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Resumen de la tesis de Erika Elizabeth Leon Acosta, presentada para la obtencion
del grado de Maestro en Ciencias de la Vida con orientacién en Biotecnologia
Marina.

Obtencion de fragmentos VNAR de anticuerpos del tiburon Heterodontus francisci
con capacidad de neutralizacion del veneno de la arafia Latrodectus mactans.

Resumen aprobado por:

Dra. Edna Sanchez Castrejon

Directora de tesis

La arafa viuda negra (Latrodectus mactans) es considerada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) de gran interés médico debido a las manifestaciones
clinicas que provoca el envenenamiento de su mordedura en humanos. El cuadro
clinico por envenenamiento de viuda negra, denominado latrodectismo, esta
representado por sintomas tales como contracciones musculares, dolor,
problemas respiratorios y cardiacos, y en caso severos la muerte. Dado los
problemas de salud que ocasiona la mordedura de esta arafia, se ha puesto
especial énfasis en la investigacién y desarrollo de nuevos antivenenos que
neutralicen de manera eficiente el efecto toxico causado por este veneno. En este
trabajo se propone el empleo de fragmentos de anticuerpos VNAR del tiburén H.
francisci como una alternativa para la neutralizacion de los componentes del
veneno de L. mactans, entre ellos la a-latrotoxina, ya que sus caracteristicas, tales
como tamano, especificidad y afinidad los hace buenos candidatos para su empleo
como antiveneno. A partir de un tiburén H. francisci inmunizado con veneno total
de arafa viuda negra, se obtuvo una biblioteca a partir de la cual se aislaron dos
fragmentos VNAR mediante la técnica de despliegue en fagos.

Palabras clave: Latrodectus mactans, veneno, anticuerpo, despliegue en
fagos, IgNAR, Heterodontus francisci.



Abstract of the thesis presented by Erika Elizabeth Ledn Acosta as a partial
requirement to obtain the Master of Science degree in Science of Life with
orientation in Marine Biotechnology.

Obtention of vNAR fragments of antibodies from shark Heterodontus francisci with
neutralizing capacity of the spider Latrodectus mactans venom.

Acepted summary by:

Dra. Edna Sanchez Castrejon

Thesis director

The black widow spider (Latrodectus mactans) is considered by the World Health
Organization (WHO) of great medical interest because the clinical manifestations
resulting from its bite poisoning in humans. The clinical picture of black widow
poisoning, called latrodectism, is represented by symptoms such as muscle
contractions, pain, respiratory and cardiac problems, and in severe cases death.
Given the health problems caused by the bite of this spider, has placed special
emphasis on research and development of new antivenoms to neutralize efficiently
the toxic effect caused by this poison. This paper proposes the use of antibody
fragments VNAR from shark H. francisci as an alternative to neutralization of the
venom components L. mactans, like a latrotoxin, as their characteristics, such as
size, specificity and affinity makes them good candidates for use as anti-venom.
From a shark H. francisci immunized with whole venom of black widow spider, was
obtained from a library which vVNAR two fragments were isolated by the phage
display technique.

Key words: Latrodectus mactans, venom, antibody, phage display, IgNAR,
Heterodontus francisci.
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1. Introduccién
1.1 Latrodectus mactans
1.1.1 Caracteristicas

Las arafias son artropodos quelicerados venenosos que se distribuyen en una
gran variedad de ambientes alrededor de todo el mundo. La OMS (Organizacion
Mundial de la Salud) considera de interés médico a cuatro géneros de arafa
debido a las manifestaciones clinicas y a la letalidad provocada por sus venenos.
Uno de estos géneros es Latrodectus el cual incluye a mas de treinta especies
venenosas entre la que destaca Latrodectus mactans (Fabricius, 1775), también

conocida la arafia viuda negra o capulina (Garb et al., 2004).

La distribucion geogréafica de L. mactans en norteamérica incluye principalmente
Estados Unidos y México, siendo las zonas con climas calidos y templados las
preferidas por esta especie. Debido a que interactian en los habitats humanos,
alrededor de las casas, jardines, graneros y zonas agricolas se les considera
sinantropicas (Smithers, 1944; Costello y Daane, 1998; Muller, 1993).

El nombre de viuda negra se debe a que las hembras suele comerse al macho
después del apareamiento (Andrade y Banta, 2002). Entre las caracteristicas mas
notables de esta especie destaca su color negro intenso y brillante, una mancha
roja en forma de reloj de arena y largas patas (Figura 1). El tamafio varia entre
hembras y machos, mientras las primeras llegan a medir 35 mm de longitud con
las patas extendidas, los machos s6lo 12 mm. Se sabe que pueden llegar a vivir

hasta 2 afios (Alvarez del Toro, 1992).
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Figura 1. Latrodectus mactans y su ooteca. Expresion de la alfa-latrotoxina
recombinante activa de Latrodectus mactans utilizando un sistema de células de
insecto-baculovirus. Rodriguez Gonzalez, M. 2008. Tesis de maestria. Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Autonoma de México. 3.

El habitat de esta arafia es terrestre y suelen vivir en lugares ocultos y oscuros
como grietas, hendiduras, debajo de las piedras, madrigueras abandonadas por
otros animales y troncos. Es una especie solitaria y sélo atacan cuando se ven
amenazadas 0 se encuentra en riesgo su ooteca la cual es una bolsa esférica y
algodonosa donde protegen sus huevos (Figura 1). Se le considera un depredador
generalista ya que se alimenta de insectos, aracnidos, asi como pequefios
vertebrados como lagartijas y ratones (Forster, 1995; Hodar y Sanchez Pifiero,
2002). Desde un punto de vista evolutivo, la diversidad de toxinas en el veneno se
explica en funcion a su amplia dieta y a la necesidad de protegerse de sus
especies predadoras (Rash y Hodson, 2002; Garb et al. 2004).
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1.1.2 Toxinas del veneno de Latrodectus mactans

La arafia viuda negra posee un par de glandulas ponzofiosas con salida en los
queliceros con los cuales pueden morder, inyectar su veneno y paralizar a la
presa, sin embargo, son las hembras las responsable de la toxicidad caracteristica
de esta especie, ya que debido al tamafio de los queliceros de los machos, estos
no pueden atravesar la piel de los vertebrados (Jelinek, 1997, Singletary, et al.
2005, Peterson, 2006).

El veneno de L. mactans es una mezcla compleja de sustancias biolégicamente
activas entre las que se encuentran, polipéptidos, enzimas, &cidos nucleicos,
aminoacidos libres, sales inorganicas y neurotoxinas, siendo estas ultimas las
responsables de la toxicidad del veneno. Dentro de las neurotoxinas se han
identificado tres tipos, a-latrotoxina, a-latroinsectotoxina y a-latrocrustaceotoxina,
las cuales actian de manera especifica en vertebrados, insectos y crustaceos,

respectivamente (Granata et al., 1972; Frontali et al., 1976; Knipper et al., 1986).

La toxina de mayor interés cientifico y médico debido a su efecto neurotoxico en
vertebrados y por lo tanto en humanos es la a-latrotoxina. Esta neurotoxina de
~130 kD esta constituida por una cadena polipeptidica no glucosilada que puede
encontrarse en forma monomérica o dimérica. La toxina se encuentra activa
cuando esta en forma de tetramero, para lo cual es necesaria la presencia de

cationes divalentes Ca** y Mg®* (Ashton et al., 2000).

Los mondmeros de la toxina tienen tres dominios diferentes denominados “ala”,
“cuerpo” y “cabeza” (Figura 2). Cuando se ensamblan en dimeros asimétricos las
alas quedan perpendiculares y los dimeros se unen para formar el tetramero. Los
tetrameros formados, tienen una base hidrofébica de unibn a membrana, la cual
forma un canal que la atraviesa y permite el paso de cationes mono y divalentes,

asi como de neurotransmisores (Orlova et al., 2000).
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Dimero Tetramero

— Brazos §

Brazo

Figura 2. a-latrotoxina. Modificado de: “a-latrotoxina: from structure to some
functions” Ushkarov, Y. 2002. Toxicon, 40(1):2.

1.1.3 Mecanismo de accidon de a latrotoxina

Una vez que el veneno de L. mactans es inyectado en el organismo, sus
componentes son llevados por el sistema linfatico hasta el torrente sanguineo
donde mediante circulacion la a-latrotoxina es transportada y depositada en las
terminaciones nerviosas de los musculos. El veneno también contiene sustancias
como la hialuronidasa que permite la disgregacion del tabique del tejido conectivo
y que facilita la difusién de las toxinas; por lo tanto, una vez que se inyecta el
veneno, no hay forma de disminuir la absorcion ni de incrementar la eliminacién de

las toxinas (Castafieda Gomez et al., 2012).

Existen dos mecanismos de accion de la a-latrotoxina a nivel de membrana
celular. En el primero se inserta sobre la membrana plasmaética, se forma un canal
idnico no selectivo lo que provoca la despolarizacion de la membrana y el aumento
del calcio intracelular (Finkelstein et al., 1976; Rosenthal et al., 1990; Hurlbut et al.,
1994).
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En el segundo, la a-latrotoxina se une a receptores sindpticos especificos como
neurexina 1a (NRX 1a), latrofilina 1 (LPH 1) y a un receptor tipo proteina tirosina
fosfatasa o (PTP o) (Ushkaryov, 2008). Posteriormente ambos mecanismos
desencadenan la liberacion de neurotransmisores, como la acetilcolina
y norepinefrina de las terminales nerviosas, causando espasmos musculares y
dolor (Timms y Gibbons, 1986; Ushkaryov et al., 2004).

i
Terminal nerviosa ¢ Neurotransmisor

/ @ Latrofilina
Vesicula sinaptica @ “Wy, Neurexina

4P axLx P aLTx

Célula post-sindptica Receptores de neurotransmisores

Figura 3. Miltiples mecanismos de acciéon de la aLTX al unirse a los receptores
latrofilina y neurexina; 1) La aLTX se une a uno de los receptores y permite la entrada
de calcio por el poro formado. 2) La «LTX se une a uno de los receptores y permite la
salida de neurotransmisores a través del poro formado. 3) La oLTX se une a la
latrofilina generando una seifial para la liberacion del calcio de los depdsitos internos
4) Se propone una interaccion directa entre la aLTX con el mecanismo de exocitocis
independiente de calcio. Modificado de: “The multiple actions of black widow spider
toxins and their selective use in neurosecretion studies”. Ushkaryov Y.A,, Volynski K.E.,
Ashton A.C Toxicon. 2004., 43 (5), 536.
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1.1.4 Latrodectismo

El latrodectismo es el término clinico con que se conoce a los diversos sintomas
que forman el cuadro clinico de una persona que ha sufrido envenenamiento por
la mordedura de la arafia L. mactans (Timms y Gibbons, 1986). La identificacién
de la mordedura se debe a la presencia de dos orificios pequefios provocados por

la penetracion de los queliceros de la arafia en la piel para inyectar el veneno.

Entre los principales sintomas del lactrodectismo se encuentran dolor
local, enrojecimiento, inflamacién y adormecimiento en la zona de la mordedura,
los cuales, en algunas ocasiones, son seguidos de dolor de cabeza, calambres
musculares, dolor abdominal asi como de los musculos grandes (hombros y/o
espalda), lo que resulta enun dolor considerable. En los casos severos se
presentan nauseas, vomitos, desmayos, mareos, dificultades respiratorias,
aceleracion del ritmo cardiaco y aumento de la presion arterial (Timms y Gibbons
1986) (Tabla 1).

Tabla 1. Efectos Clinicos del envenenamiento por Latrodectus mactans.

Sistema involucrado Efecto
Inicial (5 min-1hora. después de la mordedura): dolor local.
1-2 horas: marca de la puncién.

Cuténeo . : , . o
Mas de 2 horas: linfadenopatia, blanqueamiento central en el sitio de la
mordedura con eritema circundante.
) Taquicardia inicial seguida de bradicardia, arritmias, hipotension e

Cardiovascular . -
hipertensién.

Gastrointestinal Nausea y vémito.

Hematoldgico Leucositosis.
Metabdlico Hiperglucemia transitoria

Musculoesquelético | Hipertdnia, rigidez abdominal, “facies latrodectismica”

Sistema nervioso central (SNC): psicosis, alucinacidn, alteracion de la
vision, convulsion.

Neurolégico Sistema nervioso periférico (SNP): dolor local.

Sistema nervioso auténomo (SNA): aumento en las secreciones, diaforesis,
salivacion, diarrea, lagrimeo, broncorrea, midriasis, miosis, priapismo.
Renal Glomerulonefritis, oliguria y anuria.

Modificado de: Goldfrank’s Toxicologic Emergencies, 8va. Ediciéon. 2006. McGraw-Hill, Medical
Publishing Division. 1606.
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La gravedad de la reaccion ante la mordedura por viuda negra depende de la edad
y condicion fisica de la persona afectada, siendo los grupos mas susceptibles los
nifios menores de 5 afios y adultos mayores. La tasa de mortalidad por mordedura
de viuda negra es baja sin embargo el numero de casos clinicos de
envenenamiento causados por esta arafia es muy alto dada la frecuencia con que

se estd expuesto a estos organismos venenosos (Maretic, 1983; Muller, 1993).

En México, no se tiene un registro exacto de los casos de envenenamiento por
viuda negra, ya que se reportan los accidentes como mordedura de arafia sin
especificar la especie, sin embargo se estima que de 3,000 a 5,000 personas son

mordidas por alguna arafia, entre ellas L. mactans. (Tay Zavala, et al., 2004).

Sotelo Cruz y colaboradores (2006) mencionan la presencia de viuda negra
principalmente en los estados de Chiapas, Guerrero, Oaxaca, Sonora,
Guanajuato, Jalisco, Aguascalientes, Morelos, Campeche, sin embargo en fechas
recientes se ha observado un aumento importante de esta arafia en Yucatan
(Castafieda Gomez et al., 2012). En el afio 2010 el Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS) publicé una alerta sobre el aumento de accidentes por mordedura
de arafia, en su mayoria por viuda negra y reportd que, cada afio, en México
alrededor de 3, 000 personas son victimas del envenenamiento por L. mactans

(Castafieda GOmez et al., 2012).

1.2 Anticuerpos de tiburdn
2.2.1 Anticuerpos

En vertebrados el sistema inmune es el encargado de la respuesta colectiva y
coordinada a la introduccién de elementos foraneos conocidos como antigenos,
entre los que se incluyen microbios y macromoléculas tales como proteinas y
polisacéaridos, entre otros. Las respuestas inmunes especificas generadas por la

exposicion a un antigeno, aumentan en magnitud y capacidad defensiva con cada
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exposicion, lo que genera la inmunidad adaptativa (Abbas et al., 2007). Los
anticuerpos son inmunoglubulinas (glucoproteinas) generadas por células
plasmaticas en respuesta a un antigeno y contra todas las posibles sustancias
extrafias que entran al organismo, ademas son los componentes principales de la
inmunidad adaptativa humoral (Abbas et al., 2007; Alberts et al., 2008). Existen
cinco clases de inmunoglobulinas (Igs) predominantes, IgG, IgA, IgM, IgD e IgE,
las cuales difieren en sus propiedades biologicas, composicion, tamafio y la forma
en que las que se encuentran, ya sea como receptores de membrana o en

circulacion en el plasma (Alberts et al., 2008).

Una anticuerpo convencional esta constituido por cuatro cadenas polipeptidicas
idénticas, dos de ellas pesadas (H) y dos ligeras (L), las cuales se encuentran
unidas mediante enlaces disulfuro (Figura 4). Tanto la cadena pesada como ligera
presentan una region variable (V) localizada en el extremo amino-terminal asi
como una regiéon constante (C) en el extremo carboxilo-terminal. En la regién de
unibn a antigeno VH-VL se encuentran tres regiones determinantes de
complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3) las cuales interacttan con el
antigeno, siendo la region CDR3 la de mayor variabilidad, confiriéndole al
anticuerpo mayor especificidad y afinidad. Por lo tanto la regién V es la
responsable de la unién a antigeno y la regién C definen las funciones efectoras
de cada clase de Ig (Abbas et al., 2007).
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Figura 4. Estructura en Y de un anticuerpo convencional. A)Esquema de un anticuerpo
convencional B) Dibujo de liston de una cadena ligera mostrando en color rojo las
partes del dominio V. involucradas en la unién al antigeno. Modificado de: Essential
Cell Biology, 2 edicion. Alberts, et al. 2004. Garland Science. 150.

1.2.2 Anticuerpos IgNAR

Los peces cartilaginosos, como son los tiburones, poseen un avanzado sistema
inmune adaptativo el cual se compone principalmente de inmunoglobulinas (Ig),
receptores de células T (TCR) y el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC).
Dentro del grupo de las inmunoglobulinas se han identificados IgM, IgW y IgX asi
como un isotipo de anticuerpo poco convencional denominado IgNAR (por el
término en inglés New Antigen Receptor) (Greenberg et al. 1995; Nuttall et al.
2001).



22

Los IgNAR fueron descubiertos en el tiburon nodriza (Gynglymostoma cirratum)
(Greenberg et al. 1995), sin embargo estudios posteriores corroboraron la
presencia de este isotipo en el suero de otras especies de tiburén tales como,
Orectolobus maculatus (Nuttall et al. 2000; 2001), Mustelus canis y Squalus
acanthias (Liu et al. 2007).

El anticuerpo IgNAR es un homodimero que se compone de dos cadenas pesadas
unidad por enlaces disulfuro y no presenta cadenas ligeras (Figura 5). Las
cadenas pesadas constan de cinco dominios constantes (CNAR) y uno variable
(VNAR), estos ultimos son independientes y cada uno funciona como un sitio de
union al antigeno (Roux et al., 1998; Greenberg et al., 1995). En el sistema
inmunolégico adaptativo en vertebrados, la especificidad y la memoria la proveen

los dominios variables de los anticuerpos (Criscitiello et al., 2006).

IgNAR

Figura 5. Representacion esquematica de una IgG de ratén/humana y de un IgNAR.
Modificado de: “Crystal structure of a shark single-domain antibody V regién in
complex with lysozyme”, Stanfield, R.L., Dooley, H., Flajnik, M.F., Wilson, L.A. 2004.
Science. 305 (569): 1770.
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La region variable del IgNAR (Figura 6) es generada por cuatro eventos de
recombinacién, dando como resultado un repertorio CDR3 altamente diverso, en
términos de longitud y de secuencia y una vez que se tiene contacto con un
antigeno, este repertorio aumenta rapidamente a consecuencia de mutaciones
(Diaz, 1998). EI CDR3 de los fragmentos de anticuerpo VNAR es normalmente
mucho mas largo que el de los dominios variables convencionales, lo cual les
permite penetrar en sitios de los antigenos inaccesibles para otros anticuerpos.
Ademas el enlace disulfuro entre esta regién y el CDR1 le confieren mayor
estabilidad (Wesolowski et al., 2009).

Figura 6. Dominio variable de un IgNAR. Modificado de: “Crystal structure of a shark
single-domain antibody V region in complex with lysozyme”, Stanfield, R.L., Dooley, H.,
Flajnik, M.F., Wilson, L.A. 2004. Science. 305 (569): 1772.

Se han identificado tres isotipos de IgNAR con variaciones en el namero y
configuracion de residuos de cisteinas, asi como en el tiempo en el que aparecen
y se desarrollan en el tiburon (Rumfelt et al. 2004). El IgNAR clase | presenta dos
0 cuatro cisteinas en el CDR3 y dos cisteinas mas en las secuencias altamente
conservadas o “framework” (FR) dos y cuatro, este isotipo forma del repertorio

del tiburén adulto. ElI IgNAR clase Il, presenta una cisteina no canonica en el
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CDR3 y una en el CDR1, también se encuentra en tiburones adultos. Por ultimo el
IgNAR clase Il presenta un residuo de triptéfano en el CDRL1 y solo se encuentra
en las primeras etapas del desarrollo de los tiburones como defensa antes de la
aparicion de las otras clases de inmunoglobulinas NAR y desaparece cuando han
llegado a la etapa adulta (Roux et al., 1998; Nuttall et al., 2001, 2003; Streltsov et
al., 2004).

En general los anticuerpos son una herramienta muy importante en la
investigacion experimental y en las aplicaciones médicas. Gracias a la tecnologia
de ADN recombinante es posible obtener estos anticuerpos y producirlos en un
sistema de expresion bacteriano. Las limitantes que presentan los anticuerpos
completos al ser utilizados como terapia o0 en el rea de diagndstico, han generado
la necesidad de utilizar fragmentos mas pequefios y con menor vida media
(ElBakri et al., 2010).

Los anticuerpos de cadena pesada de los tiburones poseen una region variable
(VWNAR) que se puede obtener como fragmento de anticuerpo recombinante y
conservar la especificidad que poseen los IgNAR, ademéas debido a sus
caracteristicas estructurales, los dominios VNAR muestran alta estabilidad bajo
condiciones que de otro modo podrian comprometer la integridad de los
anticuerpos tradicionales (Griffiths et al.,, 2013). Estos fragmentos tienen otras
ventajas como alta especificidad, termoestabilidad, tamafio mas pequefio (~12 a
15 kDa), rapidez de difusién y de permeabilidad en los tejidos, mayor distribucién
corporal de un Fab o una IgG, asi como la posibilidad de tener menores costos en
su produccion. Estas caracteristicas los convierten en candidatos para su
utilizacion en una gran variedad de aplicaciones terapéuticas, entre ellas la

neutralizacion de venenos.
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1.3 Heterodontus francisci (Girard, 1854)

El tiburén cornudo (Heterodontus francisci) es una especie endémica de la costa
occidental de América del Norte con una distribucion que abarca desde California
(EUA) hasta el Golfo de California (Mex) (Figura 7). Habita la zona intermareal
entre los 2 y 11 m de profundidad, sin embargo en invierno es comun encontrarlo
a mas de 30 m. Las caracteristicas morfoldgicas distintivas de este organismo
incluyen una cabeza corta con crestas sobre sus 0jos, dos espinas en su dorso y
una coloraciébn marron o gris, con manchas oscuras (Figura 8). El tamafo

promedio de estos organismos es de 97 cm.

Figura 7. Distribucion geografica de Heterodontus francisci. “Native Distribution Map
for Heterodontus francisci (Horn shark)”. www.aquamaps.org, version de Aug. 2010.

El tiburén cornudo es un depredador solitario que cazan en la noche y se refugia
durante el dia, son inofensivos a menos que sean acosados. Se alimenta de una
gran variedad de invertebrados benténicos (gasteropodos, cangrejos, camarones y
calamares) y de pequefios peces teledsteos. (Compagno, 1984, 2001; Castro,
1983; Stevens, 1987).
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Figura 8. Heterodontus francisci. “Catalogo de tiburones, rayas y quimeras
(Chondrichthyes) que habitan en las aguas del norte del Golfo de California”, Santana
Morales, 0., Castillo Géniz, J.L., Sosa Nishizaki, 0., Rodriguez Medrano, C. 2004.
Laboratorio de Ecologia Pesquera. CICESE. 44.

Esta especie no posee valor comercial, sin embargo su importancia radica en su
empleo con fines de investigacion. Debido a su facil manejo y mantenimiento en
cautiverio, asi como longevidad en estas condiciones (10 afios aproximadamente),
el tibur6n cornudo es un candidato idéneo para su empleo en el area de
investigaciéon (Compagno, 1984, 2001; Castro, 1983; Stevens, 1987).

Esta especie no posee valor comercial, sin embargo su importancia radica en su
empleo en el &rea de investigacion. La Union Internacional para Conservacion de
la Naturaleza (UICN) ubica a H. francisci en la categoria de Datos Insuficientes
(DD) por lo que no se considera en peligro de riesgo, como lo pueden estar otras
especies de tiburon. Por otro lado, considerando que se distribuye en la region
norte de Baja California, la obtencion de organismos en condiciones 6ptimas no
representa un problema logistico mayor, lo que aunado a su facil manejo y
mantenimiento en cautiverio, asi como a su longevidad en estas condiciones (10
afios aproximadamente), hacen del tiburén cornudo un candidato idéneo para su
empleo con fines cientificos (Compagno, 1984, 2001; Castro, 1983; Stevens,
1987).
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1.4 Técnica de Despliegue en fagos

Los bacteriéfagos filamentosos son un grupo de virus que infectan bacterias y que
contienen ADN circular de una sola hebra. Existe una clase de bacteriéfagos que
infecta solo bacterias de las cepas deE. coli y que durante la infeccion,
ensamblaje en la membrana de la bacteria asi como en la salida de las particulas
virales, no causa la lisis celular o muerte bacteriana (Vispo, 2004). Estos fagos
presentan una proteina de la cubierta denominada plll, la cual es la responsable
de la union del fago con el pilus de la bacteria, iniciandose asi el proceso de
infeccion durante el cual el ADN viral de cadena sencilla es replicado (Smith y
Petrenko, 1997).

La tecnologia o sistema de despliegue en fagos consiste en la exposicion de
proteinas (péptidos o anticuerpos) en la superficie de particulas de fagos,
mediante la fusién del gen de esta proteina al gen que codifica una proteina de la
capside del fago como la proteina plll o pVIII (Smith y Petrenko, 1997).

Los fagos que presentan anticuerpos en su superficie, pueden ser seleccionados
con un antigeno de interés, el cual debe tener cierta afinidad a dicho anticuerpo.
Para este proceso de selecciébn de fagos (Figura 9), comunmente llamado
panning, es necesario contar con una biblioteca de anticuerpos a partir de la cual
se seleccionaran anticuerpos de interés (Barbas, et al. 2001). Todos los fagos que
no se unan al antigeno son eliminados mediante sucesivos lavados, mientras que
los fagos capturados son eluidos y utilizados para infectar E. coli. Este proceso
permite la amplificacion de estos fagos para ser utilizados en un nuevo ciclo de
seleccion. De esta forma, se puede seleccionar una gran poblacion de fagos que
expresen anticuerpos en su superficie que se unan de forma especifica al

antigeno de interés (Smith y Petrenko, 1997, Barbas, et al. 2001).
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Figura 9. Rondas de seleccion de un repertorio de anticuerpos expresado en la
superficie de fagos. Modificado de “Presentation a la surface de phagues filamenteux:
les multiples applications du phage display”, Soriau, C., Hua, T.D., Lefranc, M.P. Weill, M.
1998. Médecine/sciences. 3 (14): 303.
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2. Antecedentes

La generacion de nuevo conocimiento asi como el desarrollo de técnicas
biotecnoldgicas innovadoras han ido de la mano con la generacion de antivenenos
empleados en el tratamiento de mordeduras de animales venenosos, siendo las

inmunoglobulinas parte fundamental de este desarrollo.

Los antivenenos de primera generacion son sueros de animales inmunizados. En
1890 se desarrollo el primer antiveneno, dando inicio a la seroterapia, pero fue
unos afos mas tarde que se comercializo el primero de origen equino. El protocolo
a seguir (sigue siendo) es la inmunizacion de animales (principalmente caballos)
con dosis crecientes de veneno, con el objetivo de aumentar los anticuerpos
neutralizantes sin afectar al animal en cuestion. Calmette desarroll6 este protocolo
en 1895 y fue uno de los pioneros en el uso de antivenenos. Los de segunda
generacion consisten de inmunoglobulinas G (IgG) purificadas y concentradas, los
cuales se siguen utilizando hasta la fecha. Finalmente, la tercera generacion de
antivenenos o faboterapia, consiste en el uso de los fragmentos F(ab). (por el
término en inglés antigen-binding fragment) de las IgG. Se utiliza la digestion
enzimatica con pepsina o papaina para la obtencién de estos fragmentos (Espino
Solis et al. 2009). (Figura 10). El antiveneno que actualmente se comercializa para
el envenenamiento por mordedura de viuda negra, pertenece la tercera
generacion, tal es el caso de Aramyn Plus® hecho en México por Instituto Bioclon
S.A. de C.V. y distribuido por Laboratorios Silanes S.A. de C.V.

La utilizacion de todos estos tipos de anticuerpos sigue presentando desventajas
como antivenenos. Una de estas desventajas es la variacion en el poder
neutralizante segun la respuesta inmune del animal inmunizado, provocando
variaciones entre un lote a otro (Chippaux y Goyffon, 1991). Ademas se corre el
riesgo de que la persona a la que se le ha administrado el antiveneno, sufra una
reaccion alérgica o choque anafilactico causado por las proteinas presentes en el

suero del animal inmunizado (Newcombe y Newcombe, 2007).
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Antivenenos Antivenenos Antivenenos
1ra generacion 2da generacion 3ra generacion

1502 1507
Australia Japén
Tidwell Ishizaka
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McFarland Bazil

2000
Phisalix, Bertrand y Calmette Alacrym
Inmunizacién de caballos con veneno de
serpientes europeasy cobras asiaticas

2001
Aracrym  »qp3
Antivipmyn

Pope Kohlery Jones Lomberg y
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Figura. 10. Desarrollo de antivenenos y generacion de conocimiento del uso de
antivenenos y de anticuerpos. Modificado de: "Antidotes against venomous animals:
State of the art and prospectives” Espino-Solis, G.P., L. Riafio-Umbarila, B. Becerril y L.D.
Possani. 2009. Journal of Proteomics. 72 (2): 185.

Los anticuerpos recombinantes o antivenenos de cuarta generacion, representan
la posibilidad de utilizar anticuerpos o fragmentos de anticuerpos con capacidad
de reconocimiento y neutralizacién del veneno, sin necesidad de utilizar animales
inmunizados. Sin embargo, para que estos antivenenos sean efectivos, es
indispensable la identificacion de los componentes responsables de la toxicidad
del veneno (Possani, 2001; EIBakri et al., 2010).
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En el laboratorio de Inmunologia Molecular y Biotoxinas del Centro de
Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada se han obtenido
fragmentos tipo VNAR de anticuerpos de tiburén a partir de bibliotecas inmunes y
no inmunes, neutralizantes de venenos de alacran (Garcia Gomez, 2005; Montoya
Bonillas, 2009) y de arafia (Olivares Quintero, 2012; Barron Garcia, 2012).

Una ventaja de utilizar fragmentos de anticuerpos recombinantes es que permite
generar diferentes formatos de union al antigeno, asi sus propiedades
farmacocinéticas se podran ajustar a los perfiles toxicocinéticos de cada tipo de
veneno (Gutiérrez et al., 2003), lo que aumentara la eficiencia de neutralizacion
del veneno e inactivacion rapida de las toxinas presentes en el veneno (Holliger y
Hudson, 2005; Wesolowski et al., 2009). Ademas pueden reducir el riesgo de
provocar reacciones inmunolégicas indeseadas en el organismo, como aquellas

causadas por los antivenenos de segunda y tercera generacion.
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3. Justificacion

Actualmente en el tratamiento contra el envenenamiento por mordedura de la
arafia viuda negra se emplean antivenenos de tercera generacion los cuales
consisten de fragmentos F(ab), de origen equino. Aun cuando se emplean con
éxito, su principal desventaja es la potencial reaccién alérgica o choque
anafilactico que pudieran generar en algunos pacientes debido a la presencia de
algunos componentes del suero del caballo. Con respecto a su produccion, se
tiene el inconveniente de la variacién en el poder neutralizante asi como en los

tiempos para su obtencion.

Dadas las caracteristicas de los fragmentos VNAR, como son tamafio pequefio
(~12 a 15 kDa), rapidez de difusion y permeabilidad en tejidos, alta especificidad,
termoestabilidad, CDR3 diverso y largo, los convierten en candidatos idoneos para
su empleo en la neutralizacion de venenos. Adicionalmente al ser proteinas
recombinantes se tiene la ventaja de producirlos de manera rapida, eficiente y con
menores costos, por lo que en este proyecto se propone la obtencién de un vVNAR
con capacidad de neutralizar el veneno de L. mactans que pueda ser utilizado

como una alternativa en el tratamiento del envenenamiento por esta arafia.
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4. Hipotesis

En el repertorio inmunolégico Heterodontus francisci existe al menos un IgNAR

capaz de neutralizar el veneno de Latrodectus mactans.
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5. Objetivo general

Obtener fragmentos tipo VNAR del tiburon Heterodontus francisci con capacidad
neutralizante de las toxinas presentes en el veneno de la arafia Latrodectus

mactans.

5.1 Objetivos particulares

» Obtener una biblioteca inmune de fragmentos VNAR de anticuerpos del
tiburdn H. francisci. inmunizado con veneno total de la arafia Latrodectus

mactans.

= Bioseleccionar los fragmentos VNAR de anticuerpo mediante la técnica de

despliegue en fagos.

» Evaluar de la capacidad de reconocimiento y afinidad de los fragmentos

VNAR para el veneno de L. mactans mediante ensayos in vitro.

= Evaluar el potencial de neutralizaciéon de los fragmentos VNAR para el

veneno de la arafia L. mactans mediante ensayos in vivo en ratones.
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6. Materiales y métodos
6.1 Inmunizacién

6.1.1 Inmunizacién del tiburén Heterodontus francisi con veneno total de la

arafa L. mactans.

Se utilizé un tiburon Heterodontus francisci al cual se le administraron previamente
24 dosis de 200 ng de veneno total de la arafla L. mactans proporcionado por
Laboratorios Silanes, S.A. de C.V. A partir del junio del 2011 se continué con la
inmunizacion del tiburén con tres dosis mas, las cuales se aplicaron por via
intravenosa empleando como vehiculo amortiguador PBS 1X (NaCl 137 mM, KCI
2.7 mM, Na,HPO, 1.8 mM, pH 7.4). Con el propdsito de evaluar los titulos de
anticuerpos, entre cada inmunizacion, se extrajo sangre de la vena caudal a
partir de la cual se recuper6 el suero mediante centrifugacion (1,000 x g, 5 min).

Los sueros fueron almacenados a -70 °C hasta su evaluacion.

Tabla 2. Esquema de inmunizacién del tiburén Heterodontus francisci a
partir de junio 2011.

Fecha Sangrado Inmunizacion
10 de junio del 2011 X
17 de junio del 2011 X
24 de junio del 2011 X
1 de julio del 2011 X
22 de Julio del 2011 X

29 de julio del 2011 X




36

6.1.2 Ensayo ELISA del suero de tiburon inmunizado con veneno total de la

arafa L. mactans

La presencia de anticuerpos contra el veneno de la arafia L. mactans en los
sueros del tiburon inmunizado se evalu6 mediante un ensayo inmunoenzimatico

ELISA (acronimo del inglés de Enzyme-linked ImmunoSorbent Assay).

Para ello se utiliz6 una placa ELISA Costar EI/RI de poliestireno (Corning, Inc.)
donde se inmoviliz6 250 ng de veneno total de la arafia durante 1 h a 37 °C.
Posteriormente se bloque6é con 150 pl de con BSA 3% (Albumina de Suero
Bovino) en PBST (Tween-20 0.05% en PBS 1X), se incubd en las mismas
condiciones y se lavo tres veces con PBST. Se agrego el suero del tiburén [1 pl de
suero y 49 ul de BSA 1% (p/v)] se incubd en las mismas condiciones y se hicieron
tres lavados con PBST. Un volumen de 50 pl de anticuerpo anti-tiburén (1:5 000)
fue agregado, se incub6 mismas condiciones y lavé tres veces con PBST. Se
adicionaron 50 ul de anticuerpo anti-anti-tiburon RAY-HRP (1:1 000), se incubd
misma condiciones y se hicieron tres lavados con PBST. Finalmente se
adicionaron 50 pl de solucién reveladora ABTS 20 mg/ml (acido 2,2’-azino-bis(3-
elitbenzotiazolin-6-sulfonico) en buffer de citratos (acido citrico 50 mM, NazCgHs0-
‘H,O 50 mM, pH 4.1) y peréxido de oxigeno al 30% (H.0), se incubd en oscuridad
a temperatura ambiente por 15 min y se determin6 su absorbancia a 405 nm en un
lector de placas de ELISA (BioRad). El ensayo se realizd por triplicado, como
control negativo se utiliz6 BSA al 1% y como positivo el suero de un tiburén

inmunizado contra otro antigeno.
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6.2 Obtencidn de una biblioteca inmune de fragmentos VNAR de anticuerpos
de tiburon.

6.2.1 Extraccién del bazo del tiburdn Heterodontus francisci inmunizado para
obtencion de ARN total.

En condiciones de asepsia se sacrific6 el tiburén Heterodontus francisci
previamente inmunizado. ElI material empleado fue lavado con agua con dietil-
pirocarbonato al 0.1% (DEPC) para evitar la accion de las enzimas ribonucleasas
(ARNasas). Por diseccion se extrajo el bazo, se lavoé con agua con DEPC 0.1% y
se homogeniz6 en 20 ml de TRI Reagent (Sigma) con un homogenizador
mecanico. La muestra se centrifugd (12, 000 x g, 10 min, 4 °C), se recuperd el
sobrenadante en un tubo conico limpio y se agregaron 10 ml de isopropanol. La
mezcla se incubd 10 min a temperatura ambiente y se centrifugd en las mismas
condiciones. EIl sobrenadante se decantd y el precipitado formado en el fondo del
tubo se lavd con 20 ml de etanol 75%. El precipitado se dej6 secar y se
resuspendié en 1 ml de agua con DEPC. Se hicieron alicuotas tres alicuotas y se
almacenaron a -80 °C. La concentracion del RNA se determin6 mediante un
espectrofotometro NanoVue (GE Healthcare). La calidad de ARN se evalué
mediante electroforesis en gel de agarosa de acuerdo a la metodologia propuesta

por Masek y colaboradores (2005).

6.2.2 Sintesis de ADN complementario (ADNc) y Amplificacién del fragmento
VNAR.

Para la sintesis de ADN complementario (ADNc) se realizaron 2 reacciones de
retrotranscripcion empleando el kit Superscript® 1l First Strand Synthesis
Supermix de Invitrogen. En un tubo estéril de 0.2 ml se mezclaron 5 pg de ARN
total de bazo de tiburén, 1 pl de dNTP 10mM y 0.5 pl de oligonucledtido reverso

R564 10 mM (Tabla 3) y se completé la reaccion con agua con DEPC para un
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volumen final de 8 ul. Se incubé a 65°C por 5 min y en hielo por 1 min.
Posteriormente se agregaron 4 pl de 5X First strand buffer, 1 ul de DTT 0.1 M, 1
pl del RNase OUT y 2 pl de enzima SuperScript Il RT. La mezcla se incub6 a 55
°C por 60 min y a 70 °C por 15 min. Las reacciones se almacenaron a -20° hasta

su posterior analisis.

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados en la amplificacién y la secuenciacion.

Nombre Secuencia (56— 3)

F557 AGGCGGGGCCCAGGCGGCCATGGCCGCACGGCTTGAACAAACACC
F558 AGGCGGGGCCCAGGCGGCCATGGCCCAACGGGTTGAACAAACACC
F559 AGGCGGGGCCCAGGCGGCCATGGCCACAAGGGTAGACCAAACACC
F560 AGGCGGGGCCCAGGCGGCCATGGCCGCAAGGGTGGACCAAACACC
F561 AGGCGGGGCCCAGGCGGCCATGGCCGCATGGGTAGACCAAACACC
F562 AGGCGGGGCCCAGGCGGCCATGGCCGCAAGCCTGGACCAAACACC
F563 AGGCGGGGCCCAGGCGGCCATGGCCGCATTGACGGACCAAACACC
R564 GTGGAGCAGGCCGGCCTGGCCCGTTCACAGTCAGCACGGTGCCAGCTC
Ompseq AAGACAGCTATCGCGATTGCAG

Gback GCCCCCTTATTAGCGTTTGCCATC

*En negritas se indica el sitio de restriccion para la enzima Sfi |

Los fragmentos variables de IgNAR (VNAR) fueron amplificados mediante la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR del término en inglés Polymerase
Chain Reaction) con una mezcla de siete oligonucleétidos sentido (F557, F558,
F559, F560, F561, F562 y F563) y uno antisentido (R564) los cuales son
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especificos para amplificar los fragmentos variables de IgNAR e incluyen un sitio
de restriccion para la endonucleasa Sfi | (Tabla 3). El volumen de cada reaccién
de PCR fue de 25 pl la contenia amortiguador de Green GoTaq Flexi 1X, MgCl, 3
mM, 0.2 mM de cada nucleétido, 0.4 uM de cada oligonucleétidos sentido, 0.8 uM
de oligonucleétido antisentido, 1U de GoTag ® DNA Flexi polimerasa (Promega) y
2 pl de ADNc. Las condiciones del PCR empleadas se indican en la tabla 4.

Tabla 4. Condiciones para lareaccion de PCR.

Ciclos Temperatura Tiempo
1 95°C 2 min
95°C 30s
30 49 °C 45s
72°C 45 s
1 72°C 10 min
4°C 0

Los productos de PCR fueron evaluados mediante electroforesis en un gel de
agarosa (1.8 %). Una vez que se corrobor6 el tamafio de las bandas, se procedio

con su recuperacion mediante el kit comercial QIAquick gel purification (Quiagen).

6.2.3 Obtencion del vector pComb3X

El vector utilizado en este trabajo fue el pComb3X-scFv (Barbas et al. 2001).
Algunas de las caracteristicas de este vector incluyen: sitios de restriccidon para la
endonucleasa Sfi | para la insercion de un gen y su despliegue en fago, el
promotor LacZ inducible por IPTG (isopropil-B-D-tio-galactosido) que promueve su

expresion, un gen de resistencia a ampicilina, secuencias especificas que
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permiten su purificacion (6xHis) e inmunodeteccion (HA) asi como un codén de
paro ambar para detener la traduccion de la proteina de interés.

Con el proposito de obtener plasmido en cantidad suficiente para este trabajo, se
llevé a cabo su purificacion mediante lisis alcalina a partir de células E. coli TOP
10 que contenian este vector. Se inocularon por triplicado 3 ml de medio LB (Luria
Bertani) con carbencilina (Triptona 1%, Extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.5%,
Carbencilina 100 pug/ml) con una colonia aislada y se incubd a 37°C por 12 hrs a
250 rpm. Las células del cultivo fueron recuperadas en un tubo de microcentrifuga
mediante centrifugacién (16,000 x g, 5 min) y resuspendidas en 100 ul de solucién
GTE (Glucosa 50 mM, Tris-HCI pH8 25mM, EDTA 10mM) y ribonucleasa A 10
mgl/ml (2%). Se agregaron 200 pyl de hidoxido de sodio (NaOH) y dodecilsulfato
sédico (SDS) [NaOH 0.2M, SDS 1%], se mezcld por inversion y se incubd 5 min
en hielo. Se adicionaron 150 pl de Acetato de potasio 5M pH 4.8, se mezcld por
inversion y se incubd en hielo por 10 minutos. Se centrifugd (16,000 x g, 15 min)
y el sobrenadante se transfirio a un tubo de microcentrifuga (=400 pl). Se
adicionaron 800 pl de etanol, se incubd a -75 °C por 30 minutos y se centrifugo
(16, 000 x g, 15 min). El sobrenadante se descartd, se agregdé 1 ml de etanol al
70% y se centrifugd. Nuevamente se descartd el sobrenadante y el precipitado
(ADN) una vez secado, se resuspendié en 30 ul de agua desionizada estéril. El
vector purificado fue cuantificado con un espectrofotometro NanoVue (GE
Healhtcare) y evaluado su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa
(0.8%).

6.2.4 Digestion del fragmento vNAR y del vector de clonacién pComb3x

Los fragmentos VNAR y el plasmido pComb3X-scFv obtenidos en los apartados
6.2.2 y 6.2.3, respectivamente, fueron digeridos con la endonucleasa Sfi |

(Promega).
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El volumen de reaccién fue de 20 pl y contenia 10 pug de vector, 5 U de la enzima
Sfi 1, amortiguador de la enzima de restriccion 1X y BSA acetilado 0.1 pg/pl. La
reaccion se incubo 5 hrs a 50 °C e inactivada a 65 °C por 10 min. En el caso de

los fragmentos de VNAR la cantidad utilizada fue de 1.8 ug.

Una vez concluida la digestion del vector, esta fue analizada mediante
electroforesis en un gel preparativo de agarosa (1%). Las bandas
correspondientes a los fragmentos de 3,350 pb (vector cortado en sus dos sitios
de restriccion) y 750 pb (fragmento de relleno) fueron escindidas y purificadas
mediante el kit comercial QIAquick Gel Extraction (Qiagen). En el caso de los
fragmentos VNAR estos fueron purificados directamente mediante el kit QIAquick
PCR Purification (Qiagen).

6.2.5 Preparacién de células electrocompetentes E. coli cepas ER2537.

Se prepararon alicuotas de células electrocompetentes de E coli cepas ER2537 y
TOP10F". A partir de una colonia aisladas en placas con medio LB sin antibiotico
se inocularon 15 ml de medio Super Broth (SB) sin antibiético (Triptona 3.2%,
Extracto levadura 2%, NaCl 0.5%, pH 7.5) y se incub6 con agitacion (250 rpm) a
37 °C por 12 h. Posterior al tiempo de incubaciéon se tomaron 3.0 ml del cultivo
para inocular 500 ml de medio SB suplementado con 10 ml de glucosa 20% y 5 ml
de MgCl, 1 M y se incubé mismas condiciones. Cuando el cultivo alcanzé una
densidad de DOggo= 0.7 fue transferido a tubos cénicos de 50 ml los cuales se
incubaron en hielo por 20 min. Se centrifugdé (4,500 rpm, 20 min, 4 °C) y se
descarto el sobrenadante. El botdn celular se resuspendio en 50 ml de glicerol al
10% frio, se centrifugd nuevamente, mismas condiciones y se descarté el
sobrenadante. El proceso descrito anteriormente se repiti6 tres veces mas
reduciendo el numero de tubos a 5, 2 y 1, respectivamente. Cabe mencionar que

en este proceso los tubos siempre se mantuvieron en hielo. ElI concentrado final
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de células se resuspendio con 2.0 ml glicerol al 10% y se hicieron alicuotas de 50
pl, 100 pl'y 300 pl las cuales se almacenaron a —75 °C.

6.2.6 Ligacion de la biblioteca de VNAR y del vector pComb3x a pequefia

escala.

A partir de los fragmentos VNAR y el vector obtenido previamente (6.2.4) se
procedi6 a su ligacibn a pequefia escala empleando la enzima T4 ligasa
(Promega). Como control positivo se la reaccion de ligacién se emple6 el vector
digerido y el fragmento de relleno. El volumen de cada reaccion fue de 20 pl y se
emplearon 5 U de T4 ligasa, amortiguador de ligacion 1X y 100 ng de vector en
una proporcion 1:1, 1:3 y 1:5 (vector:inserto). Posterior a su incubacion por 12 h a
temperatura ambiente, la enzima fue inactivada a 65 °C por 15 min y la reaccion

almacenada a -20 °C hasta su empleo posterior.

6.2.7 Transformacion

Los productos de cada ligacibn se emplearon para transformar de células
electrocompetentes E. coli ER2537. La mezcla de 50 pl de células
electrocompetentes y 2 ul de la reaccion de ligacion fue transferida a una celda
para electroporar estéril (0.2 mm) previamente enfriada y se electropor6 con un
electroporador Micropulser (BioRad) a 200 Q, 2.5kV y 25uF y 4 ms. Las células se
recuperaron con 3 ml de medio SOC (2% triptona, 0.5% extracto de levadura,
0.05% NacCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCI2, 20 mM glucosa) e incubaron durante 1 h
a 37 °C y 250 rpm. Transcurrido el tiempo de incubacién, se agregaron 7 ml de
medio SB, se tomaron 10 pl y 100 ul del cultivo y se sembraron en placas con
medio LB agar con carbenicilina (100 pg/ul) las cuales se incubaron por 12 h a 37
°C. Dado que el vector posee el gen de resistencia a este antibiotico, el

crecimiento de colonias nos indicaria que las células fueron transformadas
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exitosamente. La eficiencia de la ligacion y transformacion se expres6 como

unidades formadoras de colonias (UFC).

El calculo del tamafio de la biblioteca se realizé por medio de la siguiente férmula:

wolmenfinlde aligain 4 pimerpgeypc 1 ~uMEndealio_ Ninero ot

volumen de  lgaci6n transformada Volumen desiembra  de ransfomante

(1)

6.2.8 PCR de colonia

Se seleccionaron 15 colonias al azar obtenidas en el paso anterior (6.2.6) para su
analisis mediante PCR de colonia y determinar la presencia de fragmentos vVNAR.
Para la reaccion de PCR de colonia se emplearon los oligonucle6tidos ompseq y
gback (Tabla 2). El volumen de reaccion de PCR fue 25 pl, la cual contenia
amortiguador de PCR 1X, MgCl, 3 mM, desoxirribonucledétidos trifosfato (ANTP’s)
0.2 mM, oligonucle6tidos ompseq 0.2 uM, oligonucledtido gback 0.2 uM, 1.25 U de
GoTaq Flexi DNA polimerasa (Promega) y como templado un fragmento de la
colonia. Las condiciones de la reaccion de PCR fueron las especificadas en la
Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de PCR de colonia

Ciclos Temperatura Tiempo
1 95°C 2 min
30 95° C 30s
58° C 45 s
72°C 45s

1 72°C 10 min

4° C o0
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Los productos de la amplificacion fueron analizadas mediante electroforesis en un

gel de agarosa 1.8%.

A partir de las clonas que presentaron el fragmento de tamafio esperado se hizo
un cultivo con 3 ml de medio LB con carbenicilina (100 mg/ml) y se purifico el
plasmido mediante lisis alcalina (Sambrook y Russel, 2001). EI ADN purificado fue
evaluado en un gel de agarosa (0.8%) y cuantificado con un espectrofotometro
NanoVue (GE Healthcare).

6.2.9 Secuenciacion

Los plasmidos purificados fueron enviados a la empresa Seqxcel, (San Diego,
California) para su secuenciacion de acuerdo a las indicaciones sugeridas por la
misma. Cada reaccion consistié de 1ug de plasmido y 6.4 pmol de oligonulce6tido

gback en un volumen final de 12pl.

Una vez que se recibieron las secuencias, estas fueron analizadas con los

servidores Expasy Bioinformatic Resource Portal (http://expasy.org/) y el paquete

informatico Multiple Sequence Alignment (Corpet, 1988). Las caracteristicas
analizadas en cada secuencia fuero: la presencia de fragmentos VNAR, la
ausencia de sitios de paro dentro del fragmento VNAR y su correcto marco de
lectura. Finalmente las secuencias con estas caracteristicas fueron seleccionadas

y comparadas con las previamente aisladas en trabajos previos.

6.2.10 Ligacion de la biblioteca de VNAR y del vector pComb3x a gran escala

La reaccién de ligacién a gran escala se realizé en un volumen final de 200 pl los
cuales contenian amortiguador de ligacion 1X, 1.3 ug de vector pCOMb3X
digerido, 400 ng de los fragmentos VNAR y 10 U de T4 ligasa. La reaccion se

incubd por 12 h a temperatura ambiente.


http://expasy.org/
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6.2.11 Precipitacion de la reaccién de ligacion

El volumen total de ligacion a gran escala se mezclé con las ligaciones a pequefia
con el proposito de concentrarla mediante precipitacion. A los 250 pl de reaccion
de ligacion se adicion6 1 ul de glicogeno, 25 ul de acetato de sodio 3M pH 5.2 y
550 pl de etanol. La mezcla se incubo (12 h, -80 °C) y se centrifug6 (16, 000 x g,
15 min, 4 °C). Se descart6 el sobrenadante, se lavé el precipitado dos veces con
1 ml de etanol 70% y se secd. El precipitado se resuspendié en 30 ul de agua
desionizada estéril y se almacendé a -20 °C hasta su empleo.

6.3 Seleccion de fragmentos VNAR especificos de la bibliotecainmune.
6.3.1 Preparacién de fago ayudador (VCSM13)

Con el propésito de contar con fago ayudador (VCSM13) recién preparado, 2 mi
de medio SB inoculado con 2 ul de células E. coli ER2738 e incubado por 1 ha 37
°C fue infectado con 1 pl de una dilucién de 10 de fago ayudador VCSM13. Se
incub6é 15 min a temperatura ambiente y se sembré en placas de LB agar las
cuales fueron incubadas por 12 h a 37 °C. Al siguiente dia, 10 ml de medio SB
inoculados con 10 pL de células E. coli ER2738 fueron incubados por 1 h a 37 °C
y 250 rpm. Posteriormente, al cultivo se agreg6 una colonia aislada, de las placas
LB sembradas el dia anterior, y se incubd por 2 h, a 37 °C y 250 rpm). El cultivo
fue transferido a un matraz de 2 L con 500 ml de medio SB y 700 pL de
kanamicina (50 mg/ml), y se incub6 por 12 h, mismas condicione. El cultivo se
vacid a tubos cénicos de 50 ml y centrifugado (3, 000 x g, 20 min) previa
incubacion a 70 °C por 20 min. El sobrenadante se decanté a tubos nuevos y se

almacend a 4 °C.

Para determinar la eficiencia de infeccién, se hizo un cultivo de 2 ml de medio SB
con 2 uyl de células y se incub6 1 h a 37 °C y 250 rpm. Un volumen de 50 ul de
este cultivo se infectd con diferentes diluciones del fago ayudador (107,108,109,
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se incubaron por 15 min a temperatura ambiente y se sembraron en cajas de LB
agar por 12h a 37 °C. Se registré el numero de colonias y se calculo la eficiencia

de transformacion.

6.3.2 Amplificacién de la biblioteca inmune

A partir de los 30 ul de la ligacion obtenida en el paso anterior se llevaron a cabo
cuatro electroporaciones como se describe en el apartado 6.2.7. En cada
electroporacion se emplearon 7.5 ul de la reaccion ligacion y 100 ul de células
electrocompetentes E. coli ER2738 las cuales fueron recuperadas con 2 ml de
medio SOC. Las células recuperadas se incubaron por 1 h (37 °C, 250 rpm) en un
tubo conico, posterior a este tiempo se adicionaron 7 ml de medio SB y 3.0 ul de
carbenicilina (100 pg/ul). Se tomaron alicuotas de 10 pyL y 100 yL del cultivo y se
sembraron en placas con medio LB agar con carbenicilina (100 pg/ul) las cuales
se incubaron a 37 °C por 12 h. El resto del cultivo (15 ml) se incub6 por 1 h mas,
mismas condiciones. Posterior a ese tiempo se adicion6 4.5 upl de carbenicilina
(100 mg/ml) y se incubd por otra 1 h. El cultivo fue transferido a un matraz de 500
ml al que se le agregaron 2 ml de fago ayudador VSCM13, 185 ml de medio SB y
92.5 ul de carbenicilina. Se incubd por 2h, se adicionaron 280 ul de kanamicina
(50 mg/ml) y se dejo incubando por 12 h.

El cultivo se transfirié a tubos cénicos de 50 ml y se centrifugaron (4,000 x g, 15
min, 4 °C). Para precipitar los fagos, el sobrenadante se decanté a un matraz
estéril de 250 ml, se agregaron 8 g de glicolpolietileno 8000 (PEG 8000) y 4 g de
cloruro de sodio (NaCl) y se mezclo (5 min, 37°C, 300 rpm). El matraz se incubd
en hielo por 30 min, posterior a ese tiempo su contenido fue vertido a tubos
conicos de 50 ml. Previa centrifugacion (10,000 x g, 20 min, 4 °C), el
sobrenadante fue descartado y el botén de fagos secado a temperatura ambiente.
Los fagos fueron resuspendidos en 2 ml de BSA 1 % en PBS y centrifugado

nuevamente (14,000 x g, 15 min). Finalmente el sobrenadante fue filtrado (0.2
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pum), etiquetado como la ronda 0 (R0O) y empleado para la ronda 1 de seleccion. Se
hizo el conteo del nimero de colonias en placas de LB, se calculd la eficiencia de
la transformacion y el resultado se expresdé como unidades formadoras de colonias
(UFC).

6.3.3 Rondas de Seleccidn

Se inmovilizaron 50 pl de veneno total de L. mactans (5 pg/ ul) en dos pozos de
una placa de ELISA Costar EI/RI (Corning, Inc.) durante 12 h a 4 °C. Se descart6
el veneno, se bloque6 por 1 hr a 37°C con 150 pl de BSA 3% en PBST y se incub6
1 hr a 37 °C. Posterior al bloqueo, se descartd el contenido de los pozos y se
agregaron 50 pl de los fagos obtenidos previamente (R0O) y se incubé por 2 h a 37
°C. Una vez concluido el tiempo de incubacién se procedié con los lavados
astringentes, los cuales consistieron en subir y bajar cinco veces 150 ul de PBST
en cada pozo, incubando 5 min a temperatura ambiente entre cada lavado. Este
proceso se repitié en cada una de las rondas de la siguiente manera, 5 lavados
para la ronda 1, 10 para la ronda 2, 15 para la ronda 3 y 20 para la ronda 4.
Después de los lavados, se agregaron 50 pl de tripsina (10 mg/ml en PBS) recién
preparada y se incubd por 30 min a 37 °C. Se lavo vigorosamente 10 veces y los
fagos fueron transferidos a un cultivo cultivos de E. coli cepa ER 2738 de 2 ml con
una ODgpo=1. Se incubo6 a temperatura ambiente 15 min para permitir la infeccion

y se agregaron 6 ml de medio SB y 1.6 pl de carbenicilina (100mg/ml).

Para establecer el titulo de entrada, en paralelo se crecié un cultivo de E.coli cepa
ER2738 en 2 ml de medio SB a una DOgoo=1, se tomaron 50 pl y se infectaron con
1 pl de una dilucién 10 de la preparacién de fagos (obtenida en la ronda 0 6 a la
ronda anterior a la que se va a obtener). Las células infectadas fueron incubadas
15 min a temperatura ambiente y sembradas en un placa de LB con carbenicilina
(100 mg/ml) la cual se incub6 12 h a 37 °C.
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El titulo de salida, es decir, la estimacién de las clonas infectadas después de los
lavados, se calcul6 a partir del cultivo de 8 ml. Para lo cual se tomaron 2 ul y se
diluy6é en 200 ul de medio SB, de los cuales se sembraron 10 y 100 pl en placas
de LB agar con carbenicilina (100 mg/ml). Los titulos de entrada y salida se
determinaron mediante el nimero de transformantes al multiplicar el nimero de
colonias por el volumen de cultivo y dividir entre el volumen extendido en placa,

todo multiplicado por el factor de dilucion.

El cultivo de 8 ml se incub6 por 1 hr a 37 °C y 250 rpm, se agregaron 2.4 ul de
carbenicilina (100 mg/ml) y se continu6 con la incubacién bajo las mismas
condiciones. Posteriormente se transfirid a un matraz de 500 ml, se adiciond 1 ml
de fago ayudador VCSM13, 91 ml de medio SB y 46 pl de carbenicilina (100
mg/ml) y se incub6 por 2 h mas. Finalmente se agregaron 140 pl de kanamicina
(50 mg/ml) y se por 12 h a 37 °C y 250 rpm.

La precipitacion de los fagos a partir del cultivo se realiz6 como se describe en el
apartado 6.3.1. Con la diferencia que a partir de esta ronda se emplearon 4 g de
PEG y 3 g de NaCl. Los fagos obtenidos fueron empleados para la ronda
subsecuente. Este procedimiento de seleccion de fagos fue el mismo para las

siguientes 4 rondas.

6.3.4 Busqueda de clonas con el inserto VNAR por PCR y purificacion de

plasmido

A patrtir de la ultima ronda de seleccién (Ronda 4) se seleccionaron veinte clonas y
se evaluaron mediante PCR de colonia para corroborar la presencia del fragmento
VNAR. A partir de las clonas que presentaron el fragmento del tamafio esperado
se purifico el plasmido por lisis alcalina para su posterior analisis de
secuenciacion. Se procedié de acuerdo a lo descrito en los apartados 6.2.8. y
6.2.9.
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6.4 Expresion de la proteina VNAR recombinante

Una vez que se seleccionaron aquellos plasmido con los VNAR en correcto marco
de lectura, estos fueron empleados para transformar células E. coli cepa BL21
(D3) y proceder con la expresion de la proteina recombinante. La proteina VNAR
recombinante expresada bajo el control del promotor inducible por IPTG presenta
secuencias especificas para su inmunodeteccion (epitopo HA) y purificacién
(6xHis).

La transformacion se realizO como se describe en el apartado 6.2.7. Con el
propdsito de confirmar la presencia del inserto de interés, se analizaron cinco

colonias mediante PCR como se describe en el apartado 6.2.8.

6.4.1 Induccién

Las clonas seleccionadas se crecieron en 5 ml de medio SB con 5 pl de
carbenicilina (100 mg/ml), durante 12 h a 37 °C y 250 rpm. El cultivo se vacié en
un matraz Fernbach que contenia 500 ml de medio SB y 500 pl de carbenicilina
(100 mg/ml), incub6 a 37 °C y 250 rpm hasta que alcanz6 un DOggo= 0.6. Una
vez que alcanzé la DO, se indujo agregando 1 ml de IPTG 0.5 M e incubando por
6 horas, mismas condiciones. Transcurrido el tiempo de induccion se centrifugé el
cultivo (4,000 x g, 20 min, 4 °C). Se descarto el sobrenadante y el botdn celular se
almacen6 a -20°C hasta su procesamiento. Adicionalmente, como control negativo
se empled un cultivo de la cepa BL21 (DE3) sin transformar, el cual se indujo de la

misma manera, excepto porgue en este caso no se adicion6 carbenicilina.

6.4.2 Extraccion periplasmica de la proteina vVNAR recombinante

El botdn celular correspondiente a 100 ml de cultivo se resuspendié en 50 ml de

una solucién de 30 mM Tris-HCI y 20% sacarosa a pH 8.0. La mezcla se transfirié
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a un vaso de precipitado en un bafio con hielo con agitacion suave, se agregé 100
pl de EDTA 500 mM y se incubd por 10 min mas. La mezcla se centrifugd (8,000 x
g, 20 min, 4 °C) y se descarto el sobrenadante. El boton celular se resuspendio en
50 ml de MgSO4 5 mM frio y se transfirié a un vaso de precipitado en un bafo para
su incubacion con hielo durante 10 minutos y agitacion suave. Se centrifugd (8,000
X g, 20 min, 4 °C), se recupero el sobrenadante y se almacené a -20 °C.

6.4.3 Purificacion de la proteina VNAR recombinante

El extracto periplasmico se purificO mediante cromatografia de afinidad empleando
la resina Ni-NTA (Quiagen) la cual tiene afinidad por la secuencia de histidinas

gue presenta la proteina VNAR recombinante.

En una columna de plastico con 15 ml de capacidad se agreg6é 1 ml de resina Ni-
NTA y se dej6 sedimentar por gravedad. Una vez que se descartd el
sobrenadante, la resina se lavé con 3 ml de PBS 1X y se equilibré con 12 ml de
amortiguador de lavado (50 mM NaH,PO,4, 300mM NacCl, 20 mM Imidazol, pH 8.0).
Posteriormente, la columna fue transferida a un cuarto frio (4 °C) donde mediante
gravedad se pasoO dos veces el extracto periplasmico. Se procedioé con el lavado
de la columna con 20 ml de amortiguador de lavado y con la elucién de la
proteina recombinante con amortiguador de elucién (50 mM NaH,PO,4, 300mM
NaCl, 250 mM Imidazol, pH 8.0) en cinco fracciones de 0.5 ml cada uno.
Finalmente la columna se lavd con 15 ml de amortiguador de lavado y se

almacend a 4 °C con etanol al 20%.
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6.5 Analisis de la proteina VNAR recombinante
6.5.1 ELISA de expresion

La expresion de la proteina recombinante en los extractos periplasmicos se evaluo
mediante un inmunoensayo ELISA. Para ello, se inmovilizé 50 pl de extracto
crudo en una placa de ELISA por triplicado durante 12 h a 4 °C. Posteriormente,
se agregaron 150 pul de solucion de bloqueo (BSA 3% en PBS 1X) y se incubd a
37 °C durante 1 hora. Se descarté el contenido de los pozos, se hicieron tres
lavados con PBST y se agregaron 50 pl de una dilucién 1:1000 de un anticuerpo
anti-HA-HRP (Roche) en BSA1% en PBS 1X. Se incub6 por 1 h a 37 °C, se
descarto el contenido de los pozos y se lavo tres veces con PBST. Finalmente, se
llevé a cabo el revelado con 50 pl de sustrato 3,3,5,5’ tetrametilbenzidina (TMB) e
incubando por 15 min a temperatura, se agregé 50 pl de acido sulfurico 1M
(H.SO4) y se determind su absorbancia a 450 nm en un lector para placas de
ELISA (BioRad). Como control negativo de la expresion se utilizdé extracto

periplasmico de la cepa E. coli BL21 (DE3) sin transformar.

6.5.2 ELISA de reconocimiento de la proteina vVNAR recombinante

Se realiz6 un ELISA de reconocimiento con los extractos periplasmicos por
triplicado. Se utilizé una placa de ELISA de 96 pozos donde se inmovilizaron 50 pl
de veneno total de L. mactans (25 pg/ml) durante 12 h a 4 °C. Posteriormente se
blogued con 150 pl de BSA 3% en PBS 1X durante 1 h a 37 °C y se lavo tres
veces con PBST. Se agregaron 50 ul de cada uno de los extractos crudos
obtenidos en la extraccion periplasmica y se incub6 a 37 °C por 1 hora. El resto

del procedimiento se realizd6 como se describe en el apartado 6.5.1.
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6.5.3 Electroforesis desnaturalizantes en tricina (Tricina-SDS-PAGE)

El andlisis electroforético de las proteinas se realizé en geles de poliacrilamida al
12% de acuerdo a lo descrito por Schagger y von Jagow (1987). Las condiciones
de corrida fueron de 50 mA con un voltaje > 150 V, hasta que el frente de azul de
bromofenol alcanzé la base del gel. Los geles fueron tefiidos con azul de
coomassie R-250 y secados en un desecador de Gel Dryer (BioRad). El extracto

periplasmico de las células BL21 sin transformar se empled como control negativo.

6.5.4 Inmunodetecciéon (Western Blot)

La presencia de las proteinas VNAR recombinantes tanto en los extractos crudo
como en las fracciones purificadas, fue evaluada por el método de Western blot.
Para ello, como primer paso, fue necesario realizar su electroforesis

desnaturalizante en tricina como se describe en el apartado 6.5.3.

Posterior a la electroforesis se realizd una electrotransferencia semiseca
mediante un sistema de transferencia Semi-Dry Electroblotter (CLP), una
membrana de nitrocelulosa Trans-Blot Transfer Medium de 0.45 um (BioRad) y
amortiguador Towbin 1X (25 mM Tris base, 192 mM glicina, y 20% metanol)
(Harlow y Lane, 1988). Las condiciones de transferencia fueron 200 mA constante

por 1 h, manteniendo el voltaje menor a 20 V.

Una vez concluida la transferencia, se procedi6 con la inmunodeteccion
empleando el anticuerpo anti-Ha (Roche). Para ello la membrana fue lavada con
PBST durante 5 min y posteriormente bloqueada con leche descremada 5%
(Svelty) en PBST por 2 h a temperatura ambiente con agitacibn moderada.
Posteriormente se incubo mismas condiciones, con leche descremada 1% en
PBST y el anticuerpo anti-HA (Roche) en una dilucién 1.1000. La membrana se

lavd tres veces con PBST por 5 minutos y se procedi6 con su deteccién
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colorimétrica mediante el reactivo Novex HRP Chromogenic Substrate (TMB)

(Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones proporcionadas por el proveedor.

6.5.5 Didlisis

Las fracciones purificadas donde se detectd la presencia de la proteina VNAR
recombinate fueron dializadas mediante un cartucho de didlisis Slide-A-Lyzer G2
de 7,000 MWCO (Pierce) de acuerdo a las instrucciones proporcionadas por el
proveedor y empleando PBS 1X como amortiguador.

6.5.6 Cuantificacion

Para determinar la concentracién de las proteinas se utilizé el kit de Micro BCA
Protein Assay (Pierce), en la cual se determina las proteinas totales presentes en
la muestra. Este método emplea el acido bicinconinico (BCA), un compuesto
capaz de formar un complejo plrpura intenso con iones Cu'" unidos a ciertos
aminoacidos presentes en las proteinas. Se utiliz6 (BSA) como proteina estandar
y a partir de una solucién madre (2 mg/ml) se hicieron diluciones para obtener las
concentraciones de 200 pg/ml, 40 pg/ml, 20 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, 2.5 pg/mly 1
pg/ml. Se utilizé6 una placa de ELISA de 96 pozos a la que se agregaron, por
triplicado, 150 pl de cada proteina estandar y de las muestras problema. Se
procedio de acuerdo a las instrucciones dadas por proveedor. La placa se ley6 en
un espectrofotometro de placa (Thermo Scientific) a una absorbancia de 562 nm.

Finalmente, los datos fueron graficados y se construyo la curva estandar.
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6.6 Evaluacioén de la actividad del veneno de L. mactans en ratones

Previo al bioensayo para evaluar la capacidad neutralizante del veneno de L.
mactans mediante las proteinas VNAR recombinantes purificadas, se realiz6 una
prueba para determinar la dosis letal media era DLso= 8 pg/ raton (Daly, et al.,
2001). Para este ensayo se utilizaron grupos de ratones de la cepa CD1, los
cuales fueron pesados y marcados para su identificacion. El veneno total de viuda
negra fue diluido en 200 pl PBS 1X e inyectado via intraperitoneal a dos ratones
con 2DLsp, 3DLsg, 4DLsg, 6DLsg, 8DLsp Yy 10DLsg, como control negativo se inyecto
un ratén con 200 pl de PBS 1X. El comportamiento de los ratones fue evaluado y

registrado por un periodo de 48 hrs.
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7. Resultados
7.1 Inmunizacién del tiburén

Los titulos de anticuerpos de tiburén H. francisci re-inmunizado con veneno total
de la arafia L. mactans durante el periodo de junio a julio de 2011 se presentan en
la figura 11. La tendencia mostré un claro incremento conforme se realizaron las
inmunizaciones por lo que se decidio a sacrificar al organismo para la extraccion

del bazo.
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Figura 11. Representacion grafica de los titulos de anticuerpos presentes en el suero
del tiburén inmunizado con veneno total de L. mactans.
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7.2 Extraccién del bazo del tiburdn y obtencion de ARN total.

A patrtir del bazo del tiburon inmunizado con veneno total de L. mactans, se obtuvo
3.9 mg de ARN total con una concentracion de 3.9 pg/ul. La integridad del ARN
purificado se evalué en gel desnaturalizante al 1.2% de agarosa (Figura 12) y a

partir de este se realizo la sintesis del ADNc de los fragmentos de VNAR.

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa (1.2%) de 3.9 pg de ARN total de bazo del
tiburén inmunizado con veneno total de la arafia L. mactans.

7.3 Amplificaciéon y del fragmento vNAR por PCR

Para la amplificacion de los fragmentos VNAR se realizaron reacciones de PCR
empleando ADNc como templado y una mezcla de siete oligonucledtidos sentido y
uno antisentido. Los productos de PCR amplificados fueron evaluados en un gel
de agarosa al 1.8% y presentaron un tamafo alrededor 400 pb el cual
corresponde al esperado. (Figura 13). Con el propésito de contar con una cantidad

suficiente de ADN para posteriores analisis, se realizaron varias rondas de PCR.



57

400 pb
300 pb

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1.8% de los fragmentos vNAR
amplificados por PCR. El carril M corresponde al marcador de peso molecular de 100
pb (Promega). Carriles 1 y 2 corresponden al fragmento amplificado de
aproximadamente 400 pb. El carril C+ corresponde a un fragmento vNAR como control
positivo.

7.4 Obtencion de vector pComb3X-scFv

De un cultivo de 9 ml de células E. coli cepa TOP 10 transformadas con el vector
pComb3x, se purificé 0.6 mg de plasmido con una concentracion de 4.07 ug/ul. La
integridad del vector fue evaluada en un gel de agarosa al 0.8% en el cual se
observaron dos bandas correspondientes a la conformacion relajada y super-

enrrollada del vector (Figura 14).
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Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% del vector pComb3X-scFv purificado
mediante lisis alcalina. M, marcador molécular 1Kb (Promega), Carril 1, vector
pComb3X-scFv.

7.5 Digestién de los fragmentos VNAR y vector pComb3X-scFv

Los fragmentos VNAR amplificados por PCR y el vector purificado fueron digeridos
con la endonucleasa Sfi | y purificados nuevamente. Mientras que en el caso de
los fragmentos VNAR, estos fueron purificados directamente de la reaccion de
digestién, para el vector fue necesario realizar una electroforesis en un gel
preparativo de agarosa (1%) (Figura 15). La electroforesis en un gel preparativo
tuvo como objeto recuperar los dos fragmentos que se generan de su digestion
con la endonucleasa Sfi I. EI fragmento de 3,350 pb corresponde al vector
digerido en ambos sitios de corte (pComb3X) y el 750 pb al fragmento de relleno
(scFv).



59

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la reaccion de digestion del vector
pComb3X-scFv con enzima Sfi I. Carril M: marcador de peso molecular de 1 kb
(Promega). Carril 1: vector pComb3X-scFv si digerir. Carril 2: vector digerido, la banda
de 3350 pb corresponde al vector digerido y la 750 pb al fragmento de relleno.

Los productos purificados de la digestion con la enzima Sfi | fueron evaluados en
un gel de agarosa donde se corroboré su integridad no observando ningun indicio
de degradaciéon (Figuras 16 y 17). Cabe mencionar que aun cuando se observo
una pérdida importante de ADN, las cantidades obtenidas de los fragmentos y
vector fueron suficientes para proceder con la ligacién. A partir del vector se

obtuvieron 1.5 ug (48.5 ng/ul), fragmento de relleno 510 pg (17 ng/ul) y del vNAR
1.8 pug (59 ng/ul).



60

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la purificacion del vector
pComb3X-scFv digerido y del fragmento de relleno purificado. El carril M, marcador de
peso molecular de 1kb (Promega). Carril 1, vector sin digerir. Carriles 2 y 3 vector
digerido, elucion 1y 2 respectivamente. Carriles 4 y 5, fragmento de relleno elucion 1y
2 respectivamente.

400 pb

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 1.8% de los fragmento vNAR digerido y
purificados. Carriles 1 y 2 corresponde al fragmento vNAR digerido. Carril C+,
fragmento vNAR AG16 como control positivo.
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7.6 Ligacion a pequefia escala y andlisis de clonas

La eficiencia de la ligacion del fragmento VNAR vy del vector digerido a pequefia y
su transformacion fue 1 x 10*. Se eligieron quince colonias al azar para su anélisis

mediante PCR de colonia y corroborar la presencia del fragmento vNAR.

El andlisis electroforético en gel de agarosa (1.8%) de los productos de PCR
mostré que de las quince colonias evaluadas, catorce fueron positivas ya que
presentaron un fragmento de alrededor de 600 pb el cual corresponde al tamafio

esperado (Figura 18).

500 ply e --—'--_--

1000 ]:1!)
750 pb =

EOD i
o0U pbh o

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 1.8% de las reacciones de PCR de colonia
de la ligacion a pequeiia escala. Carril M, marcador molecular de 1kb (Promega).
Carriles 1 al 15, corresponden al nimero de clona analizada de la ligacion a pequeiia
escala, de 600 pb aproximadamente. Carril C+, corresponde a la amplificacion del scFv
de 900 pb presente en vector pComb3X-scFv.
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De las catorce clonas positivas se eligieron diez para el analisis de su secuencia,
previa extraccion plasmidica mediante lisis alcalina. Las clonas seleccionadas
fueron 1,3, 4, 5, 6, 8, 10, 11, 13 y 15, las cuales fueron renombradas del 1 al 10

para fines practicos.

Una vez que se obtuvo la secuencia de bases de las diferentes clonas, se ubico el
fragmento VNAR vy se realiz6 su traducidas a secuencias de aminoacidos De las
diez secuencias analizadas seis se identificaron como VNAR debido a que
presentaron las regiones que los caracterizan: FR1, CDR1, HVR2, HVR4, FRS3,
CDR3, FR4, asi como cisteinas conservadas, una regiéon que codifica para seis
histidinas (para purificacion por cromatografia de afinidad), una secuencia que
codifica para el Hemaglutinina (para inmunodeteccién) y un codon de terminacion
(UAG). Las secuencias con estas caracteristicas fueron las correspondientes a las
clonas 2, 4,5, 7,8y 9 (Figura 19).

FR1 CDR1 HVR2 HVR4

VAQAAMAQRVEQTPKTATRETGESLTINCVET | DSNCGLYGT SWERNDPDS |TDWEHITI| GGRYFESV, NKGAN
VAQAAMAAWVDQTPKTATRETGESLTINCVET | DSNCGLYGT SWERNDPDS |TDWEAITI| GGRYFESV, NKGAN
VAQAAMAAWVDQTPKTATRETGESLTINCVET | DSNCGLYGT, SWERNDPDS | TDWERITI| GGRYFESV] NKGAN
VAQAAMAALTDQTPKTATRETGESLTINCVET | DSNCGLYGT SWERNDPDS |TDWEPITI| GGRYFESV, AKGAN
VAQAAMAASLDQTPRTTTRGTGESLTINCILT | DTRCVLHGT SWERNIPGS |TDWERITI| GRRYIESV, NTGEK
VAQAAMAASLDQTPRTATRETGECVTINCVET | EFTCGICGT SWSRNNPGS |TDWERITI! GGRYVESA KEGAK

& 00 U1 o 9PN

FR3 CDR3 FR4 Sfil 6xHis HA

SFSLOIKDLTVEDSVTEFYCEA| ....VPSFGCDG..... FYCGAGTVLTVN GQAGQ|HHHHHH GAY PYDVPDYAS
SFFLOIKDLTVEDSVTYYCEA| ... .LPSYGCDG..... FYCGAGTVLTVN GQAGQ|HHHHHH GAY PYDVPDYAS
SFSLOIKDLTVEDSVTYYCEA| . ...LPSFGCDG..... F'YCGAGTVLTVN GQAGQ|HHHHHH GAY PYDVPDYAS
SFSLOIKDLTVEDSVTYYCEA| ....LPSVGCDG..... FYCGAGTVLTVN GQAGQ|HHHHHH GAY PYDVPDYAS
SFSLOIKDLTVEDSVTYYCKA | QTGTLGPYACSG. ...NY | YGGAGTVLTVN| GQAGQ HHHHHH| GAY|PYDVPDYAS
SFSLQIKDLSVEDSVTYYCAR| ADTSVHRCATETTILQSL | LRGAGTVLTVN GQAGQ HHHHHH GAY PYDVPDYAS

& 00 U1 W dDN

Figura 19. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las clonas positivas
obtenidas en la ligacion a pequeiia escala.
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Finalmente las secuencias de aminoacidos obtenidas fueron alineadas mediante el
programa MultAlin para su comparacion entre ellas, asi como con otras
secuencias previamente aisladas en el laboratorio de Inmunologia Molecular y
Biotoxinas del CICESE. Este andlisis indico que las secuencias no habian sido

aisladas previamente por los se decidié continuar con la ligacién a gran escala.

7.7 Ligacion a gran escala

A partir de la transformacién de células E. coli cepa ER2738 con la ligacién a gran
escala se obtuvo una biblioteca VNAR inmune de 3 x 10° UFC y fue empleada en

las rondas de seleccion de fagos.

7.8 Rondas de seleccion y analisis de clonas positivas

Los resultados de las titulaciones de entrada y salida en las diferentes rondas de

seleccién se muestran en las figuras 20 y 21, respectivamente.
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Figura 20. Titulos de entrada de fagos en las rondas de seleccion.
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Figura 21. Titulos de salida de fagos en las rondas de seleccion.
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De las placas de LB obtenidas en la ultima ronda (R4) de seleccion, veinte clonas
al azar fueron analizadas mediante PCR de colonia. Los productos amplificados
fueron evaluaron en un gel de agarosa y se observdé que las veinte clonas
presentaron un fragmento del aproximadamente 600 pb, el cual corresponde al
tamafo esperado. Se eligieron 15 clonas para el andlisis de su secuencia y se
encontré que todas presentaron la misma secuencia de aminoacidos, la cual habia
sido aislada en el laboratorio de Inmunologia Molecular y Biotoxinas en un trabajo
previo. Lo anterior se consider6 como contaminacion en el area de trabajo por lo

cual se procedi6 a analizar clonas de la ronda 3 (R3).

Nuevamente, a partir de la ronda tres, se evaluaron 20 colonias al azar mediante
PCR misma que fueron como positivas (Figura 22). Se purificé plasmido de diez

clonas y se procedi6 con el analisis de su secuencia.
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Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 1.8% de la reaccion PCR de colonia de la
tercera ronda de seleccion. Carril M, marcador molecular de 1kb (Promega). Carriles 1
al 20 corresponden a las clonas aisladas de la tercera ronda de seleccion, de 600 pb
aproximadamente. Carril C+ corresponde a un vector pComb3x que contiene un
fragmento tipo vNAR.
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El andlisis de las secuencias correspondientes a las diez clonas de la ronda tres
mostrdé que solo cuatro eran secuencias completas de VNAR, es decir, que se
encontraban en fase de lectura y no presentaron codén de término. Las clonas 3y
10 fueron descartadas ya que habian sido aisladas previamente quedando sélo la
6 y 7 como clonas potenciales para su expresion. Cabe mencionar que las clonas
6 y 7 fueron obtenidas en la ligaciébn a pequefia escala y poseen un CDR3

diferente entre si (Figura 23).

FR1 CDR1 HVR2 HVR4

R3.3 VAQAAMAASLDQTPRTATRETGESLTINCVLT | DNSQNLEST| KWEWHAPSS|TDWKSITI| GGRYVESK|NKQSK
R3.10 .FPGGLSASLDQTPRTATRESGESLTINCVLT |DNSQNLEST KWEWHAPSS |TDWKSITI) GGRYVESK| NKQSK
R3.6 VAQAAMAQRVEQTPKTATRETGESLTINCVET | DSNCGLYGT| SWFRNDPDS|TDWERITI| GGRYFESV|AKGAN
R3.7 VAQAAMAARLEQTSRTATRETGESLTISCILT|DTDCGLNGT| SWFRHIPDS|TSWERITI| ARRYVESV|NTGAK

FR3 CDR3 FR4 Sfil 6xHis HA

R3.3 SFSLQVKDLTLEDSGTYYCKA KTIGKRRPIHLIGGVMRS |YDGAGTVLTVN|GQAGQ|HHHHHH| GAY |PYDVPDYAS
R3.10 SFSLQVKDLTLEDSGTYYCKA' KTIGKRRPIHLIGGVMRS | YDGAGTVLTVN |GQAGQ| HHHHHH| GAY |PYDVPDYAS
R3.6 SFSLOIKDLTVEDSVTYYCEA ..LPSF...... GCDG.F | YCGAGTVLTVN |GQAGQ| HHHHHH| GAY | PYDVPDYAS
R3.7 SFSLQIKDLTVEDSVTYYCKA ..LAGTLGLRPSGCSGNL | YHGAGTVLTVN |GQAGQ| HHHHHH| GAY | PYDVPDYAS

Figura 23. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las clonas de la ronda de
seleccion 3.

Con respecto a su tamafo, el VNAR #6 es de 321pb que corresponde a una
proteina de 107 aminoacidos y 11.8 kDa, mientras que el #7 es 342 pb, 114

aminoéacidos y 12.4 kDa.
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FR1 CDR1 HVR2 HVR4

6 VAQAAMAQRVEQTPKTATRETGESLTINCVFT |DSNCGLYGT, SWFRNDPDS| TDWERITI| GGRYFESV|AKGAN
7 VAQAAMAARLEQTSRTATRETGESLTISCILT | DTDCGLNGT| SWERHIPDS| TSWERITI| ARRYVESV| NTGAK
4.4 VAQAAMAASLDQTPRMATRETGESLTINCVLV |DASCGLSGT SWFRNNPGS| TDWERITI| GGRYVESV|NKGTK
4,12 VAQAAMAASLDQTPRTATRETGESLSINCVLT |DTSHILFGT KWFWNNPDS| TDWESITI| GGRYVESV|NNQAK

FR3 CDR3 FR4  Sfil 6xHis HA
6 SFSLQIKDLTVEDSVTYYCEA|...... LPSFGCDG. . ... Fl YCGAGTVLTVN |GQAGQ| HHHHHH GAY [ PYDVPDYAS
7 SFSLQIKDLTVEDSVTYYCKA \LAGTLGLRPSGCSG....NL! YHGAGTVLTVN GQAGQ| HHHHHH GAY|PYDVPDYAS
4.4 SFSLQIKDLTVEDSVTYYCKS|..... GVRNCDSYG. .. .NY| YGGAGTVLTVN |GQAGQ | HHHHHH GAY | PYDVPDYAS

4,12 SFSLQIKDLTVEDSGTYYCKA [QTIGRRKGYFKADPIAVISD YDGAGTVLTVN |GQAGQ| HHHHHH GAY | PYDVPDYAS

Figura 24. Alineamiento de las secuencias de las proteinas vVNAR recombinantes
obtenidas a partir de la biblioteca inmune (6 y 7) y no inmune (4.4 y 4.12) contra el
veneno total de L. mactans.

7.9 Expresién y purificacion de proteinas vNAR recombinantes

Los plasmidos correspondientes a las clonas 6 y 7 fueron seleccionados para su
expresion. Las proteinas recombinantes fueron nombradas de acuerdo al nombre
de la clona de la cual provenian. De manera adicional y con fines de comparacion,
se decidi6 incluir los pladsmidos aislados previamente (# 4.4, # 4.12) a partir de una
biblioteca no inmune contra veneno total de L. mactans (Barron-Garcia, 2012)
(Figura 24).

A partir de colonias aisladas de células de E. coli BL21 (DE3) transformadas con
los plasmidos seleccionadas previamente se procedidé con su induccion en 2 L de
cultivo por cada clona. La proteina recombinante fue recuperada mediante
extraccion periplasmica y evaluado su presencia mediante una ELISA de

expresion y Western Blot.



68

Los resultados del ELISA de expresion a partir de los extractos periplasmicos se
presentan en la Figura 25. Este ensayo permitié corroborar la presencia de la
proteina VNAR recombinante soluble en todos los casos, asi como una mayor

expresion a partir de las clonas 6 y 4.12 y una menor por las clonas 7y 4.4.
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Figura 25. ELISA de expresion. Extractos periplasmicos correspondientes a las
proteinas VNAR #6, #7, #4.4 y #4.12 y como control negativo células E. coli BL21(D3)
sin transformar.

El ensayo mediante western blot mostré la presencia de una banda Unica de
aproximadamente 15 kDa la cual corresponde al peso teérico esperado del vNAR
recombinante (=15.0 kDa). Si bien este nos es método cuantitativo, dado que el
volumen de muestra analizaron fue el mismo en todos los casos, la intensidad de
la banda observada sugirid una mayor concentracion de proteina recombinante en
los extractos correspondientes a las clonas 4.12 y 4.4. De acuerdo a lo esperado,

el control negativo no present6 banda. (Figura 26).
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Figura 26. Inmunodeteccion de las proteinas vNAR recombinantes obtenidos mediante
extraccion periplasmica. Carril M, marcador molecular Precision Plus Protein dual
color Standars (BioRad). Carriles 6, 7, 4.4, 4.12, corresponden a las extractos
obtenidos de las clonas y C- al extracto de células E. coli BL21 (DE3) sin transformar.

Una vez que se corroboré la presencia de la proteina VNAR recombinante en los
extractos periplasmicos se continu6 con su purificacion. Como en el caso anterior,
las fracciones obtenidas de la purificacién fueron evaluadas mediante Western blot
(Figuras 27 y 28). En todos los casos se observo que las fracciones 1y 2 fueron

las que presentaron la mayor cantidad de proteina recombinante.
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Figura 27. Inmunodeteccion de la purificacion de las proteinas vNAR recombinantes #6
y #7. A) Proteina vNAR 6, B) Proteina vNAR 7, Carril M, marcador molecular Precision
Plus Protein dual color Standars (BioRad). Carriles E1-E5 corresponden al namero de
elucion de cada proteina.
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Figura 28. Inmunodeteccion de la purificaciéon de las proteinas vNAR recombinantes
#4.4 y #412. A) Proteina vNAR 4.4, B) Proteina vNAR 4.12, Carril M, marcador
molecular Precision Plus Protein dual color Standars (BioRad). Carriles E1-E5
corresponden al nimero de elucién de cada proteina.

Con el proposito de determinar la pureza de las fracciones donde se observo la
mayor cantidad de proteina VNAR recombinante (E1 y E2), estas fueron evaluadas
en un gel desnaturalizante de SDS-PAGE-Tricina tefiido con azul de coomassie
(Figura 29). A partir de este gel, se observo la presencia de bandas adicionales de
alrededor de 20 y 25 kDa, incluso en mayor proporcion a la de la proteina
esperada (15 kDa), lo cual nos indicé que no se obtuvieron proteinas puras a partir

del proceso de purificacion.
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Figura 29. Electroforesis desnaturalizante en geles de tricina (Tricina-SDS-PAGE) al
12% de las eluciones obtenidas en la purificacion de proteinas vNAR recombinantes. A)
Proteinas #6 y #7, B) Proteinas #4.4 y #4.12. E1-E5 corresponden al nimero de elucién
de cada proteina. Carril M, marcador molecular Precision Plus Protein dual color
Standars (BioRad).
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Dado lo anterior, se decidi6 mezclar la eluciones 1 y 2 de cada proteina
recombinante, excepto por la 4.12 donde se mezclaron la 3 y 4 ya que
presentaron menos bandas adicionales y por lo tanto una proteina VNAR mas

pura.

El volumen total de cada proteina purificada fue dializado con PBS 1X vy
cuantificado mediante un ensayo &cido bicinconinico (BCA). A partir de la curva
estandar se determind la concentracion de proteina total de las muestras (Figura
30 ). La concentracion de proteinas #6, #7, #4.4 y #4.12 fue de 20.9, 22.3, 42.2y
17.4 pg/ml, respectivamente. Con respecto al rendimiento este fue de 20.9, 22.3,
422 y 17.4 pg/L de cultivo para las proteinas #6, #7, #4.4 y #4.12,

respectivamente.

Debido a la presencia de otras bandas adicionales en las eluciones se decidié que
para el ensayo de neutralizacion se consideraria a las proteinas vVNAR como el
50% del total, excepto por de la proteina 4.12 en donde se encontré una mayor
pureza. Bajo esta premisa, la concentracion proteinas #6, #7, #4.4 y #4.12 fue de

10.0, 11.0, 20.0 y 15.0 pg/ ml, respectivamente
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Figura 30. Curva estandar de BSA.
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7.10 Evaluacion de la actividad del veneno total de L. mactans

Previo al ensayo de actividad para evaluar la capacidad de neutralizacion de las
proteinas VNAR recombinantes purificadas se analiz6 la capacidad de
reconocimiento de los extractos periplasmicos veneno al total de L. mactans asi

como la actividad de este ultimo en ratones.

Los resultados del ELISA de reconocimiento con los extractos periplasmicos
indicaron que ninguno tuvo la capacidad para reconocer al veneno total de L.
mactans (Figura 31). Si bien lo anterior podria deberse al hecho de que las
proteinas recombinantes no tuvieran afinidad por el veneno, otra posible
explicacion era que el veneno empleado hubiera perdido su actividad y por lo tanto

no fuera reconocido por las proteinas.
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Figura 31. ELISA de reconocimiento. Extracto periplasmico correspondientes a las
proteinas vNAR #6, #7, #4.4, #4.12 y como control negativo, extracto periplasmico de
células E. coli BL21 (DE3) sin transformar.
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El ensayo para evaluar la actividad del veneno se inici6 con 2 ratones CD1
inyectados con dos dosis letales de veneno total (2DLsp) y se observaron durante
un periodo de 48 horas. Si bien durante los primeros minutos posteriores a la
inyeccion se lamieron el area donde fueron inyectados y se mostraron un poco
pasivos, no se observd algun cambio significativo en su comportamiento. El
ensayo se repiti6 aumentando las dosis de veneno hasta llegar a 10DLsg, Sin
embargo, nuevamente no se observd un cambio o sintoma clasico de
envenenamiento por viuda negra, como es el cierre de parpados, contraccion del
lomo, anorexia o ataxia. Dado que no se observd ningun signo de
envenenamiento, debido a la pérdida de actividad del veneno, se decidié no

proceder con el ensayo de neutralizacion.
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8. Discusién

El envenenamiento por contacto accidental con arafias de la especie L. mactans
representa una situacion de emergencia médica alrededor del mundo debido a los
sintomas que presentan las personas que sufren una mordedura de estas arafas.
La amplia distribucion de esta especie y el hecho de que es sinantrépica, tiene
COMO consecuencia que Nos encontremos expuestos a estos artropodos con

frecuencia.

A la fecha, los tratamientos utilizados se dirigen principalmente a la disminucion
de los sintomas asociados al latrodectismo y no a neutralizar el veneno. Esto se
debe a que comunmente los sintomas se confunden con otros padecimientos, por
lo tanto el diagndstico no oportuno tiene como consecuencia complicaciones e

incluso la muerte en los casos mas severos.

El empleo de antivenenos contra L. mactans como Aracmyn Plus (Laboratorios
Silanes S.A de C.V.) ha disminuido el nUmero de casos severos de latrodectismo,
sin embargo, en algunos casos pueden generar reacciones alérgicas o tener
efectos secundarios en los pacientes a los que se les ha administrado. Estos
efectos colateral se han observan en otros antivenenos que han sido elaborados a
partir de la digestion enzimatica de inmunoglobulinas de sueros de caballos
hiperinmunes (Newcombe y Newcombe, 2007).

En este trabajo se propone el empleo de fragmentos de anticuerpos de dominio
sencillo VvNAR ya que presentan caracteristicas de tamafio, especificidad y
estabilidad que los convierten en una alternativa para su utilizacibn como
antiveneno. Por otro lado, el hecho que puedan producirse mediante técnicas
recombinantes sugiere una disminucion en los costos de produccion que se
reflejaria en su precio al publico. A la fecha el precio de la dosis del antiveneno
Aracmyn Plus es de alrededor de $ 2,000.00 MN, sin embargo generalmente el

tratamiento para adultos requiere de mas de una dosis.



77

Fragmentos de anticuerpos VNAR especificos para las toxinas presentes en el
veneno de viuda negra, pueden aislarse partir de una biblioteca inmune del tiburén
H. francisci o incluso de una no inmune (naive) mediante la técnica de despliegue
en fagos. En este trabajo se empled un tiburén H. francisci inmunizado con
veneno total de la arafia L. mactans a partir de la cual se generd una biblioteca a
pequefia escala del orden de 1 x 10* UFC. El andlisis de las secuencias de diez
clonas de esta biblioteca indico que seis de ellas eran VNAR debido a la presencia
de las regiones que caracterizan a los fragmento de vVNAR (FR1, CDR1, HVR2,
HVR4, FR3, CDR3, FR4) asi como las etiquetas que permiten su
inmunodeteccion. Cabe mencionar que cuatro de estas clonas tenian un CDR3
muy parecido, sin embargo dado que no habian sido aisladas previamente por el
Laboratorio de Inmunologia y Biotoxinas, se decidid continuar con la ligacion a

gran escala.

A partir de la ligacién a gran escala se obtuvo una biblioteca del orden de 3 x 10°
UFC el cual se consideré representativo y suficiente para continuar con las rondas
de seleccién. Mediante la técnica de despliegue en fagos se seleccionaron
bacteriéfagos que se unieron especificamente a las toxinas presentes en el
veneno total de viuda negra. Se realizaron cuatro rondas de seleccién, durante la
tercera ronda se observé una disminucion del titulo de salida, esto se puede
deber a que en cada ronda se van aumentando los lavados astringentes, lo cual
disminuye a los fagos poca afinidad al antigeno de interés. Contrario a lo
esperado, en la cuarta ronda se presentd un aumento significativo del titulo de
salida, lo cual sugirid6 que durante esa ronda se pudo haber presentado algun tipo
de contaminacion por fagos en el area de trabajo. Lo anterior se corrobor¢ al
analizar las secuencia de las clonas positivas de la ronda 4, ya que todas
correspondieron a un fragmento VNAR aislado previamente en el laboratorio

identificado como CT8.
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Dado los resultados obtenidos a partir de la ronda cuatro, se decidié hacer una
blasqueda de clonas de la ronda tres y evaluar la secuencia de diez clonas. De las
diez clonas, sélo cuatro presentaron VNAR en marco de lectura correo, sin
embargo dos fueron CT8 nuevamente, y los otros dos correspondian a clonas
obtenidas en la biblioteca a pequefia de este trabajo. Se decidio trabajar con la

clona 6 y 7 de la biblioteca inmune generada.

A pesar de que la variabilidad anticuerpos con afinidad a un antigeno es mayor
cuando se utiliza una biblioteca inmune es posible seleccionar anticuerpos
generados en el repertorio natural del tiburén que posean afinidad por un
antigeno. En este sentido se decidio incluir dos clonas seleccionadas en un trabajo
previo contra veneno total de L. mactans pero aisladas a partir una biblioteca no
inmune obtenida previamente, para llevar a cabo la produccién de las proteinas
VNAR soluble y hacer la comparacién entre la capacidad de reconocimiento y
neutralizacion de las proteinas VNAR recombinantes obtenidas a partir de una

biblioteca inmune y una no inmune.

Los rendimientos de proteina recombinantes obtenidas a partir de extractos
periplasmicos fueron bajos (17-42 ug/L). En general los rendimientos de proteinas
recombinantes periplasmicas son bajos con respecto a las citoplasmaéticas, sin
embargo tienen la ventaja de estar en forma solubles por lo que no se requiere de
procesos de desnaturalizacion y renaturalizacion para su purificacion y analisis.
Sin duda el empleo de vector y cepas superproductoras asi como el empleo de
bioreactores deber ser una opcién que debe considerarse en un futuro inmediato

para obtener una mejor produccion de proteinas recombinantes.

Los resultados del ELISA de reconocimiento indicaron que ninguna de las
proteinas VNAR recombinantes reconocio a las toxinas presente en el veneno de
viuda negra. Lo anterior puede atribuirse a que el veneno perdio su actividad, lo

cual fue corroborado con el ensayo con ratones.
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El ensayo con ratones corroboré que el veneno no estaba activo ya que a pesar
de inyectarles hasta 10DLso, en ningln caso se observaron los sintomas propios
de un envenenamiento por L. mactans, como son cierre de parpados, contraccion

del lomo, anorexia o ataxia.

Existe poca informacién sobre la estabilidad de toxinas naturales de animales, sin
embargo, Hernandez Betancourt y colaboradores (2009) menciona la pérdida de
actividad biologica del veneno de alacran con respecto al tiempo y la temperatura.
Por otro lado, Olivares-Quintero (2012) menciona el empleo de DL50 mayor a la
reportada para el veneno recombinante de la arafia violinista, atribuido en parte a
la degradacién de la misma. Este podrias ser el caso del veneno de L. mactans, si
bien se almaceno a -80 °C fue descongelado en varias ocasiones lo pudo haber
afectado su conformacion y por lo tanto la pérdida de su actividad biolégica o

toxicidad.
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Conclusiones

A partir de la biblioteca inmune, obtenida de un tiburén H. francisci inmunizado con

veneno total de L. mactans, se aislaron dos fragmentos tipo VNAR.

Se expresaron y purificaron cuatro fragmentos de anticuerpo VNAR con posible potencial

de reconocimiento y neutralizacion del veneno de L. mactans.

El ensayo en ratones evidencié que el veneno total de L. mactans utilizado en este trabajo

perdié su actividad biol6gica.

La pérdida de actividad del veneno de L. mactans podria ser la causa por la cual no se

observé la capacidad de reconocimiento por parte de las proteinas VNAR recombinantes.
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Perspectivas

Determinar la capacidad de reconocimiento, in vitro, de las proteinas VNAR

recombinantes empleando veneno total de la arafia L. mactans activo.

Mediante un ensayo in vivo con ratones, evaluar la capacidad de neutralizacion de las

proteinas VNAR recombinantes.

Evaluar la capacidad de las proteinas VNAR recombinantes para neutralizar el veneno de

otras arafias del género Latrodectus.
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