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RESUMEN

Latrodectus mactans (Lm) es responsable de graves casos de envenenamiento en humanos,
se han llegado a reportar hasta decenas de miles de accidentes por afio en cada region. El
veneno es altamente toxico, puede ocasionar graves trastornos a nivel del sistema nervioso
que pueden llevar a la muerte de la victima, el agente causal es una neurotoxina llamada
alfa-latrotoxina (alfa-LTX) que esta presente en el veneno.

El objetivo principal de este trabajo fue obtener un dominio variable (V) de anticuerpos
NAR (nuevo receptor de antigeno) de un tiburon Heterodontus francisci a partir de una
biblioteca no inmune, para presentarlo como una nueva alternativa, mas eficiente, de facil
produccion y a menor costo, en el diagndstico e incluso tratamiento contra el latrodectismo.

Obtuvimos tres VNAR (4-4, 4-12, 4-15), de los cuales, uno (4-4) presento afinidad por el
veneno de Lm, lo que se demostrd por medio de un ELISA (ensayo inmunoenzimatico). El
potencial de neutralizacion de los VNAR se analiz6 mediante bioensayos.

Palabras Clave: Latrodectismo, alfa-LTX, VNAR.



ABSTRACT

Latrodectus mactans is responsible for serious cases of poisoning in humans. There are
reports of tens of thousands of accidents per year in each region. The venom is highly toxic,
and it can cause serious disruption to the nervous system that can lead to death of the
victim; the causal agent is a neurotoxin named alpha-latrotoxin (alpha-LTX) that is present
in the venom.

The main objective of this work was to obtain a single variable domain (V) of NAR (new
antigen receptor) antibody of Heterodonthus francisci shark from a nonimmune library, to
be submitted as a new alternative, more efficient, easily produced at lower cost, in the
diagnosis and even treatment to latrodectism.

We obtained three VNAR (4-4, 4-12, 4-15), from which, VNAR 4-4 showed affinity by the
Lm venom, as demonstrated by ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). The
neutralization potential of VNAR was analyzed by bioassays.

Keywords: Latrodectism, alpha-LTX, VNAR.



INDICE GENERAL

L INTRODUCCION. ..ottt
2. ANTECEDENTES. ...,
2.1, LatrodeCtiSIMO. ... ..uini e
2.2. Sistema inmune de los vertebrados...............cooviiiiiiii
2.3. Inmunoglobulinas de tiburdn................cooii i
2.4. Aplicaciones clinicas de los anticuerpos de dominio sencillo de tiburdn...
B JUSTIFICACION. ...,
B HIPOTESIS ..o,
B OBUIETIVOS . ..o
3.1. Objetivo general. ... .. ..ot
3.2. Objetivos eSPECITICOS. .......ouie i,
6. MATERIAL Y METODO ...ttt
6.1. Rondas de seleccion contra el veneno de Lm con biblioteca no inmune...
6.2. Extraccion del plasmido y secuenciacion.................cc.ccoviiiiiiieienenen,
6.3. Transformacion en células BL21(D3)........cccovvviviniiiiiieieieneeeeeeen,
6.4. Expresion y obtencion de la proteinasoluble...........................
6.5. ENSAY0S ELISA. .cuuiiiiiiien e
6.6 Ensayos de neutralizacion in vivo en ratones...........cccccevevevesesesieeeeeeeenns
7. RESULTADOS Y DISCUSIONES. ......coitiiiiiee e
7.1. Rondas de seleccion contra el veneno de Lm con biblioteca no inmune....
7.2. Busqueda de colonias positivas de lasrondas 3y 4...............coeiinnn
7.3. Extraccion del plasmido y secuenciacion..................oooeiviiiiiiiinennn.
7.4. Transformacion, expresion y extraccion de 1os VNARS.......................
TS5 ENSAY0 ELISA. . uiiiiiiiiiiiiieiiiiiateiatcsnscannnes
7.6 Ensayos de neutralizacion in vivo en ratones..............c.ovveiiiiiinininnnn.
8. CONCLUSIONES. ... ..ot
0. PERSPE CT IV AS . .
10. BIBLIOGRAFIA . ....ooiiiiiee e,



ANEX S . 41

ANEXO 1: Preparacion de células electrocompetentes...............ccccooivviiinn. 41
ANEXO 2: Reamplificacion de biblioteca..................coooiiiiiiii, 43
ANEXO 3: Rondas de DioselecCion............oovviniiii i 44
ANEXO 4: Electroforésisen gel de agarosa............c.cooeviiuiieiiiiiiiiiiiainn.. 46
ANEXO 5: Extraccion de plasmido............cooiiiiiiiii e 47
ANEXO 6: Expresion del fragmento VNAR como proteina soluble y extraccion

periplasmicade la proteina............oooiiiii i, 48
ANEXO 7: ELISA de eXPreSiOn.......c.ouiniiiiie e, 49
ANEXO 8: ELISA de reConoCIMIENTO. ... ..o.iuiitieiiet e 50



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Especie Latrodectus mactans cominmente conocida como arafia viuda negra.....3
Figura 2. Estructuras de la a-LTX como monoémero (a) y dimero (b)...........................4
Figura 3. Mecanismo de accion de la o-LTX....cc..ooviniiiiiiiiiiii e 5
Figura 4. Representacion esquematica de la estructura completa de un anticuerpo comun...6
Figura 5. Esquema de la estructura de IgNAR...... ..o 8
Figura 6. FabOterapiCoS. .. ... v se e se e L2
Figura 7. Rondas de seleccion dirigidas contra el veneno total de Latrodectus mactans.....19

Figura 8. Resultados de los titulos de salida durante las rondas de seleccion dirigidas contra

el veneno de Latrodectus MaCtanS. ..........ouueet i 25
Figura 9. Colonias reamplificadas reveladas en gel de agarosa al 1.5%..............c.ccccvrenene. 26
Figura 10. Secuencia de aminoacidos de los VNARS con sus sitios caracteristicos.......... 28

Figura 11. Resultado del ELISA de reconocimiento empleando el extracto crudo de los tres
fragmentos VNAR recombinantes (4-4, 4-12, 4-15). ..c...ooviriiiieiiii i 30



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Cuadro clinico que presentan los pacientes que sufren envenenamiento por
LatrodeCtUS MACTANS. ...\ttt ettt et et e e 3

Tabla 2. Cuantificacion de la concentracion de los plasmidos extraidos de las colonias
positivas al inserto VINAR ... 26



1. INTRODUCCION

La elevada incidencia de ataques por animales ponzofiosos en humanos, que se refleja a
nivel mundial, genera cuadros de envenenamiento desde leves hasta letales, por lo que se le
ha considerado un serio problema de interés clinico. Las especies involucradas son
principalmente algunos tipos de alacranes, serpientes y arafias.

Dentro del grupo de las arafias se encuentra el género Latrodectus, que incluye 30 especies
conocidas hasta la actualidad, a las cuales se les denomina cominmente arafias viuda negra
(Garb et al., 2004). La especie Latrodectus mactans mantiene una extensa distribucion en el
mundo (Garb et al., 2004), siendo méas recurrente en regiones con clima &rido, templado y
tropical, gracias a su gran capacidad de adaptacion a condiciones cambiantes. La ocurrencia
de latrodectismo (término asignado al cuadro de envenenamiento producido por
Latrodectus) es muy elevada, ascendiendo hasta decenas de miles de accidentes por afio en
cada region (Forrester y Stanley, 2004), y aproximadamente 4 o 5 de cada mil que se
registran resultan mortales (Hickman et al., 2002), por lo que ain cuando esta asociado a
baja mortalidad, su importancia radica en los efectos que produce el cuadro de
envenenamiento (Isbister et al., 2008). En el pasado, los sintomas manifestados por
latrodectismo se trataban con analgésicos debido a que no se contaba con un tratamiento
especifico; pero para el afio 2000 se logré producir un antiveneno obtenido a partir del
suero de animales (equinos) inmunizados; sin embargo, aunque este antiveneno soluciona
rapidamente los sintomas, no todos los pacientes lo toleran, desarrollando reacciones
adversas, siendo las mas comunes las reacciones de hipersensibilidad tipo Il1, que resultan
de la inyeccion de proteinas ajenas al organismo (Bugli et al., 2008).

Por lo tanto, en la busqueda de fuentes alternativas para producir un antiveneno, aparecen
los dominios variables de anticuerpos de tiburdn tipo VNAR (variable domain of the shark
new antigen receptor) o dominio variable de anticuerpos nuevos receptores de antigenos de
tiburon (Wesolowski et al., 2009), con muchas ventajas como poder obtenerlos como
proteinas recombinantes de alta especificidad mediante la tecnologia de despliegue en
fagos, ademas, se evita el sacrificio continuo de organismos, y propiedades como su tamafio
pequefio, que facilita su rapida eliminacion del organismo, evitando efectos secundarios
adversos, convirtiéndolos en una posible herramienta para inmunoterapia (Wesolowski et
al., 2009).



2. ANTECEDENTES

2.1 Latrodectismo

En la especie Latrodectus mactans (Fig. 1) es la hembra el género asociado con el cuadro
de envenenamiento en humanos; esta es facilmente distinguible por presentar un color
negro brillante, con un abdomen globuloso, en cuya parte ventral hay unas manchas color
marron que asemejan la forma de un reloj de arena, su tamafo es de aproximadamente 3
cm, y aunque no es una arafa agresiva, ataca si se siente amenazada (Roques et al., 2007).
La incidencia de ataques por viuda negra es muy elevada. En Argentina (Borda et al., 2005;
Roques et al., 2007), a través de un registro epidemioldgico en el afio 2001 se identificé que
de 2,915 accidentes por mordedura de arafia reportados, 2,500 (85.8%) correspondian al
género Latrodectus (Roques et al.,, 2007). En lugares como Australia y Pera, el
latrodectismo representa el sindrome de envenenamiento mas comun (Parpura et al., 1995;
Woll y Lopez, 2003; Isbister et al., 2008). A partir de los datos de la red de los centros de
intoxicaciones de Texas se identificaron 8,094 casos de mordedura de arafia reportados
durante 1998 a 2002, de los cuales, la arafia viuda negra fue responsable en 775 casos
(Forrester y Stanley, 2004). En México (Borda et al., 2005; Sotelo-Cruz et al., 2006), el
Instituto Mexicano del Seguro Social presentd un informe en 1998 que registrd 4,142
accidentes por mordedura de arafia, y de 1998 a 2001, se reportaron 759 casos en las
localidades de Ledn, Guanajuato y Guadalajara, Jalisco (Sotelo-Cruz et al., 2006).

El veneno de L. mactans es altamente toxico; una pequefia dosis puede ser mortal,
afectando principalmente a infantes, adultos mayores y personas con problemas
cardiovasculares. Cuando ocurre el ataque, ademés del dolor intenso que se produce por
efecto del veneno, otros sintomas a nivel local y sistémico se manifiestan de manera
exponencial conforme transcurre el tiempo (tabla 1), y en algunos casos la victima puede
llegar a morir por edema pulmonar o cerebral progresivo, o trastornos cardiovasculares
(Quintana-Castillo y Otero-Patifio, 2002; Sotelo-Cruz et al., 2006).

El veneno se produce en glandulas secretoras que se encuentran en la region cefalica y
estan conectadas al aparato inoculador (los queliceros). El veneno es una mezcla compleja
que incluye elementos inorganicos, acidos libres, aminas, glucosa, neurotoxinas y otras
proteinas (Escoubas et al., 2000; Ushkaryov et al., 2004; Beleboni et al., 2004; Rohou y

Ushkaryov, 2007). Las neurotoxinas presentes en el veneno, son una familia de latrotoxinas
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selectivas para insectos (latoinsectotoxinas: a, B, v, 9, €), crustaceos (a-latrocrustatoxina) y
vertebrados (o-latrotoxina) (Ushkaryov et al., 2004).

envenenamiento en humanos.

Tabla 1. Cuadro clinico que presentan los pacientes que sufren envenenamiento por

Latrodectus mactans.

Tiempo transcurrido

15 min-2 hrs 2-6 hrs 6-24 hrs 24-72 hrs
Dolor local Lagrimeo Parestesias Taquicardia Rigidez
Eritema Disnea Ansiedad Miosis/Midriasis muscn.JIar
_ - _ generalizada
Prurito Opresion Espasmos Nistagmo Hormigueo
Transpiracion toracica musculares Trismus Nerviosiama
Sintomas | sjalorrea Cefalea abcIiD:rlr?iLal Sensacion de Muerte
. y Priapismo asfixia
Piloereccion P intenso i _
ipertension
Calambres Temblores . P .
., Hiperglucemia
Sudoracién
excesiva

La a-latrotoxina (a-LTX) (Fig. 2) es una proteina de 130 kDa (Kiyatkin et al., 1990), que se
sintetiza en forma de mondmero, cuya estructura se conforma de tres dominios principales
(ala, cuerpo, cabeza) unidos consecutivamente. Aunque tiende a oligomerizarse en forma
de dimero y tetramero, es este ultimo la forma biol6gicamente activa, es decir, la que es
capaz de formar poros en la membrana presinaptica de las células blanco (células
neuronales y endocrinas) (Ushkaryov, 2002; Rohou y Ushkaryov, 2007). El tetramero se

inserta en la membrana de manera que los dominios del cuerpo penetran la bicapa lipidica y
3



las cabezas se mantienen verticalmente alineadas a estos; en tanto que las alas descansan
extendidas sobre la bicapa, ligeramente embebidas en la capa de cabezas lipidicas
(Ushkaryov, 2002; Rohou y Ushkaryov, 2007).

Monoémero Dimero cuerpo

ala

cab
Cabeza cabeza

cuerpo

b

Fig. 2. Estructuras de la a-LTX como mondmero (a) y dimero (b). Ambas estructuras presentan tres dominios principales:

el ala, el cuerpo y la cabeza (Rohou et al., 2007).

La accion de la toxina (Fig. 3) se efectGa por dos mecanismos (uno dependiente y uno
independiente de calcio), uniéndose a dos receptores diferentes presentes en la superficie de
la membrana de las células blanco. El primero se inicia a partir de que la a-LTX se une al
receptor neurexina 1-a abriendo poros en la membrana de las células presinépticas, con lo
que el Ca*? extracelular entra a las terminales presinapticas a través de estos poros y dirige
la liberacion de neurotransmisores (Ushkaryov et al., 2004). A su vez, la interaccion a-LTX
—receptor y la entrada de Ca*? incrementan la actividad catalitica de fosfolipasa C sensible a
Ca*? para generar inositol fosfatos (Kiyatkin et al., 1990; Hlubek et al., 2003) y movilizar
Ca*? de los almacenes intracelulares y, de ese modo, aumentar la respuesta secretoria; en
presencia de Ca', la liberacién de los neurotransmisores causada en la unién
neuromuscular (NMJ) es mucho mas alta que en ausencia de este (Hlubek et al., 2003). El
segundo resulta de la sefializacion mediada por el receptor (latrofilina 1) para que la a-LTX
cause la liberacion masiva de neurotransmisores de las vesiculas presinapticas en neuronas
(Ushkaryov et al., 2004). Lo anterior provoca la despolarizacion de la NMJ y el
agotamiento de la acetilcolina, que resulta en el blogueo de la transmision nerviosa
resultando en una paralisis muscular (Quintana-Castillo y Otero-Patifio, 2002; Sotelo-Cruz
et al., 2006). Recientemente, un tercer receptor denominado proteina tirosina fosfatasa o
(PTPo) se ha encontrado que se une a la a-LTX de manera independiente de Ca*? sin

4



embargo, parece representar un componente receptor menor, y su afinidad por la toxina no
ha sido determinada (Ushkaryov et al., 2004).

|
Terminal nerviosa ® Neurotransmisor
/ @ Latrofilina 1
Vesicula sinaptica @ 4, Neurexina la
QP 4xLTX P= 2xLTX

Célula postsinaptica Receptores neurotransmisores

Fig. 3. Mecanismo de accién de la a-LTX. 1) Entrada de Ca* a través de los poros formados por a-LTX, después de su
union a CIRL o NRX. 2) Salida de neurotransmisores a través de los poros. 3) Sefializacion mediada por el receptor
dependiente de Ca*?, llevando a la liberacion de Ca*? citosélico. 4) Una interaccién hipotéticamente directa de la a-LTX
con la maquinaria exocitética (independiente de Ca*) (modificado de Ushkaryov et al., 2004).

2.2 Sistema inmune de los vertebrados

La respuesta inmune de los vertebrados, clasificada en dos tipos: innata o natural y
adaptativa o especifica, proporciona un mecanismo de proteccion contra agentes nocivos
(toxinas, microbios, etc.) denominados antigenos, que son reconocidos como extrafios o
ajenos al organismo.

Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) forman parte de la respuesta inmune especifica;
estos son moléculas receptoras de los antigenos que tienen la capacidad de neutralizar sus
efectos nocivos; pueden aparecer de dos formas: unidos a la membrana de los linfocitos B
(células secretoras de anticuerpos) o secretados, residiendo en la circulacion, los tejidos y
las localizaciones mucosas (Abbas et al., 2008).

Existen inmunoglobulinas que se les conoce como anticuerpos comunes o convencionales
debido a que cada molécula de anticuerpo tiene la misma estructura basica simétrica, pero

muestran una cierta variabilidad en las regiones que se unen a los antigenos, mismas que les



confieren la caracteristica de especificidad por diversos antigenos; ejemplos de estas son las
denominadas IgA, IgD, IgE, 1gG, IgM (Abbas et al., 2008).

Las inmunoglobulinas, generalmente constan de dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas
ligeras (L), unidas por enlaces disulfuro; presentan forma en “Y” y se dividen en dos
fracciones, una a cargo del reconocimiento y unién al antigeno (Fab) situada en ambos
extremos superiores, y una fraccion cristalizable (Fc) mediadora de las funciones efectoras
del anticuerpo al interactuar con otras moléculas y células del sistema inmune (Fig. 4)
(Holliger y Hudson, 2005; Machado et al., 2006; Abbas et al., 2008).

La fraccién Fab se conforma de una region variable y otra conservada, la regién variable
tiene la capacidad de reconocer a una gran diversidad de antigenos gracias a las tres
regiones determinantes de complementariedad (CDR1, CDR2, CDR3) altamente variables,
mientras que la region conservada ayuda a estabilizar la reaccion entre las CDRs con el
antigeno (Machado et al., 2006; Abbas et al., 2008).

CL‘\\/] _|,\€ Fab

=c
CH3

Figura 4. Representacion esquematica de la estructura completa de un anticuerpo comdn. Anticuerpo compuesto de dos
cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L), que se ensamblan para formar la fraccion cristalizable (Fc) y el fragmento
de uniodn al antigeno (Fab); la cadena H tiene tres dominios constantes (CH1, CH2 y CH3), y un dominio variable (VH); la
cadena L tiene un dominio constante (CL) y un dominio variable (VL); la regién variable se conforma de un dominio
variable ligero y un dominio variable pesado (VL y VH); la region constante se conforma de los tres dominios constantes
pesados y el dominio constante ligero (CH1, CH2, CH3y CL).

2.3. Inmunoglobulinas de tiburon

El origen evolutivo de las inmunoglobulinas es desconocido, pero el primer indicio de su

aparicion filogenética se encuentra en los peces cartilaginosos (Roux et al., 1998; Luer et
6



al., 2004). Estad ampliamente visto que los miembros de la subclase de los elasmobranquios
(tiburones y rayas) representan el grupo filogenético méas antiguo que posee todos los
componentes necesarios para un sistema inmune adaptativo; dentro de estos componentes
estan presentes las Igs. La primer Ig identificada en los elasmobranquios fue IgM, aislada
inicialmente del tiburon cazén (Mustelus canis), y confirmada poco después en los
tiburones limon (Negaprion brevirostris) y enfermera (Ginglymostoma cirratum), su
existencia es en forma de pentamero, similar a la IgM de los mamiferos; también se han
encontrado Igs monomeéricas como la IgX (IgR), y la IgW (Luer et al., 2004); en base a lo
anterior, se ha establecido que este grupo cuenta con un sistema inmune excesivamente
complejo (Bernstein et al., 1996); revalidando este hecho, esta el reciente descubrimiento
de un nuevo tipo de inmunoglobulina denominada NAR (New Antigen Receptor, por sus
siglas en inglés), aislada inicialmente del tiburon enfermera, esta Ig presenta una estructura
bastante diferente respecto a las Igs comunes (Greenberg et al., 1993; Rumfelt et al., 2004;
Rumfelt et al., 2004). Esta Ig que es secretada por los esplenocitos (células del bazo) (Roux
et al., 1998) se encuentra en el suero de los tiburones como un homodimero de cadenas
pesadas (H), donde cada cadena H tiene un dominio variable (V) soportado sobre cinco
dominios constantes (C1, C2, C3, C4 y C5) (Fig. 5) (Bernstein et al., 1996; Roux et al.,
1998; Diaz et al., 2002; Nuttall et al., 2003; Stanfield et al., 2004; Holliger y Hudson, 2005;
Dooley et al., 2006).

Se han encontrado tres tipos de IgNARs, caracterizados por el tiempo de aparicién en el
desarrollo del tiburén, y por el nimero y la posicion de los residuos de cisteinas no
candnicas (no conservadas) presentes en los dominios variables (cisteinas generalmente no
encontradas en las regiones variables de las Igs de los vertebrados), que pueden formar
enlaces disulfuro para estabilizar la Unica unidad de reconocimiento del antigeno. IgNAR
tipo | forma parte del repertorio de un tiburdn adulto, y presenta dos o cuatro cisteinas en la
CDR3, y dos cisteinas mas en las secuencias altamente conservadas (“framework”, FR, por
sus siglas en inglés) 2 y 4 (Roux et al., 1998; Nuttall et al., 2003; Streltsov et al., 2004;
Stanfield et al., 2004; Cui-Ying et al., 2007), las dos cisteinas que codifican a la CDR3
forman enlaces disulfuro intrabucles con las dos cisteinas de las FRs 2 y 4, cuando las
cuatro cisteinas estan presentes en la CDR3 es probable que dos de ellas formen un enlace
disulfuro dentro del bucle CDR3, hasta la fecha, este tipo de IgNAR solo se ha encontrado
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en el tiburon enfermera (Streltsov et al., 2004; Cui-Ying et al., 2007); la IgNAR tipo II,
aungue también se encuentra en los tiburones adultos, presenta una cisteina no canonica en
la CDR3 y una en la CDR1 (Roux et al., 1998; Nuttall et al., 2003; Streltsov et al., 2004;
Stanfield et al., 2004; Cui-Ying et al., 2007), ambas cisteinas forman enlaces disulfuro
interbucles (Cui-Ying et al., 2007); la IgNAR tipo Il se ha encontrado en los tiburones cria,
durante sus primeras etapas de desarrollo, probablemente como la primera linea de defensa,
por lo que es de variabilidad reducida, y esta clase de IgNAR se pierde conforme se va
desarrollando el tiburdn debido a los eventos de reorganizacion que ocurren en la CDR3
(Roux et al., 1998; Nuttall et al., 2003; Streltsov et al., 2004; Stanfield et al., 2004; Cui-
Ying et al., 2007). Los enlaces disulfuro poco comunes presentes en las IgNARs | y I, se
cree que son criticos para la estabilizacion de las proteinas IgNARs y pueden influir en la

estructura de la superficie de union al antigeno (Cui-Ying et al., 2007).
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Figura 5. Esquema de la estructura de IgNAR. IgNAR tiene dos cadenas pesadas, cada una constituida por un dominio
variable (V) y cinco dominios constantes (C); cada dominio V constituye un médulo independiente de union al antigeno.

Los dominios variables (V) de IgNAR (VNAR) no tienden a dimerizarse, por lo que actian
de manera independiente y son mas flexibles (Roux et al., 1998), pudiendo actuar como
fragmentos de anticuerpos capaces de reconocer antigenos con alta afinidad y especificidad
(Cui-Ying et al., 2007). Los VNARs, son conocidos como anticuerpos de dominio sencillo
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(sdAbs, por sus siglas en inglés), se pueden producir facilmente como proteinas
recombinantes mediante la tecnologia de despliegue en fagos (aunque también se han usado
células de levaduras), y expresarse en la superficie de células, asegurando que siempre se
obtenga la misma proteina (por proceder de un mismo clon especifico) (Wesolowski et al.,
2009). Su CDR3 es mas extensa (18 residuos en promedio) que la de los anticuerpos
comunes (7 residuos), y bastante diversa, esto se debe a cuatro eventos de reordenamiento
entre los genes de variabilidad, diversidad y unién de su linea germinal (Diaz et al., 2002);
ademas, su forma convexa permite que tenga mayor capacidad de penetrar cavidades en los
antigenos; esta region es estable gracias a un enlace disulfuro con CDR1 (Wesolowski et
al., 2009). En lugar del CDR2 (presente en los anticuerpos comunes), VNAR posee dos
segmentos mas cortos hipervariables (HRVs), que pueden contribuir para la union al
antigeno, y esta disminucion le confiere a VNAR su tamafio caracteristicamente pequefio
(aproximadamente 12 kDa) (Roux et al., 1998; Stanfield et al., 2004; Cui-Ying et al., 2007;
Wesolowski et al., 2009), siendo las unidades de reconocimiento méas pequefias basadas en
inmunoglobulinas (Liu et al., 2007); debido a su tamafio pequefio, pueden ser capaces de
acceder sitios de antigenos generalmente no reconocidos por anticuerpos recombinantes
convencionales (Liu et al., 2007). Si bien los VNARSs presentan variabilidad en sus CDR 1
y 3, estos concentran su mayor diversidad en su CDR3 gracias a los eventos de
recombinacion de sus genes que incluyen la adicion de nucle6tidos, asi como a la elevada
tasa de hipermutacién dirigida por el antigeno, lo que permite generar suficiente diversidad
estructural en los VNARs para que sean capaces de reconocer una amplia gama de
antigenos (Greenberg et al., 1995; Diaz et al., 1998; Stanfield et al., 2004; Dooley y Flajnik,
2005; Criscitiello et al., 2006). La ausencia de cadenas ligeras en su estructura, le confiere a
los VNARs un caracter hidrofilico (Nuttall et al., 2003), proporcionandole mayor
solubilidad con respecto a los anticuerpos comunes, que presentan una interface hidrofébica
por la asociacion de las cadenas pesadas con las ligeras. También se ha visto que a partir de
una biblioteca del repertorio natural del tiburén se pueden obtener VNARS con alta afinidad
y especificidad por antigenos y que son altamente resistentes a la desnaturalizacién por
calor (Nuttall et al., 2001), reteniendo estabilidad conformacional cuando se calientan
(Nuttall et al., 2001; Liu et al., 2007); otra caracteristica favorable es que este tipo de

anticuerpos de dominio sencillo son facilmente eliminados del organismo gracias a su

9



tamafio pequefio, reduciéndose asi la posibilidad de que se generen reacciones adversas.
Asimismo, se ha logrado su expresion en células bacterianas a niveles mucho mas elevados
que los correspondientes dominios de los anticuerpos comunes (Wesolowski et al., 2009);
todas estas ventajas presentes en los VNARS los sitla como agentes potenciales para
aplicaciones biotecnoldgicas y terapéuticas.

En lo que respecta a la morfologia de estos organismos generadores de las IgNARs, los
tiburones presentan tres partes principales: cabeza (desde el hocico hasta el inicio de la
aleta pectoral), tronco (desde el inicio de la aleta pectoral hasta la cloaca), y cola (desde la
cloaca hasta la punta de la aleta caudal). En las parte inferior de la cabeza estan las narinas,
que son dos orificios pertenecientes a la parte exterior del sentido olfativo; mas abajo esta
la boca, que puede ser mas ancha o mas larga, en algunas especies llegan a haber pliegues
labiales; los ojos pueden ser redondos o alargados, muchos tiburones pueden contar con
membrana nictitante que protege de estimulos mecénicos; en algunas especies mexicanas
puede haber un espirdculo posterior al ojo; méas atras del ojo o el espiraculo (si estd
presente) estan las branquias, que pueden ser cortas o largas (cubriendo todo el flanco del
cuerpo), la mayoria de los tiburones tienen cinco aberturas branquiales, pero algunos llegan
a tener seis o siete; debajo de las branquias estan las aletas pectorales, que les permiten
desplazarse tanto de arriba abajo como verticalmente, en el caso de las especies pelagicas,
las aletas son muy largas, mientras que las especies que andan en el fondo las tienen cortas
y redondeadas; inmediatamente posterior a las aletas pectorales esta el vientre, que termina
en la cloaca, que es el orificio donde desembocan los sistemas excretor, digestivo y
reproductor (saliendo las crias o huevos, y los espermas) (Applegate et al., 1979); a los
lados de la cloaca estan las aletas pélvicas, en los machos se denominan claspers
(conductos por donde pasan los espermatozoides) (Bessonart y Rodriguez, 2007), en las
hembras sexualmente maduras presentan cicatrices de copulacion, mientras que en las
sexualmente inmaduras presentan una membrana llamada himen (Applegate et al., 1979);
un poco mas atras, en direccion de la cloaca, esta la aleta anal (Bessonart y Rodriguez,
2007); en algunos tiburones, posterior a esta, en el pedunculo caudal se encuentra una
muesca, que marca el inicio de la aleta caudal (Applegate et al., 1979; Bessonart y
Rodriguez, 2007); la aleta caudal presenta dos I6bulos (inferior=ventral y superior=dorsal),
el primero corto y ancho, el segundo elongado; la mayorias de las especies presentan dos
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aletas dorsales, la primera generalmente se ubica sobre las aletas pectorales, la segunda por
lo regular se encuentra sobre la anal; algunas aletas dorsales pueden tener una espina
enfrente, como en el caso de Heterodontus, Squalus y Centrophorus (Applegate et al.,
1979). Particularmente, la especie Heterodontus francisci perteneciente a la siguiente
clasificacion filogenética: Filo Chordata; Subfilo Vertebrata; Superclase Gnathostomata;
Clase Elasmobranquiomorfos; Subclase Condrictios; Infraclase Elasmobranquios;
Superorden Euselachii; Orden Heterodontiformes; Familia Heterodontidae; Género
Heterodontus (Applegate et al., 1979), y conocida cominmente como tiburdn cornudo,
tiburon gato, se localiza en la Costa Oeste de toda la Peninsula de Baja California y en el
Golfo de California. En cuanto a su descripcion morfoldgica, esta especie presenta
prominentes espinas enfrente de ambas aletas dorsales; con evidente protuburencia sobre
los ojos; espiraculo pequefio abajo, casi posterior al 0jo; aleta caudal con lobulo inferior
triangular; el I6bulo superior es sesgado; el inicio de la aleta anal se localiza en direccion
vertical hacia debajo de la segunda aleta dorsal; la primera dorsal inicia a un tercio de la
aleta pectoral en direccidn vertical ascendente; con manchas aisladas y de menor tamafio
que el 0jo, que se desvanecen con la edad; su aleta anal es puntiaguda. Comercialmente se
aprovecha su carne y sus espinas. Habitos y habitat: Son tiburones que habitan cuevas y
oquedades que se encuentran en las rocas; se distribuyen desde aguas de muy poca
profundidad hasta 150 m; su dieta se basa en invertebrados como erizos, cangrejos,
moluscos, etc, y en peces es poco frecuente; son oviparos; alcanzan los 90 cm de longitud
(Applegate et al., 1979).

2.4. Aplicaciones clinicas de los anticuerpos de dominio sencillo del tiburon

Como agentes neutralizantes capaces de inactivar o neutralizar los componentes toxicos de
venenos especificos y acelerar su eliminacion del organismo, se han elaborado los
antivenenos basados en preparaciones de anticuerpos (Stock-Silberman, 2007).
Actualmente, se han empleado fragmentos de anticuerpos denominados faboterapicos (Fig.
6) como antidotos (Isbister et al., 2003; Espino-Solis et al., 2009); sin embargo, aunque
estos anticuerpos se han usado con resultados benéficos en humanos, han llegado a producir
efectos inmunologicos no deseables, como fiebre y reacciones adversas cardiopulmonares

(Sobrevilla-Calvo y Rivas-Vera, 2007; Espino-Solis et al., 2009). Ademaés, se han
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presentado problemas de estabilidad en este tipo de moléculas, debido a la interface
hidrofébica entre los dominios variable pesado/variable ligero (VH/VL) (Nuttall et al.,

Y
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Fig. 6. Faboterapicos. Son moléculas que actian como anticuerpos, por ser una parte de ellos; conforman la fraccion de
union al antigeno, pudiendo ser doble (Fab’,), o sencilla (Fab).

""\',' N\
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En la busqueda de conseguir proteinas de unidon mas pequefias, basadas en moléculas de
dominio variable sencillo que conserven especificidad y afinidad por antigenos diana, se
descubren los anticuerpos de tiburon denominados IgNARs, cuyo dominio variable (V)
funciona como un dominio de unién al antigeno con alta especificidad y afinidad (Dooley
et al., 2003). Se ha comprobado que la obtencion de anticuerpos de dominio sencillo, a
partir del repertorio natural del tiburdn, capaces de reconocer antigenos con alta
especificidad y conservando sus propiedades funcionales descritas anteriormente, es posible
a partir de bibliotecas producidas por medio de bacteriéfagos filamentosos (Nutall et al.,
2002). El acoplamiento de las bibliotecas moleculares creadas por asignacion al azar de
péptidos o bucles proteinicos para potentes sistemas de seleccion, tales como el despliegue
en la superficie de bacteri6fagos, ha resultado en el aislamiento de muchos reactivos
proteinicos nuevos (Nuttall et al., 2001). Los bacteriofagos filamentosos (del género
Inovirus) son un grupo de virus que contienen el genoma de DNA circular de cadena
sencilla; dentro de las caracteristicas que presentan estan: su capacidad para sobrevivir al
ser expuestos a condiciones extremas (95°C, pH 2) y que no llegan a matar a la céelula
huésped (Cesareni, 1992). Estas propiedades han favorecido el desarrollo de la tecnologia
basada en el despliegue de bibliotecas de anticuerpos en la superficies de bacteriéfagos
filamentosos. Las bibliotecas permiten la seleccion de anticuerpos con alta especificidad y
afinidad por antigenos (Tan et al., 2007). Incluso, esta tecnologia se ha llegado a emplear
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para aislar anticuerpos de dominio sencillo (sdAbs), como es el caso de los dominios
variables de los anticuerpos de tiburén, conocidos comiunmente como VNARSs.

De manera similar, en el Laboratorio de Inmunologia Molecular y Toxinas del
Departamento de Biotecnologia Marina del CICESE, se han obtenido mediante la técnica
de despliegue en fagos fragmentos VNARs de anticuerpos de tiburén dirigidos contra
diversos antigenos, mismos que se han producido a partir tanto de bibliotecas inmunes
generadas como del repertorio natural (naive) del tiburon. Entre éstos destacan, en el caso
de las bibliotecas inmunes, la obtencién de VNARs dirigidos contra la toxina Cn2 del
alacran Centruroides noxius Hoffman (Garcia Gomez, 2005), y VNARSs contra péptidos de
la telomerasa (Quezada Ifiguez, 2008). Respecto de las bibliotecas naive se pueden
mencionar a los VNARs dirigidos contra el veneno del alacran Androctonus australis
(Montoya Bonillas, 2009), y VNARs con afinidad por la IL-18 humana (Vargas Peralta,
2010). Los VNARs obtenidos en estos trabajos (tanto de bibliotecas inmunes como no
inmunes) muestran afinidad por los antigenos a los que van dirigidos, incluso tienen la
capacidad de neutralizar sus efectos. Por lo que se confirma la extensa utilizacion de este
tipo de anticuerpos como herramientas para maultiples aplicaciones en el campo de la

investigacién, medicina, y biotecnologia.
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3. JUSTIFICACION

El latrodectismo es un problema de salud publica y de elevada incidencia a nivel mundial,
al que se le atribuye un cuadro clinico bastante doloroso y prolongado, con serias
complicaciones que pueden llevar a la muerte del paciente. La falta de optimizacion de las
pocas herramientas existentes para tratarlo hace necesaria la obtencion de anticuerpos
sencillos eficaces y capaces de inactivar o neutralizar los componentes toxicos de venenos
especificos y acelerar su eliminacion del organismo. De esta forma y considerando las
caracteristicas (tamafio pequefio, termoestabilidad, alta especificidad, capacidad de
penetracion, facil eliminacion del organismo, altos niveles de expresién, CDR3 extenso,
facil produccion a menor costo, entre otras) que poseen los fragmentos VNAR de
anticuerpos de tiburon y que los muestran como anticuerpos de dominio sencillo con gran
utilidad en estudios de inmunodiagndstico e inmunoterapia; se plantea el uso de fragmentos

VNARSs como una posible estrategia para combatir los efectos nocivos del latrodectismo.
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4. HIPOTESIS

Los fragmentos de anticuerpos tipo VNAR obtenidos de un tiburén Heterodontus francisci
no inmunizado como proteinas recombinantes empleando la tecnologia de despliegue en
fagos, tienen la capacidad de reconocer con alta especificidad a la a-latrotoxina presente en
el veneno de Latrodectus mactans, por su capacidad de penetracion de cavidades en los
antigenos, extensa y altamente diversa CDR3; asi como de neutralizar rapidamente sus

efectos nocivos en el organismo, evitando efectos adversos, gracias a su tamario pequefio.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Obtener y seleccionar los fragmentos de anticuerpo tipo VNAR de tiburdn que tengan la
capacidad de reconocer y neutralizar la a-LTX presente en el veneno de Latrodectus

mactans.

5.2. Objetivos especificos
— Seleccionar fragmentos VNAR obtenidos de una biblioteca no inmune, proveniente
de un tiburén Heterodontus francisci, que reconozcan el veneno de L. mactans.
— Probar la capacidad que tienen los fragmentos VNAR para reconocer el veneno de
L. mactans.
— Analizar el potencial que tienen los fragmentos VNAR para neutralizar el veneno de

L. mactans mediante bioensayos.
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6. MATERIAL Y METODO

La parte experimental de este trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Inmunologia
Molecular y Toxinas del Departamento de Biotecnologia Marina del CICESE. Con respecto
al espécimen escogido para obtener los anticuerpos, este fue un tiburon Heterodontus
francisci, cuya descripcion sobre sus generalidades se describieron previamente en el
apartado 2.3, la decision de trabajar con este tiburdn es debido a que es una especie
endémica del lugar, lo que facilita su obtencion; y el antigeno empleado fue veneno total de
la especie Latrodectus mactans (Lm), proporcionado por la empresa SILANES. Las lineas
celulares usadas para la propagacion y seleccion y expresion de las proteinas VNARS
pertenecian a Escherichia coli (E. coli), estas bacterias estan modificadas genéticamente de
manera que sea posible inducir en el laboratorio la competencia de las células asi como
mantener el plasmido de forma estable en su interior.

De manera general, el protocolo que se llevé a cabo para obtener y seleccionar los
fragmentos de anticuerpos tipo VNAR con capacidad de reconocer y neutralizar el veneno
de la arafia Lm parti6 del empleo de una biblioteca ya existente, procedente de un tiburdn
Heterodontus francisci sin inmunizar; con esta biblioteca se realizaron las rondas de
seleccion contra el veneno total de Lm. Posteriormente, entre las colonias procedentes de
las dos ultimas rondas se buscaron aquellas que contenian el inserto (VNAR), y de las que
presuntivamente lo tenian, se realizd la extraccion del plasmido para determinar su
secuencia. A partir de las colonias que se confirmd presentaban el VNAR, se procedi6 con
la expresion de la proteina soluble. Con los extractos crudos obtenidos se realizé un ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay, por sus siglas en inglés) para probar la capacidad de
los VNARs para reconocer el veneno de Lm. Los VNARSs se purificaron y cuantificaron.
Por dltimo, se analizo el potencial de neutralizacion de los VNARs sobre la actividad
biologica de la a-LTX presente en el veneno de Lm, para lo cual se realizaron ensayos con

ratones correspondientes a la cepa CD1.

6.1 Rondas de seleccion contra el veneno de Lm con biblioteca no inmune

Debido a que hay evidencia sustancial sobre el uso de bibliotecas no inmunes para obtener
fragmentos de anticuerpos tipo VNAR usando la tecnologia de despliegue en fagos (Nuttall
et al., 2002), se partio de una biblioteca no inmune obtenida por esta misma técnica. Esta

17



biblioteca se habia producido en el Laboratorio de Inmunologia Molecular y Toxinas del
Departamento de Biotecnologia Marina del CICESE; el tiburon Heterodontus francisci que
se sacrifico se mantuvo con vida en cautiverio dentro de un estanque con agua de mar a una
temperatura aproximada de 22°C, con oxigenacion constante; este era un macho de un peso
aproximado de 1 kg y de una talla de 30 cm; el espécimen se sacrifico para obtener el bazo,
del cual se extrajo el ARN total, a partir de este se hizo la sintesis de la primera cadena de
ADN por la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR, del
inglés reverse transcription polymerase chain reaction) usando oligonucleo6tidos
especificos; posteriormente, a partir del ADN se hizo la amplificacion de los fragmentos
VNARs mediante PCR con oligonucledtidos especificos, los productos de PCR se
purificaron; después, se digirieron con enzimas de restriccion especificas, a la vez, el vector
(pComb3X) de clonacion también fue digerido con endonucleasas, este vector contenia las
caracteristicas necesarias (el promotor del operdn Lac, el gen de resistencia a la ampicilina,
sitios de restriccion, una combinacion de las secuencias lider ompA y pelB para la
expresion directa de anticuerpos, entre otras) para producir los VNARS; consecuentemente,
se hizo la ligacion del vector con el producto de PCR; se prosiguié después con la
transformacion por electroporacién del material ligado y purificado en células E. coli
electrocompetentes; las células transformadas se cultivaron y se pusieron a crecer, de estas,
se hicieron alicuotas y se almacenaron a -80°C; estas alicuotas se emplearon para
cultivarlas, hacerlas crecer e infectarlas con fago ayudador; los fagos se precipitaron y
usaron para el proceso de seleccion. Teniendo ya la biblioteca, en este trabajo, se inicié con
la reamplificacion de la misma (Anexo 2), para lo cual se emplearon células
electrocompetentes Escherichia coli ER2738 preparadas previamente conforme al
protocolo de Barbas Il et al., 2001 (Anexo 1). Las rondas de seleccion (Fig. 7) posteriores
se hicieron basandose en el protocolo de Barbas 11 et al., 2001 (Anexo 3) y como antigeno
se utilizo el veneno total de Lm. El proceso de bioseleccion consistio en realizar cuatro
rondas de seleccion donde se pone en contacto el antigeno (veneno de Latrodectus
mactans) con el conjunto fago-VNAR, dando como resultado la seleccion de colonias con
fago-VNAR con alta afinidad por el antigeno diana (veneno de Lm); los fago-VNAR
unidos al antigeno inmovilizado en una placa de ELISA, se someten a una serie de lavados

que se van incrementando en cada ciclo y se hacen eluciones de los mismos, luego se hace
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la infeccién de células E. coli con los fagos recuperados haciéndolas resistentes a
antibioticos (carbencilina, en este caso), y se siembran; las colonias crecidas se analizan por
PCR y evaltan en gel de agarosa para saber cuales son positivas; estas se inducen para
posteriormente realizar la extraccion periplasmica, estos y los siguientes pasos son descritos
mas adelante.

Se tomd una muestra aleatoria representativa de las dos Ultimas rondas para evaluarlas por
PCR con la finalidad de verificar si poseian el inserto fago-VNAR, siguiendo el
procedimiento con las enzimas de restriccion especificas, asi como el de clonacion y de
enriquecimiento del cultivo. De las colonias que revelaban un tamafio de la banda definido

para el inserto (~600 pb) se realizé la extraccion del plasmido.
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Fig. 7. Rondas de seleccidn dirigidas contra el veneno total de Latrodectus mactans. De la biblioteca de fagos empleada
solo algunos de ellos se unen al antigeno (1); se realizan lavados para que se eliminen los fagos con menor o nula afinidad
por el antigeno (2); se recuperan los fagos més afines al veneno y se infecta un cultivo de Escherichia coli con los fagos
que se recuperaron (3); se amplifican los fragmentos codificantes (4) para emplearlos en la siguiente ronda.

La reaccion de PCR fue de 25 pl para cada colonia y se prepard de la siguiente manera:

Reactivo Cantidad
Buffer Green 5X 5ul
MgCl; [25 mM] 3ul
dNTP's [2.5 mM] 2 pl
Primer F OmpSeq [10 puM] 1pl
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Primer R Gback [10 pM] 1l

Go Taq Polimerasa [5 U/ul] 0.12 ul

Plantilla 5 ul

Agua 7.88 ul
Total 25 pl

Las secuencias de los cebadores sentido (F) y antisentido (R) que se utilizaron fueron:

OmpSeq (F): 5 AAG ACA GCT ATC GCG ATT GCA G 3’
Gback (R): 5' GCC CCC TTA TTA GCG TTT GCC ATC 3'

Las condiciones para el termociclador fueron las siguientes:

Fase Ciclo Paso Temperatura Tiempo (min)

1 1 1 95°C 2:00
2 30 1 95°C 0:30
2 57°C 0:30
3 72°C 0: 45
3 1 1 72°C 5:00
2 4°C Hold

Posteriormente, los productos de PCR se evaluaron en un gel de agarosa al 1.5% disuelta en
solucién TBE1X (Anexo 4), que fue teflido con bromuro de etidio. Se cargaron 3.5 pl de
muestra en cada pozo, que se dejaron correr en la cAmara electroforética por 45 minutos a

80 V. Despues se usé un transiluminador de luz ultravioleta para ver las bandas en el gel.

6.2 Extraccion del plasmido y secuenciacion

La extraccion del plasmido de las colonias que reamplificaron el fragmento se realiz6 por
lisis alcalina precipitando con etanol al 100%. El protocolo (Anexo 5) que se siguid fue
modificado y establecido por el Laboratorio de Inmunologia Molecular y Toxinas del
CICESE.

Después de obtener los plasmidos, estos se evaluaron en gel de agarosa al 1% disuelta en
solucion TBE1X (Anexo 4). Para cargar se emplearon 10 pl de mezcla (5 pl de agua + 2 pl
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de solucidn de carga 6X + 3 ul de muestra). Se dejo correr bajo las mismas condiciones que
el gel anterior, y se utilizé el mismo transiluminador para ver las bandas.

Los plasmidos se mandaron a secuenciar a la empresa Segxcel, San Diego, California. Las
reacciones que se prepararon fueron de 12 pl (1 pg de pldsmido y 1 ul de cebador

antisentido (R) + agua).

6.3 Transformacion de células BL21(D3)

Con las secuencias gque se confirmaron como VNAR se realizo la transformacion de células
electrocompetentes BL21(D3) preparadas de acuerdo con el protocolo de Barbas Il et al.,
2001 (Anexo 1), para obtener el anticuerpo como proteina soluble.

6.4 Expresion y obtencion de la proteina soluble

Se realizd la induccion del VNAR como proteina soluble empleando el isopropil B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG), para posteriormente realizar la extraccion de la proteina
periplasmica. Se manej6 un protocolo modificado de Barbas Il et al., 2001 tanto para la

induccion como para la expresion periplasmica con MgSO, (Anexo 6).

6.5 Ensayos ELISA

Se realizd un ELISA de expresion con el extracto proteinico crudo (Anexo 7), para
confirmar que realmente se expresaron los fragmentos VNARS.

Posteriormente, se realiz6 un ELISA de reconocimiento (Anexo 8) para probar si los
fragmentos VNAR extraidos eran capaces de reconocer el veneno de Latrodectus mactans.

Los ELISA se realizaron basandose en un protocolo modificado de Barbas Il et al., 2001.

6.6 Ensayos de neutralizacién in vivo en ratones

Se realiz6 un bioensayo en ratones (CD-1) con la finalidad de probar la capacidad de
neutralizacion de tres fragmentos de anticuerpos tipo VNAR de tiburon (4-4, 4-12, 4-15).
El peso de los ratones estaba entre los 18-20g.

Se hicieron 6 grupos de 3 ratones cada uno, siendo dos grupos de ratones por cada

preparacion de anticuerpo, debido a que habia 2 soluciones stock de cada anticuerpo.
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Primeramente se prepararon las soluciones a inocular, que consistian en una mezcla de
veneno con anticuerpo. Cada mezcla (diluida en PBS1X) contenia 200ul de anticuerpo
procedente de una solucidn stock a una concentracion alrededor de los 20ug/mL + lo
equivalente a 2DLs (16pg de veneno), dando un total de 500ul; esto multiplicado cuatro
veces (por la cantidad de ratones por grupo mas uno). Se empled veneno total
proporcionado por Octolab.

Se inyectaron via intravenosa los 500ul de la mezcla preparada a cada raton. El tiempo de

observacion fue de 48 h post-inoculacion.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Debido a la importancia clinica del cuadro sintomatoldgico por latrodectismo con
conclusiones fatales, y sus elevada incidencia a nivel mundial, sumado a la busqueda de
alternativas oOptimas para combatirlo; el objetivo principal de este estudio fue aislar
dominios variables de anticuerpos NAR de un tiburon Heterodontus francisci sin
inmunizar, mediante la tecnologia de despliegue en fagos, que funcionaran como unidades
de alta afinidad y especificidad por el veneno de la arafia Latrodectus mactans para
emplearlos en el diagnostico del latrodectismo; ya que a diferencia del método de
inmunizacion, el despliegue in vitro permite el uso de condiciones de seleccion definida y
proporciona una disponibilidad inmediata de las secuencias codificantes de los anticuerpos,
mismos que muestran propiedades que podrian ser muy dificiles, si es que no imposibles,
de obtener por inmunizacion de animales (Bradbury et al., 2011). Dada la evidencia
existente sobre la actuacion que exhiben los fragmentos VNAR de anticuerpos de tiburén
respecto a su alta afinidad y su capacidad de neutralizacion por diversos antigenos, como
previos trabajos realizados en CICESE lo confirman (Montoya Bonillas, 2009; Vargas
Peralta, 2010), y gracias a las bondades y ventajas que ofrecen respecto a los anticuerpos
comunes, como su tamafio pequefio, alta estabilidad térmica, y gran afinidad por diversos
antigenos, presente incluso en los anticuerpos obtenidos del repertorio natural del tiburén
(Nutall et al., 2002), se ha decidido elaborar el presente trabajo empleando una biblioteca
virgen (“naive”) generada por la tecnologia de despliegue en fagos para la obtencion de un
VNAR con afinidad por la a-latrotoxina del veneno de la arafia Latrodectus mactans (Lm);
esto, debido también a que se ha comprobado que usando la tecnologia de despliegue en
fagos y la amplificacion por PCR, el repertorio natural de VNARs de animales tanto
inmunizados como sin inmunizar puede usarse para seleccion contra antigenos diana
diferentes (Nuttall, et al., 2001, 2002, 2003; Dooley et al., 2003; Liu et al., 2007), lo que
confirma a las inmunoglobulinas IgNAR de tiburon como moléculas de anticuerpos

funcionales.

7.1 Rondas de seleccion contra el veneno de Lm con biblioteca no inmune
La eficiencia de los fagos en un cribado (“panning”) se analiza realizando titulaciones de

entrada y salida después de cada ronda de seleccion contra el antigeno que se esta
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empleando. Estas titulaciones nos permiten estimar la cantidad de fagos con la que se esta
iniciando cada ronda (titulos de entrada), y la cantidad de fagos reamplificados después de
los lavados de cada ronda (titulos de salida).

Partiendo de un tamafio de biblioteca de 1.19x10° UFC, considerando el trabajo de Nuttall
y colaboradores (2002) que emplearon una biblioteca menor, se realizaron 4 rondas de
seleccion, esperando que hubiese un aumento de las unidades formadoras de colonia en las
ultimas rondas de seleccion, producto de la amplificacion de los fagos con mayor afinidad
por el antigeno de acuerdo con Barbas Il et al., 2001. Los fagos producidos en cada ronda
se titularon para averiguar si reaccionaban especificamente con el veneno de Lm, y al
parecer asi fue, ya que un clasico comportamiento de enriquecimiento de fagos con unién
especifica se observo, segun lo descrito a continuacion.

El titulo es elevado al principio del procedimiento del cribado, lo cual es representativo de
la existencia de la poblacion de fagos completa procedente de la biblioteca inicial. Después
de cada ronda, se observa una diferencia significativa con respecto al inicial, incrementando
a su vez la cantidad de fagos afines al antigeno.

De la ronda 1 (R1) a la ronda 2 (R2) hubo una disminucion significativa, lo cual era de
esperarse debido a que por medio de los lavados se eliminaron aquellos fagos con menor o
nula afinidad por el antigeno, lo que refleja también la falta de selectividad por la biblioteca
inicial; sin embargo, entre las rondas 2 (R2) y 3 (R3) se observa un incremento, lo que
parece indicar que hubo un aumento de los fagos con mas afinidad, debido a la replicacion
de fagos especificos, de acuerdo con Nuttall y colaboradores (2001), este comportamiento
es comun para la seleccion positiva de los miembros de las bibliotecas de bacteriéfagos
especificos al antigeno; no obstante, el descenso que se observa en la Gltima ronda (R4) con
respecto a la R3, podria ser indicativo de que los fagos con mayor afinidad se hayan
concentrado y mantenido, manifestandose una disminucién debida a la seleccion especifica
de los fagos con capacidad de union al antigeno diana, descartdndose aquellos menos
afines, aunque también, pudo ocurrir que no haya habido una adecuada union fago-antigeno
por cuestiones de error en el procedimiento, y que por medio de los lavados estos se
eliminaran (Fig. 8), o bien, pudo pasar que con el incremento de los lavados se haya
perdido la afinidad de los fagos. Al observar estos resultados, se decidio proceder con la

siguiente parte que fue la busqueda de colonias positivas, es decir, aquellas colonias que
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tuvieran insertado el VNAR, presentando un tamafio de 600 pb (Fig. 9), tomando al azar
colonias de las rondas 3 y 4.

2,74

! 2
[ee]
|

[
[¥5]

1.8

Titulos de salida (x10%) en UFC

0.8

=
[¥5]

Rondas

Figura 8. Resultados de los titulos de salida durante las rondas de seleccion dirigidas contra el veneno de Latrodectus
mactans.

7.2 Busqueda de colonias positivas de las rondas 3 y 4

Del total de colonias obtenidas durante las rondas 3 y 4, se tomaron al azar una cantidad
representativa del total de ambas rondas, siendo 18 colonias de la ronda 3 y 15 de la ronda
4 las que se seleccionaron para evaluar por PCR cuales eran positivas al inserto, es decir,
cudles presentaban el fragmento VNAR, lo que se corrobor6 evaluandolas posteriormente
en gel de agarosa al 1.5%. De todas las colonias analizadas, el 22 % correspondiente a 4
colonias de la ronda 3, y el 40% correspondiente a 6 colonias de la ronda 4 fueron positivas
al inserto, lo que se determiné en base al tamafio de la banda (600 pb) (Fig. 9). Aun cuando
se observaron variaciones en el tamafio de las bandas, estas se consideraron poco
significativas. El resto, es decir, aquellas que presentaban un tamafio diferente,
significativamente visible (~200 pb), se descartaron, porque no incluian el fragmento
VNAR. Aln cuando las bandas mostraban el tamafio esperado, se debe realizar un analisis
de la secuencia como confirmativo de que correspondan a un VNAR 0 no.Despues de
obtener las colonias positivas se procedio a realizar la extraccion del plasmido de cada una
de ellas, para posteriormente determinar su secuencia y de este modo confirmar si

realmente cada secuencia correspondia a un VNAR.
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Figura 9. Colonias reamplificadas reveladas en gel de agarosa al 1.5%. Las filas de arriba en ambos geles corresponden a
colonias de la ronda 3, las dos segundas filas corresponden a colonias de la ronda 4. Las colonias positivas que
reamplificaron el fragmento de un tamafio caracteristico de un VNAR estdn marcadas con rojo, se obtuvieron cuatro
colonias positivas de la ronda 3 y seis de la ronda 4.

7.3 Extraccion del plasmido y secuenciacion

Después del anélisis de colonias por PCR, se tomaron las diez colonias que fueron positivas
al inserto para proceder con la extracciéon del plasmido. Se extrajeron 10 plasmidos por el
método de extraccion por lisis alcalina y se precipitaron con etanol al 100%. EI plasmido
extraido se cuantifico (Tabla 2) y posteriormente se prepararon las reacciones para
enviarlas a secuenciar utilizando 1 pg de plasmido, esto son la finalidad de definir si el

inserto clonado correspondia a un fragmento VNAR.

Tabla 2. Cuantificacion de la concentracion de los plasmidos extraidos de las colonias

positivas al inserto VNAR.

Colonia [1g/ul]

3-12 5.27
3-14 3.78
3-15 5.38
3-16 0.54
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4-1 0.15

4-4 4.39
4-5 4.52
4-12 2.15
4-14 0.4
4-15 0.6

De las diez colonias que fueron analizadas, para determinar su secuencia, el 30% fueron
identificadas como VNARs (4-4, 4-12, 4-15); todas pertenecientes a los plasmidos de la
ronda 4. El resto de las secuencias se descartaron porque presentaban codones de paro y
sitios de cambio que afectaron el marco de lectura. Sin embargo, el hecho de que dentro de
todas las secuencias se observo variabilidad, y el resultado de que del total de secuencias, el
30% hayan sido VNARs, son indicativos de que es necesario continuar analizando las
colonias en busqueda de mas secuencias positivas.

Ademas, la variabilidad entre las tres proteinas VNARs identificadas, también confirma
que estos tipos de anticuerpos incluyen una alta diversidad dentro de sus regiones de
complementariedad. Se hizo la traduccion de las tres secuencias VNAR a aminoacidos y se
alinearon (Fig. 5), el andlisis de las secuencias no revel6 secuencias repetidas, indicando
que la biblioteca estuvo libre de colonias contaminantes. Se identifico cada region
caracteristica de un VNAR, las dos regiones de determinacion de la complementariedad 1y
3 (CDR 1y CDRY), las cisteinas no conservadas, las regiones altamente conservadas 1, 3 'y
4 (“Frameworks”: FR1, FR3, FR4) con sus cisteinas canonicas, las regiones hipervariables
2 y 4 (HRV2, HRV4) (Nuttall et al., 2001), asi como las etiquetas necesarias para la
purificacion (cola de 6 histidinas: 6xHis), y la inmunodeteccion (HA), y el sitio de
reconocimiento por la enzima (Sfil) (Fig. 10). De acuerdo con Nuttall y colaboradores
(2001), las regiones conservadas se identificaron en las FRs, en las que los aminoacidos
presentes, fueron ligeramente diferentes entre si, también se confirma la presencia de las
cisteinas canonicas pertenecientes a las FR1 y FR3. Otra observacion es que los tres
VNARs presentan variabilidad menor en su CDR1, mientras que la mayor variabilidad se
observa en su CDR3, esto debido a los procesos de recombinacion, asi como las mutaciones
dirigidas por el antigeno (Greenberg et al., 1995; Diaz et al., 1998; Stanfield et al., 2004;
Dooley y Flajnik, 2005; Criscitiello et al., 2006). Con respecto al VNAR 4-4, este presenta

una cisteina no canonica en sus CDR 1y 3 (Roux et al., 1998; Nuttall et al., 2003; Streltsov
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et al., 2004; Stanfield et al., 2004; Cui-Ying et al., 2007), por lo que ambos residuos
participan en el enlace disulfuro interbucle de acuerdo con lo descrito por Cui-Ying y
colaboradores (2007), lo que confirma que se trata de una IgNAR tipo Il (Roux et al.,
1998).

En lo que respecta a los otros dos clones (4-12 y 4-15), no presentaron ninguna de las dos
cisteinas no canonica en la posicion central de los CDRs 1y 3, pudiendo tratarse de una
supresion por seleccion positiva 0 negativa al antigeno, siendo significativo en la union al
antigeno diana (veneno de Latrodectus mactans), (Nuttall et al., 2001); incluso, se observa
una similitud en la secuencia de su CDR3, desde la posicion 3 a la 11, esta similitud la

comparten las tres protel'nas.

FR1 ) HRV2 HRV4

FR3

44 [VAQAAMAASLDQTPRMATRETGE SLT INCJLVDRS C G LSGIr SWFRNN PGFTDW ER ITIGJiRY VEJVNKGTH
412V AQAAMAASLDQTPR TATRETGE S LS INUYLT DI $H ILF GTKWFWNN PDETDW ES ITIGRY VEJVNNQAF
4-15[VAQAAMAASLDQTP G TATRETGDSLT IDPFLVDYKWGLYS[TAWYR SN PGSTD R EH ITIG[FRYLESVNKGAT

SESLQIKDL
SFSLQIKDL
SESLQIKDM

FR3 CDR3 ~ TR4 SAl__ His HA
44 TVEDSV TYYCKSBV =« == = == « RNCD SYGNY Y GGAGTVLTVN[FQAGQHHHHHH[FAYPYDVPDYAS
4-12[TVEDS G TYY|CKAIQT I GRRKGYFKAD PTAV I SDIYDGAGTVLTVNGQAGUHHHHHHGAYPYDVPDYAS
4-1SIVEDSARYFENARA -- -- -- --- EITP GHTR P[YDGAGTVLTVNGOAGQUHHHHHHGAYPYDVPDYAS
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Figura 10. Secuencia de aminoacidos de los VNARs con sus sitios caracteristicos. Regiones “framework” (FR); regiones
de determinacion de la complementariedad (CDR); regiones hipervariables (HRV); cisteinas conservadas (C); cisteinas no
candnicas (C); etiquetas (Sfil, His, HA).
También se establecié el tamafio de cada VNAR en base al niUmero de aminoacidos y pares
de bases (pb); dos de ellos (4-4 y 4-15) tuvieron un tamafio de 137 aminoacidos y 411 pb,
mientras que el clon 4-12 fue de 146 aminoacidos y 438 pb.
En cuanto a la longitud de la CDR3 de cada fragmento VNAR, las caracteristicas tanto de
longitud como de composicién de aminoacidos de estas CDRs son propias de las IgNARs
presentes de manera natural en el repertorio del tiburon, acorde con el trabajo de Cui-Ying
y colaboradores (2007).
Se emple6 un programa especializado en analisis de secuencias de proteinas denominado
Basic BLAST para analizar las secuencias de los tres VNARSs obtenidos; este programa
contiene una base de datos de secuencias de VNAR y permite estimar el valor del
porcentaje de identidad de los VNARSs obtenidos en este trabajo con los de la base. Los
valores obtenidos fueron del 80% para el VNAR 4-4, 82% para el VNAR 4-12, y 70% para
28
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el VNAR 4-15. En base a la variabilidad presente en cada secuencia, tanto de talla como de
composicion, se confirma la diversidad existente en este tipo de Igs. El siguiente paso fue la
transformacion de los tres fragmentos VNARSs en células electrocompetentes BL21(D3)

para realizar después la induccion a proteina soluble y por Gltimo hacer su extraccion.

7.4 Transformacion, expresion, y extraccion de los VNARs

Después de analizar las secuencias y determinar cuales eran VNARS, los tres plasmidos (4-
4, 4-12 y 4-15) se transformaron en células E. coli BL21 (D3) para expresar las proteinas
recombinantes. De las colonias transformadas que crecieron, se selecciond una de cada
plasmido y se procedié a realizar la induccion de la proteina soluble con IPTG y
consecuentemente su extraccion por lisis alcalina.

AUln con la dificultad que existe en la expresion de genes VNAR, se logré la expresion de
las tres proteinas VNAR solubles, rindiendo un total de 40 ml de extracto crudo por
proteina soluble.

El concentrado crudo extraido se empled después para realizar los ELISAs de expresion y

de reconocimiento por el veneno de Latrodectus mactans (Lm).

7.5 Ensayo ELISA

Para confirmar que si se haya obtenido la proteina, se realizdé un ELISA de expresion con
los extractos crudos, el cual fue positivo, lo que nos indicé que los VNARS se expresaron
correctamente.

Después, se hizo una prueba de reconocimiento del veneno de Latrodectus mactans (Lm)
por los VNARs recombinantes mediante un ensayo ELISA (Fig. 11), para confirmar si en
efecto, al menos uno de los VNARSs presentaba afinidad por el veneno de Lm. Para realizar
los ELISAs se emplearon un control negativo (BSA) y un blanco (PBS). De los tres clones
que se probaron en el ELISA de reconocimiento, se obtuvo que el clon 4-4 presento la
mayor afinidad por el veneno de Lm, lo que nos permite corroborar que en efecto, los
fragmentos VNAR de anticuerpos de tiburén, obtenidos a partir de bibliotecas no inmunes,
son capaces de reconocer antigenos especificos, como lo fue el caso del reporte de Nuttall y
colaboradores en el 2002, que a partir de una biblioteca no inmune de tiburon, se lograron
aislar dos fragmentos VNAR con capacidad de reconocimiento por la proteasa Kgp de la
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bacteria Porphyromonas gingivalis, asi como también se han logrado trabajos exitosos,
anteriormente citados, en el Laboratorio de Inmunologia Molecular y Toxinas del
Departamento de Biotecnologia Marina del CICESE con VNARs obtenidos a partir de
bibliotecas “naive”.

Sin embargo, los resultados en el reconocimiento del veneno de Lm por los tres fragmentos
VNAR no fueron altamente significativos, esto pudo deberse a bajos niveles de expresion,
algo que es comun en este tipo de anticuerpos de tiburén. En base al resultado del ELISA
de expresion, podriamos pensar que aun cuando se expresaron correctamente las proteinas,
estas no presentaron alta especificidad por el veneno de Lm; la seleccion de estas proteinas
con mas expresion sin afinidad de unidén, es comun en los experimentos de despliegue en
fagos (Nuttall et al., 2001).

La capacidad de reconocimiento del clon 4-4 estuvo por debajo de 1. Sin embargo, en base
a la baja respuesta del fragmento VNAR4-4 de reconocer el veneno de Lm, podemos inferir
que dentro de las colonias faltantes por analizar se pueden encontrar méas fragmentos
VNAR que reconozcan el veneno, incluso con mayor potencial.

Aunque en otros trabajos, como los de Nuttall y colaboradores (2001,2002), y los de
estudiantes de CICESE, por mencionar algunos, los valores de afinidad se han dado por
arriba de 0.1 (siendo muy cercanos o sobrepasando a 1), se consider6 como positivo este
resultado, por el simple hecho de no haber sido un valor nulo (de cero).

En base a lo mencionado anteriormente, existe la posibilidad de que estos resultados tan
bajos en cuanto a la respuesta de reconocimiento por parte de los VNARS, se deba a que no
se ha logrado obtener el suficiente rendimiento en la expresion y produccion de dichas
proteinas.

No obstante, otra situacion que pudo ocurrir, es que las proteinas recombinantes, no hayan
reconocido significativamente al veneno de Lm, lo que sugeriria que reconocen sitios con

diferente conformacion estructural, segun lo sefialado por Nuttall y colaboradores (2001).
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Figura 11. Resultado del ELISA de reconocimiento empleando el extracto crudo de los tres fragmentos VNAR
recombinantes (4-4, 4-12, 4-15). También se us6 un blanco (PBS1x) y un control negativo (BSA). El clon 4-4 es el que
presenta afinidad por el veneno de Latrodectus mactans.

7.6 Ensayos de neutralizacién in vivo en ratones
Para la elaboracion de los bioensayos, se requirié producir mayor cantidad de proteina
recombinante, asi como purificarla. Previo al bioensayo, se realiz6 la cuantificacion de los
VNARs solubles, asi como su evaluacién en gel de poliacrilamida al 12.5% tefiido con
plata, el rendimiento de la produccidn de los tres VNARSs estuvo alrededor de los 20 pg/ml,
por lo que fue muy bajo, y las bandas en el gel no fueron visibles. Es posible que este bajo
rendimiento de produccion de los VNARs se deba a reacciones negativas entre la secuencia
VNAR vy la cadena bacteriana durante la expresion de la proteina soluble en las células
electrocompetentes E. coli; ya que segin lo mencionado en el reciente trabajo de Karla
Juérez (2011), hay dos posibles explicaciones del porque hay tan bajo rendimiento en
cuanto a la expresion de los VNARSs en E. coli, una es debido a las diferencias en el uso de
codones preferenciales entre las bacterias y los tiburones, es posible que las diferencias en
el uso de los tRNAs influya en las expresion de los VNARS; la otra posibilidad podria ser la
inestabilidad de los VNARs como transcriptos, o la toxicidad que estas seucencias podrian
tener para las cadenas bacterianas. No obstante, se ha visto que la expresion de los VNARS
en células bacterianas refleja cierto grado de dificultad (Dr. Licea, comunicacion personal),
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lo que muestra que en efecto, este tipo de anticuerpos de dominio sencillo son dificiles de
expresar. Aun asi se decidio realizar el bioensayo, cuyos resultados fueron inconclusos,

debido precisamente a la falta de proteina para el analisis.
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8. CONCLUSIONES
Se obtuvieron tres fragmentos de anticuerpos tipo VNAR (4-4, 4-12, 4-15) a partir de una

biblioteca no inmune procedente del tiburén Heterodontus francisci.

Se logro la expresion de tres proteinas VNAR recombinantes en E. coli, esto se confirmo
mediante el anlisis de las secuencias, que permitié identificar tres de ellas como VNARS.
Aln cuando generalmente los anticuerpos de tiburon no se expresan adecuadamente en E.

coli.

A partir del ELISA de reconocimiento, se consiguid una proteina recombinante (4-4) que

presenta reconocimiento por el veneno de la arafia Latrodectus mactans.
El resultado del bioensayo para analizar el potencial de neutralizacion de los VNARs
obtenidos en este trabajo fue inconcluso, debido a que la cantidad de anticuerpo

recombinante era insuficiente.

El presente estudio confirma que el aislamiento de ligandos con afinidad a antigenos de
bibliotecas de dominios sencillos tipo VNAR de tiburén es posible.
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9. PERSPECTIVAS

Auln cuando los resultados en este trabajo no hayan sido los esperados, se manifestaron
opciones prometedoras, que dan pie a que a partir de lo que se ha hecho se continte con la
busqueda de mas colonias, ya que existe la posibilidad de encontrar otras que tengan la

capacidad de reconocer el veneno de Latrodectus mactans, incluso con mayor potencial.

De igual forma, se sugiere que se produzca la suficiente cantidad de anticuerpo para probar

la farmacocinética de los VNARs aqui obtenidos mediante bioensayos.
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ANEXOS

Anexo 1: Preparacion de células electrocompetentes

1) Inocular una colonia aislada de la cepa de E. coli (ER2738/BL21 (D3)) en 3 ml de medio
SB, y dejar incubar toda la noche a 37°C con agitacion constante a 250 rpm.

2) Al otro dia se inoculan 500 ml de medio SB (con 10 ml de glucosa al 20% "/, + 5 ml de
MgCl, 1M) con 2.5 ml del cultivo que se prepard el dia anterior.

3) Poner a incubar con agitacion (37°C a 250 rpm) hasta que alcance una densidad Optica
de ~1.0 en el espectrofotometro (600 nm) (tiempo estimado de 2-2.5 h).

4) Distribuir el cultivo en 5 tubos para centrifuga estériles (de 50 ml), y mantener en hielo
por 15 minutos.

5) Centrifugar a 3,0009/4°C/20 min. Descartar el sobrenadante y vaciar el cultivo restante a
los tubos. Centrifugar bajos las mismas condiciones y descartar sobrenadante. Resuspender
el sedimento con 50 ml de glicerol 10% frio.

6) Centrifugar a 3,0009/4°C/20 min. Eliminar el sobrenadante. Resuspender el sedimento
con 25 ml de glicerol 10% frio, combinar los dos concentrados en un solo tubo; quedan en
total 3 tubos (al ultimo tubo se le completan los 50 ml con glicerol 10% frio).

7) Centrifugar a 3,000g/4°C/20 min. Eliminar sobrenadante. Resuspender el sedimento con
25 ml de glicerol 10% frio. Combinar los dos concentrados en un tubo; quedan 2 tubos en
total (al ultimo tubo se le completan los 50 ml con glicerol 10% frio).

8) Centrifugar a 3,000g/4°C/20 min. Eliminar sobrenadante. Resuspender el sedimento con
25 ml de glicerol 10% frio. Combinar los dos concentrados en un tubo de 50 ml; queda 1
tubo al final.

9) Centrifugar a 2,500¢9/4°C/15 min. Eliminar el sobrenadante cuidando que no se pierda el
sedimento (quedan ~3 ml). Resuspender el sedimento completamente con el volumen que
quedo en el tubo; realizar alicuotas de 50 pl en tubitos de 0.6 ml estériles que se
mantuvieron en una cama de hielo seco con etanol ~15 min antes de hacer las alicuotas.

10) Inmediatamente, conservar las alicuotas a -70°C.
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Test de competencia

Este test se realiza para confirmar que las células sean aptas para transformarse con el
plasmido por electroporacion.

1) Colocar una alicuota de 50 pl de células (ER2738/BL21(D3)) en hielo, y agregarle 1 pl
de pUC19 (plasmido cuantificado); dejar en hielo por 10 min.

2) Transferir el volumen total (~51 W) a una celda de electroporacion estéril previamente
enfriada. Dejar en hielo 2 min.

3) Electroporar empleando un electroporador Bio-Rad MicroPulser a 2.5 kV, y 200 Q, en
una celda de 2 mm.

4) Recuperar con 3 ml de medio SOC (1 ml +1 ml +1 ml) en un tubo conico estéril de 50
ml. Incubar a 37°C con agitacion (250 rpm) por 1 h.

5) Adicionar 7 ml de medio SB al cultivo, y mezclar con inversién (con movimientos de
arriba hacia abajo).

6) Sembrar en 3 placas con agar LB+carbencilina (100 pg/ml), 1 ul de células ER2537
(+49 ul de medio SOC), 10 ul (+40 ul de medio SOC), y 100 pl, respectivamente. Sembrar
en una placa de agar LB+kanamicina (30 pg/ml), 10 pl de cultivo y 10 pl en agar LB.
Incubar toda la noche a 37°C.

7) Al siguiente dia, calcular el nimero de células transformadas. La competencia debe estar

por arriba de 1x10° colonias/pg de plasmido.

Test de contaminacion

De una alicuota de células E. coli sin electroporar, tomar con el asa y sembrar en agar
LB+carb, repetirlo en una placa con agar LB+kan (30 pg/ml). Incubar a 37°C toda la
noche. No debe haber crecimiento de bacterias.

Agregar 25 ul de cultivo E. coli a un tubo coénico de 15 ml con 5 ml de LB top agar y
mezclar por inversion; después, vaciar el volumen total en una placa con agar LB sin
antibiotico. Dejar que solidifique e incubar a 37°C toda la noche. No deben presentarse los

circulos si la bacteria no esta contaminada con fagos liticos, que es lo esperado.
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Anexo 2: Reamplificacion de biblioteca

1) Inocular 50 ml de SB con 50 pl de ER2738. Incubar a 37°C por 1.5- 2.5 h hasta alcanzar
una densidad éptica = 1.0

2) Agregar 10 pl de biblioteca de fagos. Dejar a temperatura ambiente por 15 min.

3) Agregar 10 pl de carbencilina [100 mg/ml]. Transferir a matraz de 500 m y dejar incubar
a 37°C por 1 h con agitacion constante. Alternadamente, realizar la titulacion plaqueando 1
y 10 pl (por duplicado) de una dilucién 10 (10 ul de cultivo + 1 ml de SB = [107], 10 p
de [10°] + 1ml de SB = [10™]) del cultivo en placas con agar LB+carbencilina. Dejar
incubar las placas a 37°C toda la noche. Al dia siguiente calcular el numero de
transformantes ([# de colonias*volumen de cultivo]/volumen plaqueado).

4) Agregar al cultivo en agitacion 15 pl de carbencilina [100 mg/ml]. Incubar 1 h a 37°C
con agitacion constante.

5) Agregar 5 ml de fago ayudador M13KO07 + 145 ml de SB + 75 pl de carbencilina [100
mg/ml]. Incubar a 37°C por 2 h con agitacion constante.

6) Agregar 280 ul de kanamicina [50 mg/ml]. Incubar a 37°C toda la noche con agitacion
constante.

7) Centrifugar los ~200 pl de cultivo a 13, 000 g por 15 min a 4°C. Transferir sobrenadante
a matraz de 500 ml.

8) Agregar 8 g de PEG-8000 (polietilenglicol) y 6 g de NaCl. Incubar a 37°C por 5 min.
Dejar en hielo 30 min.

9) Centrifugar a 15, 000 g por 15 min a 4°C. Descartar sobrenadante. Dejar secar
sedimento.

10) Recuperar sedimento con 2 ml de BSA 1% diluida en PBS1X en un tubo (2 ml) para
microcentrifuga.

11) Centrifugar a 13, 000 rpm por 5 min a 4°C. Recuperar sobrenadante con una jeringa y
filtrar con un filtro de 0.2 pm en un nuevo tubo de 2 ml. La biblioteca esta lista para usarse
en el cribado.
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Anexo 3: Rondas de bioseleccion

1) Para la primer ronda se cubren dos pozos de una placa para ELISA con 50 pl de antigeno
(veneno) diluido en PBS1X. Incubar a 37°C toda la noche. Para las siguientes rondas se
cubre un solo pozo.

2) Descartar antigeno. Blogquear con 150 pl de BSA al 3% diluido en PBS1X. Incubar a
37°C por 1 h.

3) Descartar solucion bloqueadora. Agregar 50 ul de biblioteca de fagos reamplificada.
Incubar 2 h a 37°C. Alternadamente, al haber transcurrido la primera hora, inocular 10 ml
de SB con 10 pl de células ER2738 y dejar incubar a 37°C hasta que alcance una densidad
Optica = 1.0 aproximadamente por 1.5-2 h.

4) Descartar fagos. Agregar 150 ul de PBSTween20 al 0.05% vy pipetear 5 veces. Esperar 5
min, descartar y repetir el lavado 4 veces mas. Para la segunda ronda se deben hacer 10
lavados, para las rondas 3 y 4 se realizan 15 lavados.

5) Descartar Gltimo lavado. Agregar 50 pl de tripsina [10 mg/ml] diluida en PBS1X.Incubar
a 37°C por 30 min. Pipetear 10 veces.

6) Recuperar los dos eluidos e inocularlos en 2 ml del cultivo de ER2738 y dejarlo 15 min
en reposo.

7) Agregar al cultivo 6 ml de SB + 1.6 pl de carbencilina [100 mg/ml]. Alternadamente,
realizar la titulacion de salida: diluir 4 pl del cultivo de ER2738 (sin inocular) en 400 pl de
SB vy plaquear 10 y 100 pl (por triplicado) en placas con agar LB + carbencilina [100
pg/ml], dejar incubar las placas a 37°C toda la noche. Al dia siguiente calcular los titulos de
salida ([# de colonias*volumen de cultivo]/volumen plaqueado).

8) Incubar el cultivo a 37°C por 1 h con agitacion constante. Mientras, realizar la titulacion
de entrada: Mezclar 50 pl del cultivo de ER2738 (sin inocular) con 1 pl de una dilucién 10°
® de la biblioteca de fagos reamplificada (1 pl de biblioteca + 1 ml de SB = [10”*], 1 pl de
[10°] + 1 ml de SB = [10°], 10 pl de [10°] + 1 ml de SB = [10®]), hacerlo por triplicado y
dejar en reposo 15 min. Plaquear en placas de LB + carbencilina [100 mg/ml], incubar las
placas a 37°C toda la noche y al dia siguiente calcular los titulos de entrada ([# de
colonias*volumen de cultivo]/volumen plaqueado).

9) Agregar al cultivo 2.4 pl de carbencilina [100 mg/ml]. Incubar 1 h a 37°C con agitacion

constante.
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10) Transferir el cultivo a un matraz de 500 ml. Agregar 2.5 ml de fago ayudador M13KO07
+89.5 ml de SB + 46 pl de carbencilina [100 mg/ml]. Incubar por 2 h a 37°C.

11) Agregar 140 pl de kanamicina [50 mg/ml]. Incubar a 37°C toda la noche con agitacion
constante.

12) Centrifugar a 3,000 g por 15 min a 4°C. Pasar sobrenadante a matraz de 500 ml y
agregar 4 g de PEG-8000 y 3 g de NaCl. Incubar a 37°C por 5 min.

13) Dejar en hielo por 30 min. Centrifugar a 15, 000 g por 15 min a 4°C. Descartar
sobrenadante. Dejar secar el sedimento.

14) Resuspender el sedimento en 2 ml de BSA al 1%. Centrifugar a 13, 000 rpm por 5 min
a 4°C. Filtrar sobrenadante con un filtro de 0.2 um. Almacenar a 4°C.
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Anexo 4: Electroforesis en gel de agarosa

1) Pesar la cantidad requerida de agarosa y agregarla a un matraz en conjunto con 50 ml de
solucion TBE1X. Si se requiere un gel al 1.5% pesar 0.75 g de agarosa, pero si es al 1% se
pesan 0.5 g.

2) Se pone a calentar la mezcla en un horno de microondas y posteriormente se le agregan
10 pl de bromuro de etidio [0.5 mg/ml].

3) Se vierte en el molde y se colocan los peines para hacer los pozos. Dejar que se
solidifique.

4) Pasar el molde con el gel ya hecho a la cdmara de electroforesis y cargar las muestras
(una por pozo).

5) Agregar solucion TBE1X a la cdmara. Correr las muestras por 45 min a 80 V. El tiempo

y la intensidad de voltaje estan sujetos a los requerimientos, por lo que pueden modificarse.
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Anexo 5: Extraccion de plasmido

1) Inocular 3 ml de medio SB + carbencilina con cada colonia y dejar incubando toda la
noche a 37°C con agitacion constante.

2) Centrifugar 3 minutos a 13, 000 rpm. Descartar el sobrenadante.

3) Resuspender en 100 pul de GTE (Glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH=8, EDTA 10
mM) + RNasa [0.2 mg/ml]. Mezclar.

4) Agregar 200 pl de NaOH 0.2 N + SDS 1%. Mezclar por inversion y dejar 5 minutos a
temperatura ambiente y posteriormente 5 minutos en hielo.

5) Adicionar 150 pl de acetato de potasio 3 M pH=4.8. Mezclar por inversion y dejar en
hielo 10 minutos.

6) Centrifugar 15 minutos a 13, 000 rpm. Recuperar el sobrenadante (~400 ul) y adicionar
800 pl de etanol al 100%. Mezclar. Dejar 30 minutos en hielo.

7) Centrifugar por 15 minutos a 13, 000 rpm. Descartar el sobrenadante. Lavar sedimento
con 1 ml de etanol al 70%.

8) Centrifugar 15 minutos a 13, 000 rpm. Descartar el sobrenadante. Dejar secar sedimento
hasta que se torne a un color amarillo claro.

9) Resuspender en 50 pl de agua libre de nucleasas.
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Anexo 6: Expresion del fragmento VNAR como proteina soluble y extraccion
periplasmica de la proteina

1) Inocular 3 ml de SB + carbencilina con una colonia. Dejar incubando toda la noche a
37°C con agitacion constante.

2) Tomar 500 pl de cultivo e inocular 50 ml de SB + carbencilina. Incubar a 37°C con
agitacion constante hasta alcanzar una densidad dptica de 0.5-0.6 (~2-3 h).

3) Agregar 100 pul de IPTG 0.5 M. Incubar 5 h a 37°C con agitacion constante.

4) Centrifugar 15 minutos a 4, 000 g. Descartar el sobrenadante. Resuspender sedimento en
40 ml de Tris 30 mM/glucosa 20% pH= 8 sobre una cama de hielo y con agitacion
constante.

5) Agregar poco a poco 80 ul de EDTA 0.5 M. Dejar 10 minutos en agitacion suave sobre
la cama de hielo.

6) Centrifugar 20 minutos a 8, 000 g a una temperatura de 4°C. Guardar el sobrenadante.
Resuspender sedimento en 40 ml de MgSO4 5 mM. Agitar 10 minutos en bafio de hielo.

7) Centrifugar 20 minutos a 8, 000 g a 4°C. Recuperar el sobrenadante y almacenarlo a -
20°C.
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Anexo 7: ELISA de expresion

1) Inmovilizar 50 pl de extracto proteinico crudo por triplicado en una placa para ELISA
durante 2 ha 37°C.

2) Bloquear con 150 pl de BSA al 3% (en PBS1X) por 2 h a 37°C.

3) Afiadir 50 pl de una dilucién 1:1000 de anti-HA (en BSA 1%), este es un anticuerpo
asociado a peroxidasa que reconoce la etiqueta de HA del fragmento VNAR. Incubar a
37°C por 1 h.

4) Lavar con PBST al 0.05% (Tween20 en PBS1X) por triplicado.

5) Revelar con 50 pl de sustrato ABTS (acido 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) en amortiguador de citratos (acido citrico 50 mM, citrato de sodio 50 mM, pH
4.1) y peroxido de hidrogeno al 30%. Incubar por 15-30 min a 37°C.

6) Leer absorbancia a 405 nm en un lector de placas ELISA (BioRad).
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Anexo 8: ELISA de reconocimiento

1) Inmovilizar 50 pl de veneno (a una concentracion de 10 pg/ml diluido con PBS1X) por
triplicado. Dejar toda la noche a 4°C.

2) Bloquear con 150 pl de BSA al 3%. Incubar 2 h a 37°C.

3) Agregar 50 pl de extracto proteinico crudo (VNAR). Incubar 1 h a 37°C.

4) Lavar con PBST al 0.05% tres veces. Descartar en cada lavado.

5) Agregar 50 pl de anticuerpo anti-HA. Incubar 1 h a 37°C.

6) Lavar con PBST al 0.05% tres veces. Descartar en cada lavado.

7) Revelar con 50 pl de sustrato ABTS.

8) Leer absorbancia a 405 nm en el lector de placas ELISA BioRad.
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