, et al., 2002) donde la
proteina insoluble fue inmunogénica en conejos y los anticuerpos producidos fueron
capaces de reconocer tanto al veneno como a la fraccion necrotéxica, se inmunizaron
conejos con la proteina recombinante precipitada. Los anticuerpos generados en los
conejos tenian capacidad de reconocimiento a su homoélogo, no asi a la Fll de
L. boneti. Por lo que se decidié desnaturalizarla con agentes caotropicos y reductores
encontrando que efectivamente los anticuerpos estaban reconociendo a epitopos
lineales y no conformacionales, lo cual no era suficiente para neutralizar los efectos
del veneno confirmado por las pruebas de inmunidad pasiva en ratones. Los
anticuerpos estaban manifestando una notable especificidad, la cual era capaz de
reconocer pequenas diferencias en la configuraciéon y en la conformacién estérica de
los antigenos y por tanto, las consecuencias de ésta especificidad es que los
anticuerpos se unen solamente a antigenos o fragmentos que conserven su
conformacion nativa.

En cuanto a la inmunidad activa probada en conejos se obtuvo que los animales

anteriormente inmunizados con la proteina precipitada, desarrollaron una necrosis
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mayor a los controles. Probablemente lo que desarrollaron estos conejos fue una
sensibilidad tipo Arthus, que se da cuando un individuo ha estado expuesto
constantemente a un antigeno. La reaccién se lleva a cabo cuando se forman
inmunocomplejos antigeno-anticuerpo, los cuales se depositan en la pared de los
vasos sanguineos ocasionando una infiltracion de neutréfilos y agregacion plaquetaria
lo que provoca oclusiones vasculares y necrosis.

Con todos estos resultados se pudo concluir que era necesario producir un antigeno
recombinante soluble que tuviera una conformacién similar al del nativo, ya que los

anticuerpos reconocen no solamente a la secuencia sino a la conformacion global del
antigeno.

VIILIV Plegamiento in vitro de la proteina recombinante precipitada de L. boneti.
La proteina precipitada se pleg6é in vitro en presencia de agentes oxidantes y
reductores. Se obtuvo 60% de proteina soluble. La proteina tenia 35 aminoacidos no
propios deella, que probablemente interferian en el plegamiento, por lo que se digirid
con enterocinasa para eliminar 31 residuos. Un indicador de que la proteina tuviera un
plegamiento parecido o similar al de la nativa, era la actividad de esfingomielinasa D.
La proteina plegada presenté un 9.6% de actividad enzimatica con respecto a la
nativa. Esto sugeria que podria ser un buen inmundégeno que generara anticuerpos
neutralizantes ya que, probablemente, una porciéon de la proteina estaba plegada
correctamente y tal vez esta porcion era suficiente para obtener anticuerpos
neutralizantes. Por otro lado se sabe que la interaccion antigeno-anticuerpo no implica
un acoplamiento perfecto, sino entre los dos existe una flexibilidad complementaria,
por lo que el generar un anticuerpo, a partir de una proteina que tuviera una
conformacion similar a la nativa, podia propiciar el reconocimiento hacia ésta.

Sin embargo cuando se titularon los anticuerpos generados a partir de la proteina
plegada, se encontré que éstos reconocian a su homoélogo, no asi a la Fil de
L. boneti. Probablemente lo que ocurrié fue que, aunque la proteina se solubilizo, ésta
no tenia una configuracién parecida a la nativa, en consecuencia los anticuerpos
generados no fueron capaces de reconocer a la Fll de L. boneti.

Tras un analisis de todos estos resultados, se concluyé que para obtener un antigeno
que fuera capaz de producir anticuerpos neutralizantes, era necesario generar una

proteina recombinante con una configuracion igual o muy parecida a la de la proteina
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nativa, ya que los epitopos neutralizantes estaban dados por la estructura terciaria de
ésta. El plegamiento correcto de la proteina recombinante era necesario que se diera
de forma natural, es decir, durante la expresion ya que por los resultados anteriores,

era poco probable que el plegamiento in vitro promoviera una configuracién parecida
a la de la proteina nativa.

VIILV. Produccion de proteinas solubles y activas.

Los factores que se consideraron para obtener a una proteina recombinante en forma
soluble y activa fueron:

VIIL.V.l. La secuencia de las proteinas recombinantes de las isoformas 1 de
L. bonetiy L. reclusa carecian de los primeros 4 aminoacidos del extremo N-
terminal. Como era sabido que los anticuerpos son capaces de detectar
pequefnas diferencias en la secuencia primaria, se decidi6 completar la
secuencia. Por otro lado se pens6 que estos residuos podian conformar un

epitopo fundamental para el reconocimiento del anticuerpo.

VIILV.Il. Como ya se habia mencionado el vector en el que estaba la proteina
adicionaba 35 aminoacidos, que probablemente le impedian plegarse de
manera correcta y similar a la proteina nativa, por lo que se decidié cambiar a
los vectores pQE30 o pQE60, ya que estos solamente agregan 12 aminoacidos
a la proteina recombinante que corresponden a la etiqueta de 6 histidinas, para
la recuperacién de la proteina por cromatografia de afinidad, la metionina como
inicio de la traduccion, tres residuos propios del vector y dos residuos que
agregan los sitios de restriccion.

VIILV.IIL. Es sabido (pET Manual system), que algunas cepas de E. coli pueden
favorecer el plegamiento adecuado de algunas proteinas recombinantes,
ademas esta cepa carece de las proteasas: Omp Ty Lon. La primera es una
proteasa de membrana localizada en la monocapa externa que puede romper
la T7 RNA polimerasa. La carencia de ésta evita complicaciones en la
transcripcion. La segunda es una enzima que se encuentra en el citoplasma de

E. coli que se ha asociado a degradacién de proteinas recombinantes
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expresadas en este sistema. Por otro lado se habia reportado la expresion
exitosa de la proteina recombinante correspondiente a una esfingomielinasa D
de L. Jaeta en E. coli BL21 (DE3) (Fernandes Pedrosa, et. al. 2002), por lo que
la proteinas se expresaron en esta cepa, obteniéndolas solubles y activas.

Las SMDrLb1-NH2, SMDrLb2-COOH, SMDrLr1-NH2, SMDrLI1-NH2 vy
SMDrLI2-COOH, se obtuvieron puras en un 90% y el resto corresponde a
proteinas de bajo peso molecular propias de la bacteria.

El peso molecular de las recombinantes de L. boneti y L. reclusa correspondid
al tedrico (32.0-33.0 kDa), es decir, la movilidad electroforética se afect6 por los
aminoacidos que se adicionaron en la construccion del gen. Para el caso de las
dos isoformas de L. /aeta, el peso molecular encontrando (30.0-31.0 kDa), no
correspondié al teérico (33.3 kDa para SMDrLI1-NH2 y 33.9 kDa para SMDrLI2-
COOH). Para confirmar la ausencia de modificaciones o mutaciones
introducidas durante la clonacién, los fragmento SMDrlLI1-NH2 y SMDrLI2-
COOH clonados en el vector de expression, fueron re-secuenciados en ambos
sentidos, asegurandose de cubrir los sitios de clonacién. Se encontré que el
ADN codificante de las proteinas recombinantes no presentaban ninguna
modificacion y ademas las recombinantes se expresaban completas en la
bacteria.

Por otro lado se planted que la proteinas recombinantes estaban sufriendo un
procesamiento proteolitico durante la expresion. Con la etiqueta de histidinas
en el extremo N- o C-terminal que tienen dichas proteinas, se pudo descartar
esta posibilidad, ya que de haberse presentado la proteolisis durante la
expresion, alguna de las 2 proteinas no se hubiera podido purificar por afinidad.
Todas estas evidencias apuntan a que las proteinas recombinantes de L. laeta
forman cierto tipo de estructuras que promueve un corrimiento aberrante
durante la electroforesis en gel. Una de las alternativas que se plantea, es
someterlas a espectrometria de masas para determinar su masa molecular
exacta.

En cuanto a las actividades especificas de las proteinas recombinantes de
L. bonetiy L. reclusa resultaron comparables con las actividades de sus
isoformas nativas correspondientes. Esto presume que la estructura terciaria

de las proteinas recombinantes es muy similar al de las nativas.
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La SMDrLb1-NH2 indujo necrosis en piel de conejo comparable con el dafio
causado por la isoforma 1 nativa de L. boneti. De acuerdo a los resultados
anteriores donde la proteina precipitada no tenia actividad enzimatica y
ademas no era capaz de necrosar, se pudo evidenciar que la actividad de
esfingomielinasa D es necesaria y suficiente para desencadenar el proceso
necrotico.
Por otro lado, comparando las actividades especificas de las proteinas
recombinantes se observé que las mas elevadas fueron las de L. laeta. Esto
podria explicarse por lo hallado a nivel de estructura primaria ya que las
secuencias de L. laeta resultaron ser las mas divergentes. Como ya se ha
mencionado, el hecho de que tengan caracteristicas particulares (presencia de
dos cisteinas y la insercion de algunos aminoacidos) sugiere que las
conformaciones de éstas sean distintas a cualquier esfingomielinasa D
encontrada en el género Loxosceles y la consecuencia, por estas diferencias
estructurales, pudiera ser el mejoramiento en la eficiencia catalitica.
La SMDrLI2-COOH tiene una actividad mayor que la SMDrLI1-NH2, por o
tanto, se presume que debido a su elevada actividad enzimatica esta

involucrada de manera directa en el loxoscelismo causado por la especie
L. laeta.

VIILVI. Produccién de anticuerpos neutralizantes y pruebas de neutralizacion.
Las proteina recombinantes de L. boneti, L. reclusay L. laeta fueron inmunogénicas
en conejos. Mediante la medicion de titulos por ELISA se pudo evaluar la presencia
de anticuerpos contra las toxinas recombinantes. Uno de los conejos inmunizados con
la SMDrLb1-COOH presenté titulos muy altos, lo cual puede atribuirse a la
inmunologia propia del individuo.

Se determiné que las proteinas recombinantes generadas eran capaces de matar
ratones balb-c entre 18-20g, observandose variaciones entre las DL50s de cada
toxina recombinante; sin embargo, no se pudo establecer una correlacion entre las
actividades especificas y el efecto letal. Un ejemplo de ello es que la SMDrLI1-NH2
tiene una actividad especifica de 56.8 U/mg, correspondiente a una de las mas altas,

y su DL50 es de 11.3 ug de toxina por ratén, en contraste con la SMDrLr1-NH2 que
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presenta una actividad especifica de 18.3 U/mg y su DL50 es de 3.5 ug/ raton. En
otras palabras, se necesita menor cantidad de toxina de L. reclusa para matar al 50%
de la poblacion de ratones aun cuando ésta tenga menor actividad especifica
comparada con la SMDrLI1-NH2.

El efecto téxico de las toxinas recombinantes en ratones balb-c es similar al
provocado por el veneno de Loxosceles, o cual indicaba de alguna manera que los
sueros hiperinmunes generados a partir de dichas toxinas protegerian no solamente
contra los efectos de las proteinas recombinantes sino también contra el veneno de
Loxosceles. Para esto se hicieron pruebas de neutralizacién en ratones Balb-c
(18-20g), encontrando que los sueros hiperinmunes generados a partir de las
proteinas recombinantes eran capaces de proteger in vivo contra el efecto téxico de
sus proteinas homoélogas. Otro de los intereses principales de este trabajo fue saber si
se presentaban neutralizaciones cruzadas, para poder generar un antiveneno
polivalente. Los sueros anti-SMDrLb1-NH2, anti-SMDrLb1-COOH vy
anti-SMDrLr1-NH2 presentaron neutralizaciones cruzadas con las toxinas
recombinantes de L. bonetiy L. reclusa. La cantidad de toxina que es capaz de
neutralizar 1 ml de cada antiveneno oscila entre 40-70 pug, lo cual hace evidente que
estos anti-sueros tienen una alta capacidad neutralizante tanto homoléga como
heteréloga lo cual confirmaba que aunque se presentan pequerias diferencias en la
secuencia primaria entre las tres toxinas, el reconocimiento del anticuerpo hacia el
antigeno no es afectado por éstas.

Si se inmuniza a un animal con cualquiera de estas proteinas recombinantes
(SMDrLb1-NH2, SMDrLb1-COOH y SMDrLr1-NH2), hay una alta probabilidad de que
los anticuerpos generados protejan contra las tres toxinas. El valor calculado para el
anti-SMDrLb1-COOH contra la toxina SMDrLr1-NH2 es muy alto (107 pg tx/ml anti-
suero), incluso que contra su toxina homologa (60 pg tx/ml a.S). Esto pudo deberse a
las diferencias estructurales que se presentan entre las proteinas, de tal manera que
la SMDrLr1-NH2 tenga una caracteristica particular que favorezca el reconocimiento
de los anticuerpos anti-SMDrLb1-COOH.

Para el caso de los anti-SMDrLI1-NH2 y antj-SMDrLI2-COOH también presentaron
neutralizaciones cruzadas, pero con menor eficacia. Esto se puede explicar por las

diferencias a nivel de estructura primaria ya que, como se mencioné anteriormente,
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presentan 14 cambios importantes que probablemente repercuten directamente en la
conformacién proteica, de tal manera que los epitopos neutralizantes de una proteina
no estan presentes en la otra. Por tanto, a diferencia del caso anterior, es necesario
que esten presentes los inmunégenos SMDrLI1-NH2 y SMDrLI2-COOH, para la
produccién de un antiveneno que al menos neutralize el efecto toéxico causado por el
veneno de la especie L. laeta.

No se presentaron neutralizaciones cruzadas entre las toxinas recombinantes de
L. bonetiy L. reclusa con los sueros anti-L. laeta, al igual que el suero
anti-SMDrLb1-COOH no protegié contra los efectos letales de las toxinas
SMDrLI1-NH2 y SMDrLI2-COOH. Esto es una evidencia de que la etiqueta de seis
histidinas de las proteinas recombinantes en el extremo amino o carboxilo terminal no
forma un epitopo que reconozcan los anticuerpos, y que la especificidad de los
anticuerpos estd dada meramente por los epitopos estructurales propios de las
toxinas. Un ejemplo de ello es que el suero anti-SMDrLr1-NH2, no reconoce a la
toxina SMDrLI1-NH2, contrariamente a la SMDrLb1-NH2 que no solamente es capaz
de reconocer, sino también de neutralizar.

El ejemplo anterior también hace pensar que la etiqueta de histidinas no interviene
estéricamente en el reconocimiento de los anticuerpos hacia el antigeno o,
alternativamente, los epitopos neutralizantes no se encuentran en los extremos de la
proteina.

Otro experimento muy importante que se llevd a cabo fue neutralizar los efectos del
veneno nativo de L. boneti con el antisuero SMDrLb1-NH2 encontrando que 1 mi de
éste fue capaz de neutralizar 615 pg veneno. Este valor es relativo debido a que en el
veneno existen componentes distintos que no son responsables de causar necrosis.
Mediante el fraccionamiento del veneno se pudo deducir que 20% de éste
corresponde a las esfingomielinasas, por lo que el valor se reduce obteniendo que
1 ml de anti-suero SMDrLb1-NH2 es capaz de neutralizar =123 ug de fraccion
necrotoxica de L. boneti. EI mismo caso se presenta con el suero anti-SMDrLr1-NH2,

el cual fue muy eficaz protegiendo contra los efectos letales de los venenos de
L. reclusay L. boneti.
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IX. CONCLUSIONES

Se expresaron cinco proteinas recombinantes: SMDrLb1-NH2, SMDrLb1-COOH,
SMDrLr1-NH2, SMDrLI1-NH2 y SMDrLI2-COOH, correspondientes a algunas
esfingomielinasas D de L. boneti, L. reclusay L. laeta. Estas se obtuvieron en forma
soluble y ademas enzimaticamente activas. Se escalaron de manera muy eficiente
obteniéndose un promedio de 28 mg/5 It de cultivo con un 90% de pureza.

En cuanto a los estudios de protecciéon se pudo concluir que se obtuvieron proteinas
recombinantes, ideales para usarse como inmundgenos, ya que estas son capaces de
generar anticuerpos que neutralizan los efectos del veneno nativo de Loxosceles.
Para tener un antiveneno polivalente que neutralize el efecto del veneno del mayor
numero de especies, es necesario que en el esquema de inmunizacién ‘estén
contempladas las SMDrLI1-NH2, SMDrLI2-COOH vy cualquiera de las proteinas
recombinantes de L. boneti o L. reclusa.

En todos los antigenos existen epitopos lineales y conformacionales. Los resultados
generados en este trabajo confirman que éstos ultimos son importantes para generar
respuestas inmunoldgicas protectoras.

Finalmente, la generacién de estas proteinas contribuiran a la estandarizacién en los
procesos de produccion de antivenenos y ademas baja los costos de obtencion del
material suficiente para poder realizar varios estudios que generaran conocimiento

para dilucidar y entender los mecanismos por los cuales se desarrolla el loxoscelismo.

X. PERSPECTIVAS

X.l. Iniciar un estudio piloto de inmunizaciéon en caballos con estas proteinas

recombinantes y comprobar si los anticuerpos producidos son capaces de neutralizar
el efecto del veneno.

X.ll. Hacer ensayos de inhibicion de actividad enzimatica in vitro y correlacionarlo con
la inhibicién de la necrosis.

X.Ill.  Hacer un antiveneno polivalente con las tres proteinas generadas en este
trabajo.
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Apéndice de soluciones

APENDICE DE SOLUCIONES

TAE 50X

Trizma base (2M) 242 g
Na, EDTA (50 mM) 1864
Bromuro de etidio (25 mg/mL) 2.5 ml (10 mg/ml)
Acido acético glaciar para pH 7 80 ml aprox.
Aforar a 1 If con agua desionizada.

Loading buffer

0.25 % Azuf de bromofenol 250 mg
0.25% Xilen Ciaol FF 250 mg
30% Glicerol 28 mL

TAE 50X 2mL
Aforar con 70 mL de agua

Medio SOC
Triptona o peptona 209
Extracto de levadura 5¢

Cloruro de sodio 0.58 g
Disotver en agua destilada y adicionar 10 mL de
cloruro de potasio 250 mM (1.86 g de KCl en 100
mL de agua) ajustar el pH a 7.0 con hidroxido de
sodio 5 N (= 0.2 mL). Aforar a 1 it con agua
desionizada. Autoclavear a 121 °C por 20 minufos.
Agregar 10 mL de Cloruro de magnesio 1M (8 g de
MgCl, en 90 mL de agua) y 10 mL de Sulfato de
magnesio (Mg SO,4) 1M estéril.

Agregar 20 mM glucosa filtrada con membranas de
0.22 micras.

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

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

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

SDS-PAGE
REACTIVOS

a.

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

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

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

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

Buffer 2X de la muestra (10% glicerol + 2.5% SDS + 50 mM Tris-HCl, pH 6.8 + 5% 2-mercaptoetanol +
0.002% Azul de bromofenol). En un tubo de 15 mL, mezclar los siguientes volumenes: 1 mL de glicerol;
1.25 mL de 20% SDS; 0.5 mL de 1M Tris-HC3, pH 6.8; 0.5 mL de 2-mercaptoetanol; 0.2 mL de 1% azul de

10% Persulfato de amonio. Disolver 0.1g de persulfato de amonio en 1mL de agua desionizada
Solucién de tincién - azul de Coomasie (50% Metanol + 10% acido acético + 0.2% Azul de Coomasie
G250). Disolver 1g de azul de Coomasie G250 en 250 mL de etanol, 50 MI de acido acético y aforar a 500

b.

c.

d.

con 10M NaOH. Aforar a 500 mL.

e.

f bromofenol. Aforar a 10 mL con agua desionizada.
o

) mL con agua .desionizada.

Solucion de destincion (10% Metanol + 10% acido acético): mezclar 400 mL de agua desionizada, 50 mL
de metanol y 50 mL de acido acético.

La preparacién de los geles de poliacrilamida al 12.5 % (gel espaciador y concentrador) se muestra
en los siguientes recuadros.



Apéndice de soluciones

GEL SEPARADOR AL 12.5 % GEL ESPACIADOR-CONCENTRADOR
4%
# Solucion separadora (ml) 1.5 % Solucion concentradora
# Solucién de acrilamida (ml) (ml) 0.630 o
2.5 # Solucion de acrilamida (ml)
# Agua desionizada (m) 0.33 o
2.0 # Agua desionizada (ml) 1.54
# TEMED (ul) 5 #* TEMED (ul) 2.5 _
# Persulfato de amonio al 10% # Persulfato de amonio al 10 %
(uh 20 (ul) 12.5

ENSAYO INMUNOLOGICO ACOPLADO A ENZIMAS (ELISA)

1) Solucién concentrada de PBS
Se disuelven 80 g de NaCl, 2 g de KCl, 14.4 g de Na,HPO, y 2.4 g de KH,PO, en 800 mL de agua
destilada. Se ajusta el pH a 7.2 con NaOH 10 N y se afora a 1 [t. Para preparar una solucién de trabajo
(PBS 1X) se toman 100 mbL del stock y se adicionan 900 mt H,0O, se mezcian y se esterilizan por 20
minutos. La esterilizacion puede hacerse tanto para la solucién concentrada como para la de trabajo.

2) 100mM Carbonato/Bicarbonato pH 9.6

Se pesan 0.840 g de NaHCO; y se afora a 100 mL. Se pesa 1.059 g de Na,CO5 y se afora a 100 m@.. Se
coloca en hielo la solucién NaHCOs3 vy se ajusta el pH a 9.6 con la solucion Na,COj;. Se recomienda
congelar esta solucién una vez ajustado el pH.

3) 1M Tris/HCIpH 7.2;7.5; 8.0y 8.9
Para preparar cada una de éstas soluciones con diferente pH, se pesan 121.14 g de Tris-(hidroxi)-

aminometano base y se disuelven en 800 mL de agua destilada. Se ajusta el pH deseado con HCI
concentrado y luego se afora a 1 It.

4) Buffer de lavado concentrado para ELISA (10X Tris/NaCl/Tween) '
Se pesaron 87.66 g de NaCl (1.5M) y se disolvieron en 500 mM Tris/HC| pH 8.0. Se afor6 a 1 It con el mismo
buffer y se filtré por 0.2 ym. para preparar un litro de esta solucién de trabajo, se toman 100 mL de la misma

y se agregan 900 mL de H,0, se adicionan 500ul de Tween 20 y se mezclan homogeneamente. Esta
solucién se guardé a 4 °C.

5) Buffer vehiculo para la incubacion de anticuerpos y conjugados en ELISA (Tris/Gelatina/NaCl/Tween)
Para preparar 100 mL de solucién vehiculo, se prepara un buffer de 50 mM Tris/HCI pH 8.0 conteniendo
500 mM NaCl, a esta solucién se le agregan 100 mg de gelatina (1 mg/mi), la cual se disuelve a bafo
marfa y con agitacién constante. Luego de que esta solucidn alcance la temperatura ambiente se adicionan
50 yl de Tween 20 y se mezclan bien. Si esta solucién no se va a utilizar inmediatamente se recomienda
congelar y si su uso es frecuente se puede refrigerar. En ambos casos no se debe olvidar que la gelatina se
gelifica y que por lo tanto tiene que disolverse calentando como se menciono anteriormente.

6) Buffer de bloqueo para ELISA (Gelatina/Tween)
Se pesan 500 mg de gelatina (0.5 %) y se agregan en 100 mL de 50 mM Tris/HCI pH 8.0, se disuelven a

bafio maria con agitacién constante. Cusndo esta solucién alcanza la temperatura ambiente se adicionan
200 ul de Tween 20 y se mezclan homogeneamente.



7) Buffer de Revelado ABTS (50 mM &cido citrico pH 4.0)

Apéndice de soluciones

Se pesan 4.8 g de 4cido ditrico y se disuelven en 400 mL de agua destilada, se ajusta el pH a 4.0 con NaQH
10 N. se afora a 500 mL y se guarda en congelacién, pero cuando vaya a usarse se recomienda que esté a

temperatura ambiente.
8) 40 mM ABTS

Se pesan 22 mg ABTS y se disuelven en 1 mL de agua destilada, se guardan a4 °C y se cubre de la luz con
un papel aluminio. Esta solucion es estable hasta por cuatro meses.

ENSAYOS DE WESTERN-BLOT

1)y TBST 10X

50 mL de Tris-HC11 MpH 7.5
150 mL de NaCl5 M

2.5 mL de Tween 20

Aforar a 500 mL

2) Solucién de bloqueo

5 gr de leche en polvo

100 mL de TBST 1X

1 mL de azida de sodio al 0.02%

3) Cloruro de sodio5 M
146.1 gr de NaCl y llevarlo a 500 mL con
agua

4) Solucidn de transferencia

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

Lievar todo a 500 mL con agua
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Abstract

In this study we repor the isolation and characterization of several sphingomyelinase D jsoforms from the venoms of the
North American spiders Loxosceles boneti and Loxosceles reclusa. from Mexico and the United States, respectively. We bave
measured their enzymatic activity. their capacity to induce necrotic lesions in rabbits, cloned the cDNAs coding tor (the mature
forms of two of the isoforms from L. boneri and two of L. reciusa based on N-terminal sequence information of the purified
proteins, and performed a comprehensive comparison of the sequence data generated by us with that reported for other

sphingomyelinase genes to date.
© 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introducton

Loxosceles spiders are cosmopolitan, and are the cause
of medical conditions which can range from moderately
morbid to Jife-threatening and fatal. Numerous species of
Loxosceles have been described. mostly in the Americas and
" Africa, although european species have been found. The
effects of poisoning by Loxosceles may range from localized
necrotic conditions of varying severity, called cutaneous
loxoscelism (CL). to systemic envenomation { VCL, viscero-
citaneous loxascelism) which may be not infrequently fatal,
particularly in children (Sezerino et al., 1998).
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777-3-172-388
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Loxosceles spiders have venoms with a toxic component
for mammals with a rare enzymatic activity, termed
sphingomyelinase D (SMD). SMD is a relatively abundant
protein component of pure Loxosceles venom, comprising a
significant portion of venom protein along with components
of lower molecular weight (by SDS-PAGE analysis, Binford
and Wells, 2003). Sphingomyelinases have a molecular
mass of approximately 33 kDa and catalyze the cleavage of
sphingomyelin, relcasing |-phosphoceramide and choline
{(Kwmpiewski ¢t al.. 1981). Sphingomyelins, in wm, are
integral components of many cell membranes (such as
crythrocytes and cells of the vascular epithelium), and
although the natural targets of SMD action are not known,
there is convincing, evidence which points to the role of the
enzymatic activity in the initiation of events which may lead
to extensive necrosis and. On 0ccasion. severe systemic
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poisoning. It has been suggested that bactenal cells injected
with the venom may enhance. or even be responsible for. the
necrotizing effects of the Loxosceles bite (Monteiro et al..
2002). While some bacteria may confribute to the necrotic
process, there is very strong experimental evidence that
SMD activity is sufficient cause for the observed lesions.
Besides the fact that SMDs render erythrocytes susceptible
to complement-mediated lysis in vitro (Tambourgi et al..
1995), and therefore could conceivably induce damage in
other cell types. the most compelling evidence to date for
the requirement of SMD in the development of the necrotic
wounds characteristic of Joxoscelism comes from a smdy by
Fernandes Pedrosa et al. (2002), who reporied the cloning
and expression of an active sphingomyelinase D from the
South American species Loxosceles laeta. In their study.
they show that heterologously expressed and purified
recombinant SMD retains enzymatic activity and is
sufficient for induction of necrosis in experimental animals.
This necrosis, in (um, was abolished by incubation of the
venom or recombinant SMD with antiserum generated
against the recombinant toxin. Kalapothakis et al. (2002)
have also reported the cloning and characterization of 2
SMD from another South American species, L. intermedia.

The aim of the present study was to characterize SMD
from two common North American species of Loxosceles,
L. boneti (abundant in central and southwestern Mexico)
and L reclusa from central and southeastern United Statcs.
We report the purification of three isoforms of SMD from
L. boneti and a characterization of their enzymatic acliviry,
as well as of wo from L. reclusa. From amino-terminal
sequencing information of the purified enzymes from
L boneti we also cloned and characterized (wo of the
three genes coding for the isoforms isolated from L. boneti,
as well as two isoforms from L. reclusa. A comprehensive
comparison of the primary scquence data for all SMD genes
available to date is also presented and discussed.

2. Materials and methods

2.]. Spiders

Specimens of L. boneti were collected in Tuxpan,
Guerrero. Mexico. Loxosceles reclusa specimens were
collected in Stillwater, Oklahoma, USA. Identification of
the species was done by Dr Norman ! Plamick of the
Amencan Museum of Natural History. New York.

2.2, Purification of SMD

Purification of SMD was performed by a two-step
protocol from whole homogenates of venom glands. Venom
apparatuses were dissected and homogenized in 1 ml of
20 mM ammonium acetate pH 4.7 per SO apparatuses by
means of a tight-fiting (eflon homogenizer on ice. We
observed that contaminating hemocyanin could be removed,

since it precipitated after one freeze/thaw cycle. from the
extract by cenrifugation at 10,000g for 10 min. After
clarification by centrifugation. 3.5 ml of the exmact were
fractionated on a Sephadex G-75 column and fractions
collected. The fractions spanning the molecular weight
expecied for SMD (Fraction 2) were pooled and loaded onto
a Mono-$ cation exchange column fitted on a FPLC System
(Pharmacia) in 20 mM ammonium acetate pH 4.7, and
efuted with a linear NaCl gradient (10-500 mM NaCl in the
same buffer). The eluted peaks from L. boneti were collected
individually and processed for N-terminsl sequencing. Part
of the eluted peaks of L. boneri and L. reclisa were used for
enzymatic and/or dermonecrolic activity assays.

2.3. Protein determination and measurement
of SMD activity

Protein quantilation was done using the Bicinchoninic
acid reagent (BCA, Pierce) using the protocols and
standards supplied with the reagents, SMD activity of
gland homogenates and chromatographic fractions was
measured by a coupled assay using the substrate AMPLEX
(Molecular Probes) and fluorimetric delection as described
by the manufaciurer. As conurol and reference slandard. a
sphingoroyetinase C from Staphylococeus aureus was
included, in which case alkaline phosphatase was included
in the reaction, which was not necessary for the SMD
reaction (as the assay udlizes choline oxidase which does
not recognize choline phosphate as subsirate). Since the
fluorogenic substrate detects peroxide gencrated by the
coupled reaction, controts were included which did not
contain protein and others which did not comtain sphingo-
myelip to avoid errors due to non-specific peroxide
generation. One unit is defined as the amoum of activiry
that will hydrolyze 1 pmol of TNPAL-sphingomyelin per
minute at pH 7.4 and 37 °C.

2.4. Dermonecrosis assay

Dermonecrolic activity was evalvated in New Zealand
White (NZW, 2.5-3 kg) rabbits by a single subcutaneous
injection of 10 pg (isoforms Lbl and Lb2) and 30 g
(isoform Lb3). all in 300 ul of phasphate buffered saline
(PBS) into separate sites. Lesions were evaluated at 72 h
post-injection. A Lraditional method for quanttation of the
extent of necrosis is 10 measure the two longest
perpendicular axes of the necrotic halo for approximate
estimation of the area (Recs et al., 1981). however, the
technique is inherently very variable. as no two injections
are identical. and requires a large nomber of replicate
injections. preferably in several animals, for statistical
significance. For this reason, our assays were used only for
qualitative assessment of necrosis, that is. presence or
absence of a necrotic lesion at the site of the injection 72 h
post-injection (p.i.).
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2.5. N-terminal sequencing of L. boneti isoforms

The amino-terminal sequence of the three main peaks
from the cation exchange chromatography of the L. boneti
Sephadex G-75 fraction 2 were determjned by standard
procedures (Walsh et al.. 1981). The N-terminal sequence
data were aligned to those amino terminal sequences
reported for L. laeta. L. gaucho. L. intermedia and
L. reclusa (Barbaro et al., 1996) and L. deseria (Gomcez
et al., 2001).

2.6. Primers for cDNA amplification

Based on the amino acid sequences obtained, degenerate
primers were designed in order to amplify the mRNAs
coding for them (LbD primers). All possible cadons were
used as codon usage data is scarce for these spiders. Using
the Universal Degenerate Code (1 stands for §nosine, Y for C
or T, R for A or G, M for A or C and H for A, T or C) the
sequences of the primers were as follows:

Name Sequence Degeneracy  Use

LbD-] CCIGCTITGGATHATGGG 3 3'RACE

LbD-i.t  GATHATGGGI- 6 3'RACE
CAYATGGT

LbD-3 MGICCIAARCCIATHTGG 12 3'RACE

Lb-1 CCAGCATCGAGTG- None S'RACE
CATCT

2.7. General molecular biology

The cDNAs coding for SMD up to the N-terminal
sequence determined from L beneri and L. reclusa were
amplified by the 3’ RACE technique (Life Sciences).
Briefly, total RNA from glands obtained using the Trizol
reagent (Gibco) was reverse-mranscribed using oligo-d(T)
with an adapter sequence and the resulting cDNAs were
amplified by PCR using the degenerate oligos (LbD-1 and
the nested LbD-1.1) and an adapter primer to obtain double-
stranded DNAs which were cloned in pCR TOPO 2.1
sequencing vectors (Invitrogen) by standard procedures.
Sequencing was performed with universal primers by means
of an amomated system at facilities of the lnstituto de
Biotecnologia. Based on the sequence data obtained from
the primary clones, a primes (Lb-1) was designed for
sequence confirmation as wel! as extension into the 5’ end of
the cDNAs (which had been amplified vsing degenerate
primers) by 53’ RACE (Life Sciences). Briefly, total RNA
obtained as for 3’ RACE were reverse-transcribed with the
specific primer designed from the sequence data of the
pamary clones. Subsequently, a ‘tail’ of dGTP was added to
the 3’ end of the cDNAs by means of terminal deoxynu-
cleotidyl transferase. and the ¢DNAs thus processed
were amplified by PCR using the original primer used for

reverse-transcription and an oligo-d(C). The products of
amplificaton were again cloned in the sequencing vector
and sequenced as above.

2.8. Sequence analysis and alignments

Sequences were compared using Gene Works 2.5.1
(Intelligenetics. Inc.). and visual alignments generated
using SeqVu 1.1 (The Garvan Institute of Medical
Research). The sequences of L. intermedia. L. laeta and
L. arizonica used in the alignmen( were obtained from the
NCBl web server (GenBank Accession numbers
AAQI6123. AAM21154, AAP44735, respectively). Iden-
fities were calculated by patrwise alignments and pl values
were cajculated from deduced amino acid sequences using
standard pK, values for the sidechains of individual residues
with Gene Works.

3. Results

3.1. Purification of SMD

Venom apparatuses of 500 specimens of L. boneti and
500 from L reclusa were homogenized as described above,
and fractionated on a Sephadex G-75 column (170X 2 cm).
The clution profiles are shown in Fig. L. left panel.
Absorbance was monitored at 260 and 280 nm and, from
left 10 right, four peaks were apparent. SMD activity was
found in the second peak, which was suobsequently
fractionated on a cation exchange column using 4 linear
NaCl gradient. As shown in the insets, three major peaks
were identified for lhe L boneti fraction, and what are
probably three or four incompletely resolved peaks for the
L. reclusa fraction. For both species, all corresponded to
proteins with molecular weights of approximately 30 kDa
by SDS-PAGE (Fig. 1. right panel). The second peak,
overlapping panially with the first, of the L reclusa
chromatogram contained what are probably two mixed
isoforms which were not resolved. Henceforth, the three
main peaks from the L. boneti chromatogram will be
referred 1o as isoforms }, 2 and 3. respectively. The
L. reclusa isoforms, in tun., were classified by identity to
isoform 1 of L. boneti. As we have no N-terminal sequence
data (see below) 10 identify cach peak of the cation
exchange chromatography to assign (o the sequence data
obtained from L. reclusa mRNA, we have used leters for
the ‘chromatographic’ isoforms (A, BC and D. respecti-
vely). The cation exchange chromatograrus of the gel
filtration fractions of venom from both species also showed
minor peaks, which may represent other rarer isoforms,
allelic variants, or truncated or otherwise processed forms
(see Section 4).



510

25, L bonet
-Am
2 —m \
s {_\
wof 3 {
3 Sl
| i
Hh
050 ﬁf d
20 30 80 80 100
25,
~A L. reclusa
s A
.50
4
< 1t A BC !)\
r =0 l;\\
o3} g, ‘
a ‘ X : N .
¢ 20 40 60 80 100
Fraction

175 -

62

47.5

32.5 e

25 -

18.5

175

as -
62 -
47 .54

32.54

16.54

B. Ramos-Cerrillo er al. / Toxjcon 44 (2004) 507-514

11

-

o, -

i

A BC D A BC

Fig. 1. Purification of SMD fyom homogenates of L. boneti and L. reclusa venom glands. Left panel: Top, Gel filoation of L. boneii gland extract
wilh carion exchange chromatogram of Fraction 2 (inset): Botiom, gel filtration of L. reclusa gland extract with calion exchange chromatogram
of Fraction 2 (inset). Ion exchange fractions are indicated. Right panel; SDS-PAGE of cation exchange fractions: Lanes [, Il and J11 are non-
reducing. lenes 1V, V and VI are reducing, They all correspond to main peaks (indicated below). Molecutar weights are in kDa.

3.2. SMD activiry of purified L. boneli and L. reclusa
isoforms. and dermonecrotic activity of L. boneti isoforms

Sphingomyelinase activity was measured using a coupled
assay and fluorescent detection of the products. The assay is
exguisitely sensitive, and permits detection of nanagrams of
enzyme. Of the three L. boneti isoforms, isoform | showed
the highest specific activity, followed by isoform 2 (31% of
isoform 1). Interestingly, isoform 3 did not display activity.
although its identity to the other isoforms is high enough to
warrant its denomination as an isoform (see below), Table }
lists the specific activities of the three L. boneti isoforms, as
well as that of the three L. recfusa chromatographic fractions.

Both L. boneti isoforms 1 and 2 were dermonecrotic
when injected subcutaneously in rabbits (Table 1). How-
ever. and most interestingly, isoform 3. which is not
enzymatically active. was not dermonecrotic when injected
at three limes the dose of the other isoforms (sez Section 4).
Similar results were reported for isoforms of L. iniermedia
(Tambourgi et al., 1998).

3.3. N-terminal sequencing of the ihree main isoforms
Srom L. boneti

SDS-PAGE analysis of the individual L. boneti fractions
showed the proteins 10 be very pure (Fig. 1, right top panel).

50 they were used for N-terminal sequencing. The sequences
obtained were congruous with the N-terminal sequence data
then reported (Barbaro et al.. 1996; Gomez et al.. 2001).
Isoforms 1 and 2 of L. boner shared an identity of 94% at
their N-termini, whereas isoform 3 was the most divergent
of the three, with an identity of 36% with respect to isoform
I. In Table 2, the N-terminal sequences of the three L. boneti
isoforms and percent identitiies with the then reported
N-terminal sequences of several Loxosceles species are
shown. The amino acids chosen for design of the degenerate
primers are underlined and, as those of L. boneti isoform 1
perfectly match those of the reported L. reclusa sequence,
they were also vsed for amplification of SMD ¢DNAs of
this species.

Tabie |
Specific SMD (n=3) and dermonecrotic aclivities of L. boneti and
L. reclusa cation exchange fractions

Name Specific acrivity (U/mg) Necrotic
L boneti } 305472 +

L. bonen 2 9.5+1.9 +

L. boneti 3 0 -

L. reclusa A 203*469 NA

L reclisa BC 115402 NA

L. reclusa D 45910 NA

NA. not ascenained.
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Table 2

N-terminal sequence data for L. boneti isoforms. The percentage of identity is with respect to the sequence of L. beneri isoform | by pairwise

alignment. Amino acids used for degenerate primer design are underlined

Name Seguence % ldentity Reference
L. boneti | ANKRPVWWIMGHMVNAIAQIDEFVNLGANSIETDVS 100 This study
L. boneti 2 ANKRPVWIMAHMVNAVAQIDEFVNLGANSIETD 94 This study
L. boneti 3 AXRPKPIWXVAHMVNDLELVDEYL 36 This siudy
L reclusa ANKRPVWIMGHMVNAVYQIDEFVNLGANSIDTDVS 9] Barbaro el al. (1996)
L. gancho ADNKRPIWVMGGMVNSLAQIKEFVGLGLDNSEKDNKWYKQ S8 Barbaro et al. (1996)
L. deserta ANKRPIWIMGHMVNAIYQIDEFVNLGANSIETDVS 94 Gomez et al. (2001)
L. laeta ADNRRPIWNLGRMVNALKQIPTFLXDGARNA 55 Barbaro et al. (1596)

The X denotes undetermined amino acids.

3.4. Amplification and sequence of SMD cDNA by RT-PCR
wih degenerate primers and completion of sequence by
5'RACE

With the N-terminal sequence information, degenerate
primers were designed to amplify cDNA from isoforms |
and 2 on one hand. and isoform 3 on the other. The same
primers used for amplification of the L. boneti cDNAS were
also used to amplify ¢cDNA from tolal RNA of L. reclusa.
The RT-PCR yielded bands of the expected size which were
cloned and seguenced. In the case of L. boneti, the deduced
amino acid sequences of two distinct ¢lones showed perfeci
identity to the N-terminal sequence data, corresponding to
isoforms | and 3. We were not able 10 detect primary clones
which matched the N-terminal sequence of isoform 2. In the
case of L. reclusa, two distincl sequences were obtained,
which we have tentatively called isoforms 1 and 2 based on
sequence identity to isoform | of L. boneti. All these
sequences from the primary clones were in turn wsed to
design additional primers for sequence confirmation and (o
extend the sequences into the S’ region of the cDNA, with
the aim of characterizing the complete coding sequences
and removing the potential bias introduced by the use of the
degenerate primers in the original amplifications. However,
it was not possible to extend the sequences beyond those
obtained from the mature protein’s N-terminal sequences,
although unbjased sequences for the portions spanned by the
original degenerate primers were obtained.

3.3, Primary sequence of SMD cDNA and alignments

The complete sequences for mature L. boneri isoforms |
and 3. as well as those of L. reclusa isoforms 1 and 2 are
available from GenBank (accession numbers AYS59844,
AY559845, AY559846 and AYS559847. respectively). In
Fig. 2 a complete alignment of the deduced amino acid
sequences of L. boneti isoforms | and 3, L. reclusa isoforms
I and 2, and reported sequences from other Loxosceles
species (L. intermedia, L. laeia and L. arizonica) starting
from the first amino acid of the N-termina) sequence data.
To date. the only complete sequences, that is, starting at the
stant codon are that of L. laeta (from a cDNA library,

Fernandes Pedrosa et al., 2002) and that of L arizonica,
which was obtained from a genomic library (Genbank
AAP44735). ldentity between the two L. boneti isoforms is
45% and berween the two L. reclusa isoforms is 90%.
Identittes are summarized in Table 2. Consistently. the most
divergent sequence is that of L. laeta (when considering
only enzymatically active SMDs). Variability of L laera
SMD includes two amino acid inseriions at positions 168
and 201 oot found in any of the other protcins. the first of
five amino acids and the second a single phenylalanine.
SMD from L. Jaeta shares an insertion at position 2 with
SMD from L. inrermedia, although of different amino acids.
The number of conserved cysicines is also different for
L. laeta when compared to all the other sequences. which
may have important implicarions for the structure and/or
function of the protein (see Section 4). All in al), the
conservation of SMD in species so widely distributed. in
geographic and climatic terms. is rewmarkable, although
variability in some residues is not conservative. Theoretical
pls for different isoforms within L. boneri and L. reciusa,
and compared to those of the other species. show
considerable variability (Table 3).

4. Discussion

Spiders of the genus Loxosceles, which have been
recognized as medically rcievant. contain venoms with one
component, sphingomyelinase D, shown to be responsible
for the typical toxicity observed in humans and some animal
models. In order 1o learn more about the toxic activity of
Loxosceles venom, we purified sphingomyelinase D from
venom gland extracts of the North American L. honeti and
L. reclusa by a (wo-step chromatographic protocol invol-
ving a gel filtraton step followed by cation exchange. For
L. boner. the latter yiclded three welt defined peaks of high
purity which, upon N-terminal sequencing. showed a high
identity with the then reported N-lerminal sequence for
SMD from other Loxosceles species. Of the three isoforms,
named | to 3 by the order of elntion. ) angd 2 displayed SMD
acliviry, whereas isoform 3 was inactive in the conditions of
our assay. Of the two active isoforms. isoform | exhibited
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u 1 ADNRRAP IWNLAHMVHNAVAQIPDFLDLBAN
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» * *
bt 0 IETDVEBFDSSANPEYTYHQIPCBCEBRTICT
W3 » LELDVAFSDDGTAEKMYHGVPCDCFRSCK
Lt »n ITETDVEFDKMANPEYTYHR(PCDCBRTCT
b2 » J1ETDVEFDKDANPEYTYHGV P.g.o_ge-a SCL
u 3 IETDVSFDDNANPEYTYHGIPCDCGRNCK
u n LEADVIFE-KGSVRTYTYHGTRCDFAROEC |
La x» [ETOVESFDSSANPEYTYRGVPCOCRAGWEK
! o WENENDELVGLRK ATTPODSNYHERL I LV
(b3 % TETETKYMOYIRELTTPONSKFNNNLILL
o WENENDEFLKGLRKATTPBDSKYHEKLVLV
U2 «w WEYFSOFLKGLBKATTPBOSKYHAKLVLV
U 6l YENENODFELKGLBSATTPAGNSKYQEKLVLV
U e« WEYFENVELKTLBEYTTPGNAKYRDGFILF
La @ WEYFNNFLKALRKATTPGDSKYHEKLVLY
bt @ FOLKTOSLYDNOAYDAGHREKLAKS I LOQHYW
I3 &% MDLKLHWNG IEPMNVAYAAGKSVYAEKLLSSYW
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La w NONNBERAYIVLSIPNLAHYKLUITGEKET
Fig. 2. Deduced amino acid sequences of SMD from L. b
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3
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" GMAYKKAGUIGHVWOSODGITN-CLLRGLSA
w GKAYKKAG|TQH IWASDGITN-CLPRGLSHA
w HEAYKKAGVDOH IWLSDGLTNFSPLGOMAR
7 ANAYKKAGVTGHVWGEDG I TN-CLLRGLOR
M VAEAVANRDFEN-GYINKUYYWTVDKHAST
2 LTEAMKKKNDPDYKYTEKVYTWSIDKEAS)
2 VKEAVKNADSSN-GFINKVYFWTVDOKRAST
24 VKDAVKNADSEN-GFINKVYYWIVOKRATT
2 VNAAVANRDSAN-GFINKVYYWTVDKRSTT
20 LKEAIKSRDSAN-G@FINK|YYWSVDRVSTT
2 VAKAVANRDSSN-GYINKVYYWTVDKRQST
@ RADALDAGVDGE IMTNYPDOVIADVLSEBAYSA
m AMNALALGVDAVMINYPARVKSILNESEFSS
¢ ADALDAGVDGIMINYPDVIADVLSESAYKA
m RAEALDAGVDGVMINYPOVITDVLNESAYKA
s« ADALDAGVDGIMINYPDVITOVLENEAAYKK
7 KAALDVGYDG|MINYPNVLIGVLKESGYND
26 KNALDAGVDGIMFNYPDVIADVPNESAYKA
% KER|ATYDDNPWETFKH

x THAMATYEDNPWQOK

# NERIATYDDNPWETEKN

# KEBIATYDDNPWETEKHN

% KFERVATYDDNPWVTEKK

% KYRLATYDDNPWETEKN

28 KFERIASYDDMPWETFKN

oneti and L. rectusu and sequence alignment with all other comple(e reported sequences

for the mature proieins (Lb, L. boneti: Ly, L. reclusa: La, L. arizonica: Ui, L. intermedia: L), L. faeta). Cysieines are indicated by asterisks.

the highest specific activity when compared to isoform 2 of
the same species. In the case of L. reclusa. cation exchange
chromatography resulted in two well defined peaks, of
which the first seemed to be composed of at least two
components which coutd not be completely resolved. The
specific enzymatic activities of the isoforms of L. reclusa
venom were comparable (0 those of L. bonei, In the case of
isoform BC. the activity may correspond to the combination
two active isoforms or, alternatively, to one less active and
one inaclive isoform. Also, the possibility remains that
fraction BC cosresponds in equal parts to fractions A and D
which, if combined in approximately equal amounts (as
shown in Fig. |, botiom SDS-PAGE ge), lanes U and V),
would yield a similar average activiry.

Interestingly, isoform 3 from L. boneti. white clearly a
telated protein, as determined by sequence alignment, did
not exhibit SMD activiry while maintaining a high identity
with the other isoform of the same species, Consistent with
the study of Fernandes Pedrosa et al. (2002), our study
supports their assertion that enzymatic activity is necessary
and sufficient for. at least, initiation of the necrotic process.
as isoform 3 of L. boneti venom which is 45% identical (o
isoform 1, did not exhibit necrotic activity in rabbits. The
dermonecrotic assay we used is, at best. semiquantitative, so
a fine correlation between enzymatic activity and extent of
RECrosis can not be, as of yet, unequivocally established.

Although we tried 1o characterize the complete cDNAs
from mRNAs coding for L. boneri and L. reclusa SMDs, we
were not able 1o obtain cDNAs which contained the amino-
terminal sequence absent in the mamure protein. A similar

situation is apparent in the case of the SMD cDNA sequence
reported for L. intermedia. This may be due (o secondary
structure at the 5’ end, an inherent fragility of the specific
mRNA or. slternatively, that the mRNA js possibly
degraded very soon after, or even during, translation, as
we sequenced numerous clones obtained under the most
careful conditions of RNA isolation and reverse transcrip-
tion but couid find none that extended to the start codon.
The amino acid sequences of SMDs from different
Loxosceles species are quite conserved and. interestingly,
their theoretical pls show significant variability among
isoforms within a species and benween species. ranging from
4.88 in L. boneri 10 8.23 in L. arizonica (Table 3). This
variability might be reflected in differences in optimal
conditions for SMD activity and/or substrate specificity:
characterization of pH and salt optima for activiry of pure
isoforms will be of use in the understanding of Lhe role of

Table 3

Identities of i} reported SMD deduced amino acid sequences
Name (pI) Lbl

Lbl (5.15) - Lb3

Lb3 (4.88) 45 - Lri

Lr1 (6.17) 91 44 - Lr2

Lr2(7.32) 84 46 90 - La

La(823) 86 43 88 87 - Li

Li (7.29) 82 46 84 35 80 - LI

L} (542) 57 41 60 60 59 59 -

In parentheses are the theoretcal isoclectric poinits. (Lb, L. boneri;
Lr. L. reclusa; La, L arizonica: Li. L. intermedia; L\, L laeta).
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SMD in the natural life circumstances of Loxosceles spiders.
In this regard, in both L. boneti and L. reclusa cation
exchange chromatograms, minor peaks can be observed and
although they may correspond to other minor isoforms, our
sequencing of numerous clones which showed slight but
persistent variability (data not shown) suggests that
significant allelic variation within species exists. As the
purification of SMD was from a poo) of a large number of
specimens, as was the extraction of total RNA for cDNA
cloning, it is impossible (o establish whether these
differences are due to allelic variation or the existence of
additional genes for SMD within the species used in this
study. Further inquiry into the sequence of SMD genes
obtained from single specimens of the same species could be
of use in the study of natural populations, for fine-tuning of
molecular phylogenies. or even for evolutionary studies.

For example, L. laeta is possibly the largest of the genus,
and it has been claimed to be one of the most dangerous
(Femandes Pedrosa et al., 2002). SMD from L. laera is also
the most divergent of those reported (Table 3), most notably.
amongst other things. for the potentially different number of
disulphide bonds in the protein, since all other sequences
have four conserved cysteines while that of L. laera has only
two (and those only five amino acids apart), thus precluding
the existence of an intramolecular disulphide bond between
C50(CS1 in L. intermedia) and C196 (C197 in L. intermedia)
which could join rwo distant sites in the molecule, possibte in
all SMDs sequenced from all other species. It would be most
informative to carry out comparisons of sphingomyelinase
acrivity with the smaller species in order to determine
whether the higher dermonecrotic potential ussociated to the
L. lueta bite is due to higher specific SMD activity, other
enzymatic peculiarity (sach as stability or cofactor depen-
dence, for example), or, alternatively. due to the larger
amounts of venom injected per bite.

Necrotic activities of reptile venoms, mostly related to
phospholipases and proteinases, have been under scrutiny
for some time. The large quantitities of active necrotizing
toxins injected by, for example, viperive snakes, have
generally been considered sufficient by themselves as cause
of the extensive necrosis resulting from envenomation. In
the case of SMD as a necroltic toxin, it may be necessary to
consider altenative and possibly indirect mechanisms, as
the quantities of SMD injected in a Loxosceles bite could
scarcely exceed micrograms. The factors that affect
the development of CL and VCL are not known, however,
the fact that VCL is most common in children, and that the
severity of CL is very variable between patients. suggests
that host mechanisms may be at work as consequence of
SMD acrivity. Sphingosine and ceramide metabolites have
been known for some time lo be imporant signaling
molecles in a variety of cellular systems, and specific
enzymes and pathways exist that control their synthesis and
recycling in a variety of cellular processes (Huwiler et al.,
2000; Van Meeteren et al., 2004). Studies on the role of
1-phosphoceramide released by SMD action are likely to

contribute to our present meager understanding of the
cascade of events that can lead from localized direct
damage. possibly at the cell membrane level in the site of the
bite, 1o the sometimes very extensive necrotic processes or
systemic syndromes observed in some patients.
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