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ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ORIENTACION DE LOS DOMINIOS VL Y VH
SOBRE LAS PROPIEDADES EL scFv LR

RESUMEN

Un scFv (single chain variable fragment, por sus siglas en inglés), es una
proteina de fusion conformada por el dominio variable de la cadena pesada (VH) y
el dominio variable de la cadena ligera (VL) de una inmunoglobulina, unidas por un
péptido conector. En el Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional
Auténoma de México, el grupo de investigacion liderado por el Dr. Baltazar Becerril
Lujan ha desarrollado scFvs capaces de neutralizar las principales toxinas de los
venenos de alacranes mexicanos, destacandose la generacion del scFv LR, el cual
es capaz de neutralizar las toxinas Cn2 y Css2, importantes por su abundancia y
toxicidad; ademas de pertenecer a dos de los alacranes mas toxicos del pais,
Centruroides noxious y Centruroides suffussus respectivamente.

El scFv LR posee una estructuracion VH-conector-VL, sin embargo, diversos
estudios muestran que la orientacion de los dominios variables puede influir
significativamente en algunas propiedades de las moléculas. Es por tal motivo que
se decidio analizar los efectos del cambio en el orden, de los dominios del scFv LR,

hacia la orientacion VL-conector-VH.

El segmento de ADN que codifica para el scFv LR en la nueva orientacion fue
construido amplificando cada dominio por separado y luego empalmandolos en la
orientaciéon deseada. Esta construccion (VL-VH) y la original VH-VL fueron
producidas en el sistema de expresion periplasmica usando el vector pSyn 1y
finalmente insertadas en la cepa TGl de células de E. coli. Fue interesante
determinar en varios ensayos de expresion, que la nueva orientacion del scFv LR
VL-VH se expres6 mas que la orientacion VH-VL (4.9 mg/L y 3.6 mg/L

respectivamente).



La caracterizacion de las proteinas purificadas permitié confirmar que el cambio en
la orientacién no alterd su capacidad de reconocimiento por las toxinas Cn2 y Css2.
Tampoco se observaron grandes diferencias al ser evaluado en presencia de un
agente desnaturalizante y al ser incubado a diferentes temperaturas.

El scFv LR es una molécula con futuros propésitos terapéuticos, por lo que fue
necesario conocer su comportamiento en un sistema vivo. La evaluacion de la
capacidad de neutralizacion de las construcciones contra la toxina Cn2, se realiz6
en ratones y se determiné que el cambio de la orientacion no modificé la capacidad

de neutralizacion del scFv original.

El trabajo realizado, muestra que el cambio en la orientacion del scFv LR de VH-VL
a VL-VH no presenta grandes alteraciones en su actividad. Lo cual contrasta con
varios reportes donde se han modificado considerablemente su funcionalidad,
donde la pierden o al contrario la adquieren y/o mejoran. Por lo que es

recomendable explorar las caracteristicas de los scFvs en ambas orientaciones.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1 Proteinas recombinantes

Los avances en el campo de la ingenieria genética han llevado al desarrollo
de las tecnologias que permiten la generacién de proteinas que incluso superan el
disefio y evolucién de algunas proteinas presentes en la naturaleza, gracias a la
capacidad de manipular y modificar los genes que las codifican. Es en esta area
donde sobresalen los anticuerpos recombinantes sobre los cuales ha sido posible
configurar y modificar la capacidad de unién por sus antigenos, asi como optimizar
la actividad biol6gica. A los anticuerpos recombinantes también se les puede
incorporar etiquetas y proteinas de fusion para permitir una buena deteccion y/o
seguimiento y purificacién. Asi mismo es posible aumentar el tiempo de vida media
en anaquel y dentro del organismo blanco, logrando nuevas aplicaciones a nivel de

investigacion, terapia y diagnéstico (Ma & O’Kennedy, 2017).

1.2 Inmunoglobulinas o Anticuerpos
Existen distintas clases de anticuerpos o inmunoglobulinas naturales (IgG,
IgM, IgA, IgD e IgE) que proporcionan a los animales una de las principales

defensas contra organismos patdégenos, substancias extrafias y toxinas entre otros.

Los anticuerpos tipo IgG (Figura 1) estdn compuestos por dos cadenas pesadas
HC (heavy chain) idénticas y dos cadenas ligeras LC (light chain) idénticas; las
cuales se estructuran en algo parecido a una letra “Y” y la interaccion entre estas

cadenas esta estabilizada por enlaces disulfuro.

Los anticuerpos tienen un peso molecular aproximado de 150,000 Daltons (Da), y
estan constituidos por dos cadenas pesadas “H” de 50,000 Da cada una y dos
cadenas ligeras “L” de 25,000 Da cada una. Cada H y L se subdividen en una region
variable ubicada en el extremo amino terminal y de regiones constantes (1 en el
caso de la cadena ligera y 3 en el caso de las cadenas pesadas). Los dominios
constantes 2 y 3 de las cadenas pesadas constituyen la region Fc (fragmento
cristalizable) que es responsable de importantes funciones efectoras de los

anticuerpos.



Los sitios de unién al antigeno estan formados por la combinacién de la region
variable de la H (VH) y de la regién variable de la L (VL), por lo que cada anticuerpo
posee dos sitios de unién idénticos (Figura 1). Dentro de las regiones variables VH
y VL hay 3 regiones hipervariables, también llamadas regiones determinantes de la
complementariedad o CDRs (complementarity determining region), y 4 regiones de
andamiaje o regiones marco FR (framework region). La mayor variacion en la
secuencia de amino&cidos en los anticuerpos ocurre dentro de los CDR, mientras
que los FR estan mas conservados. Las regiones CDR de VH y VL constituyen el
sitio de union al antigeno o paratopo ya que en esta zona se encuentran la mayoria

de los amino&cidos que interactian de manera directa con el antigeno.

1.3 Formatos de anticuerpos

Como ya se describio, la estructura modular de los anticuerpos ha sido
ampliamente caracterizada. Y se sabe que es posible manipular y separar estos
modulos o dominios manteniendo su funcién primaria. Por esta razdn ha sido
posible generar nuevos formatos de anticuerpos de menor tamafo los cuales
pueden tener ciertas ventajas terapéuticas. Los mas conocidos son: el fragmento
de union al antigeno (Fab: antigen binding fragment), el fragmento variable de
cadena sencilla (scFv: single chain variable fragment), y recientemente el anticuerpo
de dominio unico (sdAb: single-domain antibody) entre otros (Figura 1) (Wen Ch’ng
et al., 2016). Estos fragmentos de anticuerpos mantienen la especificidad ya que
presentan el sitio de unién al antigeno, y tienen ventajas relacionadas con una
menor talla molecular, la cual les permite distribuirse rapidamente en el organismo
y pueden ser capaces de infiltrarse en algunos tejidos en comparacion de un
anticuerpo completo. Por otro lado, también pueden ser expresados en sistemas
procariontes, lo cual ahorra tiempo y costo comparado con otros sistemas. Al no
poseer un dominio Fc, se reduce considerablemente la posibilidad de que estos
fragmentos induzcan una respuesta inmune y los hace mas facilmente eliminables
en un organismo (Johnson, 2013), aspecto favorable en tratamientos de

intoxicacion.
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Figura 1. Anticuerpo completo (IgG); fragmento de unién al anticuerpo (Fab); fragmento de unién al
anticuerpo bivalente (F(ab")2); fragmento variable de cadena sencilla (scFv); y anticuerpo de dominio
Unico (sdAb). (Ban & Blake, 2012)

IgG scFv

1.4 F@b’),y Fab

Los fragmentos de anticuerpos (Fab’)> son generados tipicamente por
digestion enzimatica con pepsina, a partir de anticuerpos IgG integros que separan
la regidon Fc del anticuerpo y manteniendo la regién bisagra. Mientras que la
digestion con papaina genera F(ab) (Figura 1). Después de la digestion enzimatica
son requeridos varios pasos de purificacion para obtener productos de alta pureza
y eficacia con minimos efectos secundarios (Kittipongwarakarn et al., 2011).
De manera recombinante es posible manipular y expresar estos Fab, mediante el
uso de vectores con unidades transcripcionales monocistronicas o bicistronicas,
cuando el objetivo es expresar los dos segmentos de proteina, los cuales incluyen

los dominios variables y constantes.

1.5 Fragmento variable de cadena sencilla o scFv
El fragmento variable de cadena sencilla es una proteina de fusion de los
dominios variables de una IgG unidos por un péptido conector que une el extremo
carboxilo de un dominio con el extremo amino del otro dominio (Bird et al., 1988).
La configuracibn mas ampliamente usada del péptido conector que une a los

dominios variables VH y VL es (Glys - Ser)s, y gracias a la flexibilidad otorgada es
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posible la interaccion y la correcta formacion de la interfase de los dos dominios,
ademas de una configuracibon monomerica.

Los scFvs pueden ser orientados de forma VH-conector-VL o VL-conector-VH
(Buhler et al., 2010; Kellmann et al., 2017; Weatherill et al., 2012), aunque la
orientacion VH-VL es la mas ampliamente usada. Este fragmento de anticuerpo de
tipo monocatenario, tiene un peso molecular aproximado de 27,000 kDa; siendo
esto una ventaja en comparacion con anticuerpos de tipo IgG o Fab debido a que
presenta una biodistribucion acelerada y una eliminacion comparativamente mas
rapida, posicionandolos como ideales para algunas aplicaciones médicas (Huston
et al., 1993).

El uso de estos fragmentos de anticuerpos es cada vez mas popular debido a su
alta especificidad, sensibilidad y estabilidad, ademas de que estos pueden ser
facilmente optimizados por modificacion genética y quimica (Verma et al., 1998).
Pero existen algunos aspectos a considerar para generar exitosamente anticuerpos
recombinantes, como la utilizacion del sistema de expresion adecuado para el tipo

de anticuerpo o fragmento que se desea producir.

1.6 Expresion de scFvs

La produccion de los scFvs se realiza empleando sistemas de expresion
heterdlogos. El proceso incluye la incorporacion de los genes que codifican para los
scFvs en vectores o plasmidos inducibles, los cuales pueden ser introducidos en
distintos huéspedes como bacterias, levaduras, células de mamifero, células de
insecto (ver Tabla 1). Para lograr una expresion correcta, el gen clonado debe
transcribirse y traducirse de manera eficiente en el sistema de expresion

seleccionado.

Los fragmentos de anticuerpos, asi como otras proteinas recombinantes, se han
producido en varios sistemas de expresion, como el bacteriano, mamifero, insecto,
levadura y planta (Fischer et al., 2003; McKenzie & Abbott, 2018; Sim et al., 2018;
Wang et al., 2018). Para elegir el sistema de expresion adecuado hay varios factores

a tenerse en cuenta: ¢ Cual es el huésped adecuado?, ¢En qué compartimento se
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espera sea recuperado?, ¢Cuél es el tiempo de induccion Optimo?, ¢A qué
temperatura debe llevarse a cabo la induccion?, ¢ Cudl es la cantidad y la pureza
requerida del producto final?

En cuanto al rendimiento y la actividad biolégica de las proteinas recombinantes
también existen otros factores intrinsecos de la molécula a considerar, como la
solubilidad, la estabilidad y el tamafio de la molécula, pues cada proteina requiere
de condiciones Optimas para su expresion. Estas particularidades, se estan
determinadas por la secuencia Unica de aminoacidos, por lo que un sistema de
expresion que puede ser adecuado para una secuencia de anticuerpo puede no
serlo para otro. Cabe sefialar que los problemas en la expresion bacteriana parecen
reducirse en el caso de los fragmentos de anticuerpos obtenidos de procesos
previos de despliegue en fagos; esto ya que la mayoria de scFvs aislados de
bibliotecas presentan un rendimiento razonable; probablemente debido a que el
proceso de escrutinio o tamizaje funciona no solo para aislar "buenos ligandos” sino
también para identificar "eficientes expresores”, que estaran relativamente bien

representados en las bibliotecas (Verma et al., 1998).

1.7 Sistemas de expresion

La seleccion de un huésped apropiado es el primer paso para obtener una
expresion de anticuerpos Optima. Una serie de hospederos procariotas o eucariotas
estan disponibles para la expresion de anticuerpos y sus fragmentos, los cuales
poseen su propio conjunto de ventajas y desventajas (Tabla 1). Las lineas celulares
de mamiferos como CHO 6 HEK293 son las preferidas para la expresion de
anticuerpos terapéuticos completos debido a que la maquinaria celular es
responsable del correcto plegamiento, la secrecion y las modificaciones
postraduccionales. Sin embargo, los hospederos de origen mamifero tienen ciertos
inconvenientes como mayores costos de produccion y dificultades en la
manipulacion genética. Esto hace que los hospedadores microbianos sean la opcién

mas conveniente para la produccion de anticuerpos recombinantes (Ayyar et al.,
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2017). Entre los huéspedes de expresion microbiana, Escherichia coli es sin duda

el sistema de expresion mas ampliamente utilizado.

Caracteristica Bacterias Levaduras  Célulasde  Células de Plantas Animales
mamifero insecto transgénicas transgénicos
Costo de Bajo Bajo Alto Alto Bajo Alto
Mantenimiento
Complejidad de los Bajo Bajo Alto Alto - -
Medios
Costo de Produccion Medio Medio Alto Alto Bajo Alto
Facilidad de Manejo Facil Facil Dificil Dificil - -
Tiempo Requerido Bajo Bajo Moderado Moderado Alto Muy alto
Crecimiento Réapido Réapido Lento Lento Lento Lento
Vector/Disponibilidad Alto Limitado Limitado Limitado Limitado Limitado
de Cepas
Manipulacion Genética Facil Moderado Dificil Dificil Dificil Dificil
Escalabilidad Muy facil Muy facil Moderado Moderada Muy facil Desconocido
Propagacion Facil Facil Dificil Dificil Féacil -
Tamafio del Producto Pequefio Grande Grande Grande Grande Grande
Expresado
Puentes Disulfuro Limitado No limitado No limitado No limitado No limitado No limitado
Rendimiento Medio Alto Medio-alto Medio-alto Alto Alto
Plegado Generalmente Replegado Plegado Plegado Plegado Plegado
se requiere puede ser correcto correcto correcto correcto
replegamiento requerido
Glicosilacion Ausente Presente Presente Presente Presente Presente
Modificaciones Ausente Presente Presente Presente Presente Presente
Postraduccionales
Secrecion Periplasma Medio Medio Medio Productos Productos
(Gram-); Medio  extracelular  extracelular  extracelular vegetales animales
extracelular (semillas, (leche,
(Gram+) hojas...) huevo...)
Seguridad Bajo Moderado Moderado Moderado Alto Alto

Tabla 1. Comparacion de los diferentes sistemas de expresion (modificado de Ayyar et al., 2017).

1.8 Escherichia coli

Entre las ventajas del uso de E. coli como sistema de expresion se encuentra

el rapido crecimiento en comparacion con las células de mamiferos que facilita

alcanzar altas densidades celulares. Por otro lado, los medios de cultivo utilizados

son econdmicos, la genética, fisiologia y metabolismo del organismo en general son

conocidos, existe disponibilidad de una variedad de cepas asi como vectores de
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clonacion y expresion, la transformacion con ADN exdgeno es rapida, entre otras
(Ahmad et al., 2018; Ayyar et al., 2017). A pesar de que este sistema tiene limitantes
como la ausencia de maquinaria para realizar modificaciones postraduccionales

tales como la glicosilacion, para ciertas proteinas este sistema resulta adecuado.

1.9 Expresioén de fragmentos de Ab en E. coli
Uno de los principales obstaculos en la produccion de anticuerpos
recombinantes en sistemas bioldgicos es la degradacién de estos por la accion de
proteasas. Para ello algunas estrategias han sido abordadas, tales como el disefio
de cepas deficientes de proteasas (Kuroda et al., 2007), o el uso de inhibidores de

estas en los cultivos, evitando la degradacion de las proteinas.

La productividad en la expresion de los scFvs también puede estar influenciada por
otros factores como son el uso preferencial de codones de E. coli, (Kaur et al., 2018;
Tiwari et al., 2010), la orientacion de los propios dominios variables de esta
construccion artificial (Buhler et al.,, 2010) y la naturaleza del péptido conector
(Paudel et al., 2017). En el caso de la orientacion de los dominios en la mayoria de
las construcciones de los scFv reportadas, se han usado preferentemente la
orientacién VH-VL, aunque existen otros ejemplos funcionales en la orientacion VL-
VH (Ayyar et al., 2017).

Son pocos los trabajos realizados sobre los efectos del cambio en la orientacion de
los dominios de VH y VL de un determinado scFv. En algunos casos se han
reportado diferencias importantes en cuanto a rendimiento y funcionalidad
(Kellmann et al., 2017), por lo que cada scFv deberia ser estudiado en ambas
orientaciones, para determinar cual es mas favorable para la actividad funcional del
fragmento de anticuerpo. Con respecto al trabajo del grupo del Dr. Becerril se han
generado fragmentos de anticuerpos humanos contra los componentes téxicos de
venenos de alacranes mexicanos que seran descritos mas adelante, los cuales son
idéneos para evaluar el efecto del cambio de la orientacion de los dominios

variables.
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1.10 Alacranismo

La incidencia de la picadura de alacranes en humanos es conocida como
alacranismo. En México, estos accidentes son causados por especies del género
Centruroides, los cuales constituyen un importante problema de salud publica. El
alacranismo afecta a 16 entidades del centro y occidente del pais, donde se
registran alrededor de 300 mil casos anuales. Las defunciones por esta causa han
ido en descenso como resultado de la atencién oportuna y el tratamiento con el
antidoto especifico. En 1990 se registraron 285 muertes, mientras que en 2012
fueron 49 (Secretaria de Salud, 2013). Son los estados de Colima, Morelos, Nayarit
y Guerrero; los que reportan una mayor incidencia de envenenamiento por picadura

de alacran en el pais (Secretaria de Salud, 2016).

1.11 Alacranes

El orden Scorpionida es un grupo de artropodos pertenecientes a la clase de
los aracnidos cuyos fosiles corresponden a los mas antiguos, ya que se remontan
a casi 433-438 millones de afios y se han mantenido casi sin cambios desde que se
volvieron completamente terrestres. Pueden encontrarse desde cavernas profundas
como el alacran tartarus, encontrado en México a 900 metros bajo el suelo hasta
picos altos como en la cordillera de los Andes, como el Orobothriurus huascaran a
4,910 metros sobre el nivel del mar. Es decir, habitan diversos ambientes excepto
en la Antartida, areas boreales y algunas islas oceanicas. Existe una gran diversidad
de alacranes en areas subtropicales que disminuye hacia el ecuador y los polos. El
orden escorpionida abarca mas de 2231 especies, distribuidas en 208 géneros y 20

familias (Santibafiez et al., 2015).

15



1.12 Morfologia
Los alacranes estan cubiertos por un exoesqueleto formado principalmente
por queratina, el cual estd constituido por placas y segmentos unidos por tejido
conjuntivo, dandole el aspecto inconfundible, propio de este orden. El cuerpo del
alacran se divide en tres regiones: prosoma o cefalotorax, mesosoma o abdomen y

metasoma o cauda (Figura 2).

Prosoma. Esta cubierto por una placa de forma trapezoidal; es el caparazoén, sobre
el cual estan situados los ojos medianos y dos grupos de ojos latero-frontales, cuyo
ndamero varia entre dos y cinco. En el lado abdominal se encuentran las coxas de
los pedipalpos, de las patas ambulatorias y los procesos maxilares; bajo el borde

frontal estan situados los queliceros.

Mesosoma. El dorso esta cubierto por siete tergitos; los cuales son placas
transversas, generalmente lisas o granulosas. En el lado ventral se encuentra el
esterndén e inmediatamente detras, la abertura genital. A ésta le sigue la placa
pectinea, en cuyos lados se encuentran los dos 6rganos sensoriales denominados
peines; el resto esta cubierto por los esternitos; (formados por cinco placas

transversas), encontrando en cada lado un estigma o abertura respiratoria.

Metasoma. Esta formada por cinco segmentos, y en el extremo esta situado el
telson con las glandulas productoras de veneno. El telson es un segmento cuya
forma varia entre ovoide y subesférica; el cual posee un aguijon debajo del cual

puede o no haber un tubérculo (D"Suze et al., 2011).
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L Pedipalpos 1

Vista dorsal.

1. Prosoma.
2. Queliceros.
3. Trocanter del pedipalpo.
- 4. Fémur
: 5. Tibia.
6. Quela.
7. Trocanter de las patas.
8. Fémur
9. Tibia.
10. Pretarso.
11. Basitarso.
12. Telotarso.
13. Mesosoma (Tergitos I a VII).
14. Segmentos caudalesIa V.

15. Telson.
= 16. Tubérculo subaculear.
§’ 17. Aculeo.
(=]
3

Figura 2. Principales partes del alacran; modificado de (D"Suze et al.,2011).

1.13 Alacranes en México
México es uno de los paises con mayor diversidad de alacranes; con 38

géneros y 289 especies agrupadas en 8 familias.

La familia Buthidae Koch, resalta por su distribucion y toxicidad; la cual comprende
2 géneros, representados por 48 especies; el género Centruroides Marx, es el mas
diverso de la familia y comprende 44 especies. Aunque este género es encontrado
en casi todo el pais, son los estados de Michoacan, Guerrero y Oaxaca los que
tienen mayor diversidad (Tabla 2).

Entre las especies mas representativas del género Centruroides se encuentran:
Centruroides sculpturatus, Centruroides limpidus, Centruroides infamatus,
Centruroides elegans, Centruroides tecomanus y Centruroides noxius, Centruroides
suffusus entre otros. El veneno de estas especies es tdxico y potencialmente mortal

para los humanos (Ponce-Saavedra et al., 2015).
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T baergl X X
C. baisasensls x ® X X X
. Barhoid] ® X
C. bonito X
. chamaiz ®
C. chamulaensls X
C. ChiapeEnensls x X
C. egtwardsl X ® X X x
C. elegans % x X X
C. eilcauds x x
C. Navopicius
C. franckel
€. fuipes X
. gracivs x X x
€. AirsUNEaipus b
C. hatmann X
€. huichol X
C.infamatus | X b X x x X X X % X X % *
C. Insuiens x
C. T oidus b x k x X X X % X
. mascots X
. mafsel k
C. Rigrescens x X
C. nigrimanus x
C. Aigravansius
€. noxius x X X X
. oohracelus X x x
C. orizaba % %
C. amatus x x X X
C. paldicess X X X
C. pancel X
C. riley] x X X
€. redoifol X
C. ruana X
C. schmbg x X X X
C. SCUiplursins X
C. sarmano x
C. sis50m X
C. SUMISHS X x X
C. ..m.hmn_.“__._.._mm_._._._.q._.m X
C. fecomanys X X x X
C. twilia x
. vilagas! X
C. witistus x X x X x

A

=

o

Tabla 2. Especies del género Centruroides en México y su registro por estados (*CDMX Y TLAX sin registro)
(modificado de Ponce-Saavedra et al., 2016)



1.14 Envenenamiento y sintomatologia
En los casos de envenenamiento por picadura de alacran existen una serie
de factores determinantes para el prondstico médico de la victima. Entre los factores
relacionados al alacran estan: la especie, la condicion del telson (aguijon), el nGmero
de picaduras y la cantidad de veneno inyectado. Asi como, factores relacionados a
la victima: la edad, peso y salud, asi como presencia de otras enfermedades y la

efectividad del tratamiento (Dehesa-Davila & Possani, 1994).

Los sintomas de intoxicacion por picadura de alacran incluyen dolor local, inmediato,
intenso y persistente, con sensacion de recuperacion parcial y recaidas del
individuo. Lo cual dura 10-15 horas e incluso hasta 24 horas. En gran parte de los
casos, el dolor es el unico signo clinico y persiste principalmente por 2 horas
posteriores a la picadura. Puede estar acompafiada de sintomas generales como
agitacion, fiebre, sudores, nauseas, sensacion de desmayo, presion sanguinea

alternante (hipertension e hipotension).

El paso a las siguientes etapas es imprevisible y rapido. Se ha observado que el
periodo critico oscila entre las horas 3 a 12 después de la picadura, en las cuales el
riesgo de una complicacion es mas alto. La segunda etapa corresponde a un
envenenamiento severo; ocurre la aparicion de sintomas como sudores, dolor
epigastrico, vomitos, colicos, diarrea, priapismo, hipotension, bradicardia,
obstruccion pulmonar, disnea, aumento de temperatura. La tercera etapa
corresponde a un envenenamiento muy severo y potencialmente letal. El riesgo de
colapso cardiovascular es alto, asociado con complicaciones respiratorias como
edema pulmonar, broncoespasmo y cianosis. Hipertermia, arritmia cardiaca y
signos electrocardiograficos de isquemia miocéardica se han observado (Espino-
Solis et al., 2009)

En niflos los sintomas como; dolor local, hiperemia local, sialorrea, disfagia,
taquicardia, irritabilidad, odinofagia, parestesia, prurito nasal y vomitos son
frecuentemente observados y varian de acuerdo con la gravedad del

envenenamiento. Los sintomas sistémicos predominan en los casos graves,
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mientras que los sintomas locales son prevalentes en los casos leves (Osnaya-
Romero et al., 2001).

Complicaciones sistémicas graves como la insuficiencia cardiaca, edema pulmonar,
shock circulatorio, convulsiones y coma, empeoran el prondstico de supervivencia.
La insuficiencia respiratoria suele ser la causa de muerte, pero otras complicaciones
graves como el choque cardiocirculatorio también pueden provocarla. La capacidad
del veneno de estos animales de provocar dafios a la salud hizo necesaria su

catalogacién como de importancia médica.

1.15 Veneno de los alacranes

El veneno de alacran es una mezcla compleja de diferentes componentes,
conteniendo principalmente proteinas y péptidos de bajo peso molecular. Estos
ultimos son clasificados de acuerdo con; su estructura, modo de accion y sitio de
unién hacia diferentes canales o subtipos de canales. Los principales componentes
activos del veneno de los alacranes peligrosos para humanos son los péptidos
neurotoxicos conocidos como “toxinas largas”, las cuales contienen alrededor de
60-66 aminoacidos y cuatro puentes disulfuros. Se encuentran presentes en
pequefas cantidades (inferior al 5 % del peso seco del veneno), y son las principales
responsables de la toxicidad del veneno debido a que actian sobre los canales
idnicos de sodio (Na*) dependientes de voltaje de las células excitables del sistema
neuromuscular. Las toxinas de Na* se clasifican en; toxinas tipo a y B (Chippaux &
Goyffon, 2008). Las primeras, (a) afectan los mecanismos de cierre del canal de
sodio, sin modificar el potencial de apertura, actian solo cuando se abre el canal.
La consecuencia de esto es una fuerte despolarizacién de la membrana, seguida
en una segunda vez de una pérdida de excitabilidad.
Las segundas toxinas () tienen una actividad independiente del potencial de la
membrana. Los venenos de escorpion contienen otras neurotoxinas que se unen a
los canales ionicos de las membranas de las células excitables o no, en particular
las toxinas que se unen a los canales de potasio (toxinas cortas) o los canales de

cloro.
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1.16 Antiveneno

El tratamiento cominmente usado para tratar los accidentes por la picadura
del alacran consiste en la administracion de un antiveneno producido por
hiperinmunizacion en ganado, principalmente caballo; con el macerado de la
glandula venenosa de una o varias especies de alacranes toxicos (Dehesa-Davila
& Possani, 1994). Las inmunoglobulinas del plasma del caballo se digieren con
pepsina para eliminar la porcién Fc, y los fragmentos F(ab’). purificados son
liofilizados y comercializados en el pais.

1.17 Alacramyn

En México este antiveneno es producido bajo el nombre de Faboterapico
Antialacran Alacramyn™ y en caso de intoxicacion es recomendada la aplicacion
de dos ampolletas en el caso de los nifios, y una para adultos; administrada por via
intravenosa. Dosis secundarias del antiveneno son administradas en caso de ser
necesarias; sin embargo, no son deseables ante la posible aparicion de reacciones
anafilacticas por administraciones de un mayor numero de ampolletas (Osnaya-
Romero et al., 2001).

21



CAPITULO 2. ANTECEDENTES

En el Instituto de Biotecnologia (IBT-UNAM) el grupo de investigacion
liderado por el Dr. Baltazar Becerril Lujan, se ha dedicado a la generaciéon de
fragmentos de anticuerpos recombinantes humanos neutralizantes de las toxinas
principales en los venenos de alacranes mexicanos. Este desarrollo, alternativo al
antiveneno generado en caballo, se inicié con la construccion de una biblioteca no
inmune humana de scFvs a partir de una muestra de sangre periférica de un
individuo sano. Esta biblioteca fue evaluada usando el sistema de despliegue en
fagos y de este proceso se aislaron dos anticuerpos a los cuales fueron
denominados scFv 3F y scFv C1 (Riafio-Umbarila et al., 2005). Estos dos han
fungido como fragmentos de anticuerpos parentales, los cuales en procesos
independientes de evolucion dirigida han permitido la obtencion de variantes
neutralizantes de toxinas de alacranes mexicanos (Riafio-Umbarila et al., 2005,
2011, 2016).

En particular se destaca la obtenciéon del scFv LR (Riafio-Umbarila et al., 2011) a
partir de procesos de maduracion del parental scFv 3F. El scFv LR es capaz de
reconocer y neutralizar a dos toxinas principales en términos de su abundancia y
toxicidad; Cn2 y Css2 pertenecientes a los venenos de dos de los alacranes de
importancia médica en México: C. noxius y C. suffusus (Riafio-Umbarila et al.,
2017). Este scFv se ha expresado en periplasma de E. coli TG1, ya que permite la
correcta formacion de los puentes disulfuros, y se obtiene de manera soluble y

funcional cuyos rendimientos varian entre 2.5 - 4 mg/L de cultivo.

El scFv 3F y sus derivados estan constituidos por un dominio VH proveniente de la
linea germinal VH3 (con los segmentos de genes IGHV3-9*01, IGHD2-8*02,
IGHJ3*02) y el dominio VL proveniente de la linea germinal Vk1 (con los segmentos
de genes IGK3-11*01, IHKJ1*01). Estos dominios son ampliamente usados por el
sistema inmune debido a que corresponden a las lineas germinales mas estables

comparadas con las demas familias (Ewert et al., 2003).
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Como se menciond anteriormente, la obtencién de un buen scFv depende de varios
factores. Uno de los descritos, es la relacionada con el propio sistema de expresion
y mientras que otro aspecto es la molécula. Varios estudios han demostrado que el
orden de los dominios variables junto con la secuencias del péptido conector pueden
influir significativamente en el rendimiento de los scFvs, en la estabilidad y la
actividad funcional (Ayyar et al., 2015; Kipriyanov et al., 2003; Koerber et al., 2015;
Lu et al., 2004; Zhang et al., 2015).
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JUSTIFICACION

El scFv LR es un anticuerpo potencialmente (til para ser parte de un nuevo
antiveneno, debido a su capacidad de neutralizaciébn de toxinas de venenos de
alacranes. Como parte de su caracterizacion, resulta importante conocer el efecto
del cambio en la orientacion de los dominios variables del scFv. Este tipo de enfoque
no se habia realizado, dado que la construccion del banco a partir del cual se generé
el scFv parental fue realizada con la orientacién VH conector VL, que ha sido la mas
utilizada desde los inicios del despliegue en fagos de anticuerpos. Ahora nos
interesa conocer si el cambio de la orientacion de los dominios (VL-conector-VH)
resulta ser mas favorable para la molécula ya que este scFv podria formar parte de
un antiveneno recombinante para ser empleado en humanos. Los resultados que

se obtengan nos ayudaran a conocer cual resulta un mejor agente terapéutico.

HIPOTESIS

El cambio en la orientacion de los dominios VH y VL del scFv LR puede tener efectos
sobre varias propiedades del fragmento de anticuerpo. La construccion y
caracterizacion del scFv con orientacion VL-VH permitira estudiar tales efectos a

nivel de expresion y estabilidad funcional de la proteina.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del cambio de la orientacién de los dominios VH-VL del scFv LR a
VL-VH en sus propiedades.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Construir el gen del scFv LR con orientacion VL-VH.
— Expresar scFv LR VL-VH en la cepa TG1 de E. coli.

— Analizar y comparar las propiedades del scFv LR en las dos orientaciones.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1 Construccion de scFv LR VL-VH
Para construir la version del scFv LR con la orientaciéon VL-VH se disefiaron dos
pares de oligonucledtidos para la amplificacion de cada fragmento que incluyen los
sitios de restriccion (Sfi I y Not 1) y la secuencia del conector:

Para el dominio Ligero:

K6Sfi (5-GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC GAA ATT
GTG CTG ACT CAG TCT CC-3")

JK4.Link (5"- CCA CCA GAA CCT CCG CCT CCT GAT CCG CCA CCT CCT ACG
TTT GAT CTC CAC CTT GGT CCC-3")

Para el dominio Pesado:

H3.Link (5"-GGC GGA TCA GGA GGC GGA GGT TCT GGT GGA GGT GGG AGT
GAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT GG-3)

JH3.Not (5"-GAG TCATTC TCG ACT TGC GGC CGC TGA AGA GAC GGT GAC
CAT TGT CCC-3')

3.2 Amplificaciéon de los dominios
Las condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usadas para la
amplificacion de cada dominio fueron un primer ciclo de desnaturalizacién a 94 °C
por 5 min; 30 ciclos de amplificacion (94 °C por 1 min, 60 °C por 1 miny 72 °C por
1 min); y un paso final de extension 72 °C por 7 min. Amplificando por separado
cada dominio con su par de oligonucleétidos correspondientes; VL (K6Sfi con
JK4.link) y VH (H3.Link con JH3.Not)

Se corrobor6 la correcta amplificacion de cada dominio mediante electroforesis en
gel analitico de agarosa y el producto de PCR se purificé mediante electroforesis
usando un gel preparativo de agarosa al 1 %. Las bandas correspondientes a los

dos dominios fueron cortadas y posteriormente procesadas con el kit comercial High
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Pure PCR Product Purification (Roche). Se corroboré la purificacion de los
fragmentos de VL y VH y se estimé la concentracion de ADN.

3.3 Empalme en la nueva orientacion

Con los dos productos anteriores, se realizé el empalme del scFv en orientacion VL-
VH uséandose: Buffer de PCR 10x 10 pL; MgClz (25 mM) 6 pL; dNTPs 2 puL (10 nM);
Dominio VH (300 ng); Dominio VL (300 ng), Tag-polimerasa (1 pL de 5 U/uL); H20
mQ estéril (csp 100 pL).

Las condiciones de la reaccion de amplificacion (PCR) usadas fueron; un primer
ciclo de desnaturalizacién a 94 °C por 5 min; 7 ciclos de empalme (94 °C por 1 min,
64 °C por 1.5 miny 72 °C por 1 min) sin la adicién de oligonucleétidos; y luego con
los oligonucledtidos K6Sfi y JH3.Not, 30 ciclos de amplificacion (94 °C por 1 min, 55
°C por 1 miny 72 °C por 1 min) y un paso final de extension a 72 °C por 7 min.

Se confirmo el ensamble de los dominios mediante electroforesis en gel analitico de

agarosa, y se purifico el producto de PCR en gel preparativo de agarosa.

3.4 Digestion

El producto de PCR purificado fue digerido con la enzima Not | (New England
Biolabs, Beverly MA. USA) (80 uL ADN; 2 pL enzima Not I; 9 pL buffer 3.1) durante
toda la noche a 37 °C. Se purificé la primera digestion mediante el kit High Pure
PCR Product Purification (Roche). Se realizé la segunda digestion usando la enzima
Sfi 1 (80 uL ADN; 2 pL enzima Sfi I; 9 pL buffer Smart-Cutter) incubado a 50 °C por
al menos 6 horas.

Paralelamente, el vector de expresion pSynl fue digerido con las mismas enzimas

y condiciones.
3.5 Ligacion

Se coloco una reaccion de ligacion usando el vector pSynl (Figura 6) doblemente

digerido con Not I y Sfi | (0.5 pL vector pSynl (50 ng); 5 yL del inserto (50 ng); 1 uL
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Buffer de ligasa; 0.5 pL de ligasa T4 y 2 pL de agua) y se incubd durante la noche
a4 -°C.

3.6 Transformacion

Se usaron 60 pL de células electrocompetentes de E. coli TGl para ser
transformadas con 5 pL de la ligacion, en celdas de 1 mm y un pulso de 1.8 mA.
Las células fueron recuperadas con 1 ml de medio YT2X e incubadas colocadas a
37 °C por 1 hora. Posteriormente se platearon 10 puL, 50 pL, 200 uL y el resto (~740
pL) en placas Petri con medio sélido YT2X (Glucosa 2 %; Amp. 200 pug/ml) y se
incubaron toda la noche a 37 °C. A partir de las colonias aisladas de realiz6 PCR
de colonia para corroborar la correcta construccion de 850 pb del gen de LR VL-
conector-VH presente en el plasmido de las células recuperadas en el medio de
seleccion con ampicilina. De las colonias positivas se recuperd el ADN plasmidico
para confirmar la construccion mediante secuenciacion. Para ello el material fue
enviado a la unidad de sintesis y secuenciacion del Instituto de Biotecnologia-
UNAM, usando el oligonucleétido Dir (5"-ATA CCT ATT GCC TAC GGC-3")

3.7 Expresion de las construcciones en ambas orientaciones

El ADN de cada construccion de LR en las dos orientaciones verificadas fue usado
para transformar de forma independiente células electrocompetentes de E. coli TG1
(Anexos. Protocolos). Las células recuperadas en medio solido YT2X (Glucosa
2%; Amp. 200 pg/ml) se usaron para hacer los respectivos preinéculos en 3 ml de
medio YT2X (Glucosa 2%; Amp. 200 ug/ml); los cuales fueron incubados toda la
noche a 37°C. Posteriormente, cada preindculo fue colocado en un matraz con 500
ml de medio YT2X (Glucosa 0.1 %; Amp. 200 pug/ml). La induccién se realizé a la
densidad 6ptica determinada por la longitud de onda de 600nm (D.O.s00 nm) = 0.9
agregando IPTG (Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) a una concentracion final de
1 mM. Los cultivos se incubaron a 30 °C por 4 horas a 150 rpm (Riafio-Umbarila et
al., 2005a).
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3.8 Extraccién periplasmica
Pasadas las 4 horas de incubacion, los cultivos inducidos fueron centrifugados por
15 min, 4000 rpm a 4 °C. El sobrenadante fue desechado y el pellet celular fue
resuspendido en 15 ml de buffer PPB (sacarosa 20%; EDTA 1 mM; Tris-HCI 30mM)
y se incubo por 20 min en hielo. Posteriormente, se centrifugd la muestra por 15 min
a 10,000 rpm a 4°C. El sobrenadante se recuperd y nuevamente se resuspendio el
pellet en 15 ml de una solucion de MgSO4 5 nM y se incubd por 20 min en hielo.
Posteriormente, se centrifugd por 15 min a 10,000 rpm a 4°C recuperando
nuevamente el sobrenadante. Los 2 sobrenadantes de cada construccion,

recuperados fueron mezclados y dializados dos veces en PBS 1 X a 4°C.

3.9 Purificacion por afinidad a niquel
Los sobrenadantes dializados fueron pasados a través de una columna empacada
con 1 ml de resina de niquel agarosa (Ni-NTA) (una columna por cada construccion),
la cual fue equilibrada con imidazol 20 mM. Los sobrenadantes fueron pasados 2
veces por la columna. Un lavado fue realizado con 5 ml de imidazol 35 mM.

Finalmente, se eluyeron las proteinas con 700 pL de imidazol 250 mM.

3.10 Purificaciéon por exclusién molecular
Usando una columna Superdex 75 (Amersham Biosciences UPC 900), acoplada a
en un equipo de FPLC (Ackta) a un flujo de 0.5 ml/min de PBS 1x se purificaron los
imidazoles de las muestras recuperadas de la columna por afinidad a niquel. Los
scFv una vez purificados, fueron cuantificados por espectrofotometria (A= 280 nm)
y realizando las estimaciones usando el coeficiente de extincion molar del scFv LR
(37150).

Los detalles de los protocolos pueden encontrarse en Anexos. Protocolos.
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3.11 Evaluacion preliminar del reconocimiento en biosensor de interacciones
moleculares BIACORE a Cn2

El equipo Biacore (Biosensor Biacore X, Uppsala, Suecia) permite determinar las
interacciones en tiempo real que ocurren entre un ligando y un analito (toxinay scFv,
en este caso, respectivamente), siendo el primero inmovilizado en una superficie
sélida (Chip). Cada evaluacion se realiza usando una determinada concentraciéon
de anticuerpo, la interaccidon es registrada inmediatamente por un detector y
transducida a una curva de interaccion. Dicha curva es denominada sensograma,
en donde se pueden distinguir dos fases: una de asociacion, la cual representa la
unién al receptor inmovilizado (toxina) que depende de la concentracion del ligando
(scFv) y del tiempo. La otra fase es de disociacién, la cual corresponde a la
velocidad con la que se pierde la unién entre el scFv y la toxina y solo depende del
tiempo.

El comportamiento ideal para un scFv de alta afinidad como lo es el scFv LR (KD 5
X 101 M) es que una vez que se une a la toxina inmovilizada, este sea capaz de
mantenerse unido el mayor tiempo posible. Este comportamiento es facil de
identificar por que la curva de la fase de disociacion tiene una pendiente minima.
Inicialmente, la idea fue determinar los parametros cinéticos de la interaccion las
constantes de asociacion y disociacion de las moléculas, donde se requieren

realizar al menos 6 evaluaciones o 6 curvas a diferentes concentraciones.

3.12 Analisis de la actividad funcional en presencia de un agente
desnaturalizante
Las proteinas en las dos orientaciones del scFv LR a una concentracion de 100 nM
fueron incubados en presencia de un agente desnaturalizante (cloruro de
guanidinio); a concentraciones de 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25y 1.5 M por 12 horas a
37 °C usando PBS 1x como diluyente. Posteriormente las muestras fueron
inyectadas en el equipo BIACORE X con PBS 1x bajo un flujo de 50 uL/miny a una
temperatura de 25 °C usando el chip con la toxina Cn2 (300 RU). El nivel de

reconocimiento de cada tratamiento fue comparado con el control (0 M).
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3.13 Efecto de la temperatura en la actividad funcional

Las muestras de proteina del scFv LR en ambas orientaciones, a una concentracion
de 100 nM fueron incubadas por 1 hora a las temperaturas: 4 °C, T.A. (Temperatura
ambiente ~24 °C), 40 °C, 50 °C, 60 °C y 70 °C usando buffer del Biacore (HBS-EP)
como diluyente y fueron inyectados en el equipo BIACORE con buffer HBS-EP
(Biacore, General Electric) a un flujo de 50 yL/min y a una temperatura de 25 °C
usando el chip con la toxina Cn2 (300 RU). El nivel de reconocimiento de cada
tratamiento fue comparado con el control (4 °C).

3.14 Ensayos de neutralizacion
Grupos de ratones hembra de la cepa CD1 con un peso entre 18-20 g fueron
ocupados en este ensayo; las inyecciones se realizaron via intraperitoneal. La
prueba consistio en evaluar la capacidad neutralizante del scFv LR en ambos
formatos sobre la toxina Cn2 del alacran Centruroides noxius; LR en su orientacion
original (VH-VL) y la generada (VL-VH) que sera llamada Construccién 4. Se
emplearon 5 grupos de 4 ratones; un grupo control fue inyectado con 2 DLso de la
toxina Cn2.
El grupo 1 fue inyectado con una mezcla de 2 DLsode la toxina Cn2 y el scFv LR a
una relacion molar 1:2 respectivamente. Antes de ser inyectada, la mezcla se dejo
incubando por 30 min a temperatura ambiente y en agitacion. La mezcla se
administré en cada raton ajustando el peso de cada raton a razén de 100 L, por 20
g de ratén. Al grupo 2 le fue administrada una mezcla de 2 DLsp de la toxina Cn2 y
el scFv LR en una relacion molar 1:2 respectivamente y siguiendo el mismo
procedimiento del grupo 1.
Al grupo 3y el grupo 4 fue administrado con una mezcla de 2 DLso de la toxina Cn2
y el scFv LR y 4 respectivamente, a una relacion molar 1:1 siguiendo el mismo
procedimiento de administracion que el grupo 1.

Los ratones fueron observados tras la inyeccion y se monitorearon sus sintomas.
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CAPITULO 4. RESULTADOS

Para determinar el efecto del cambio en la organizacion de los dominios del scFv
LR, inicialmente se construy6 el gen que codifica para el scFv en orientacion VL-

VH, posteriormente se expreso y caracterizé6 como se describe a continuacion.

4.1 Construccion del gen en orientacion VL-VH de LR
El cambio de la orientacién de los dominios se realizé mediante la amplificacion por
PCR de los dominios VH y VL con oligonucleétidos disefiados para tal fin (ver
Metodologia). A partir del ADN que codifica para el scFv LR original, primero se
amplificé el segmento que codifica para el dominio variable de la cadena ligera en
el cual se incorporo un sitio de restriccion para Sfi | y en el extremo correspondiente
a la zona que codifica para el extremo carboxilo de este dominio, se incorporé la
secuencia que codifica para la mitad del péptido conector. El segmento que codifica
para el dominio variable de la cadena pesada se amplifico incluyendo la secuencia
gue codifica para la otra mitad del péptido conector y la secuencia que codifica para

sitio de restriccion Not .
En la Figura 3 se puede observar el producto de la amplificacion y correspondencia

de los pesos moleculares esperados, en el caso de la ligera se encuentra alrededor

de los 400 pb, mientras que la pesada se observa alrededor de los 450 pb.

1000pb — S

500pb —» N
400pb —
300pb —

Figura 3. Amplificacion de los dominios. Carril 1: Marcador de peso molecular, Carril 2-3: Dominio
ligero (VL), Carril 4-5: Dominio pesado (VH) (Autoria propia).

32



Con el producto de PCR puro de los dominios VL y VH se realizé una segunda
reaccion de PCR de empalme, la region del conector se forma gracias a la
hibridacién de las bases del final del dominio VL y al inicio del dominio VH. En la
Figura 4 se observa la banda de 800 pb. correspondiente al inserto del tamafio

esperado producto del ensamble correcto.

Figura 4. Empalme de los dominios VL y VH; Carril 1: Marcador de peso molecular, Carril 2-Empalme
(Autoria propia).

De la manera previamente descrita, se purificd el producto empalmado, y se digirid
con las enzimas de restriccion Not | y Sfi | en procesos independientes de digestion.
El inserto fue ligado al vector de expresién pSynl (Figura 6) que fue previamente
digerido con las mismas enzimas de restriccion y purificado. Una vez que la
construccion fue ligada en el vector de expresion, se uso para trasformar células
electrocompetentes de E. coli TG1. Las células transformadas se recuperaron en
cajas con medio sélido para obtener colonias aisladas, lo que permitié la evaluacion
individual mediante PCR de colonia. En la Figura 5 se muestra el corrimiento del
producto de PCR de 9 colonias donde se confirmo la presencia de la construccion

(tamarfo de 800 pb) en todas las colonias.
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De estas 9 colonias positivas se eligieron dos al azar, de las cuales se purifico
plasmido (ver Metodologia) y el ADN fue secuenciado. De esta manera se pudo

confirmar la correcta construccion del scFv LR VL-VH (Construccién 4).

Figura 5. Gel de la PCR de las colonias de E. coli transformadas; Carril 1: Marcador de peso
molecular, Carril 2-10: Colonias Transformadas, Carril 11: Control Positivo (Autoria propia).

4.2 Caracterizacion

4.2.1 Expresion
Las construcciones del scFv LR (VH-VL) y 4 (VL-VH) fueron expresados en E. coli
TG1 siguiendo el mismo protocolo descrito en la seccion de Metodologia. El vector
pSynl tiene un promotor Lac es cual es reprimido por la presencia de glucosa e
inducido en presencia de IPTG. La secuencia de cada anticuerpo esta precedida de
la secuencia que codifica para el Pel B, que es péptido que dirige a la proteina
sintetizada al periplasma de E. coli, donde se corta y se libera la proteina del scFv
para ser plegada correctamente en las condiciones oxidantes, que le permiten
formar los puentes disulfuro intradominio. Por esta razon, se espera que la proteina
recuperada sea totalmente funcional, cosa que no pasaria si se recupera del
citoplasma bacteriano. El vector pSynl también permite la fusion del scFv a una
etiqueta C-myc, en el caso de que se requiera ser identificada mediante anticuerpos
y una marca final de 6 histidinas que permiten su purificacidn mediante la unién a

niquel.
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Figura 6. Vector de expresién pSynl.

La proteina soluble recuperada de la extraccion periplasmica (ver 3.8), se purifico
por cromatografia de afinidad a una columna de Ni-agarosa y de ahi fue sometida
a un ultimo proceso de purificacion por exclusion molecular por medio de FPLC. En

la Figura 7 se muestran los cromatogramas resultantes de la purificacion.
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Figura 7. Cromatogramas superpuestos de la purificacion de los scFv LR y 4 a un flujo de 0.5 ml/min
de PBS 1X. La recuperacion del pico de elucién de los scFv LR y 4 fueron a los tiempos 24 y 23 min
respectivamente (Autoria propia).

En la Figura 7 se comparan los cromatogramas de la purificacion por exclusion
molecular de las proteinas del scFv LR en ambas orientaciones. En todos los casos
se recupero6 un pico principal bien definido, lo que llama la atencion es la diferencia
en los tiempos de retencion, ya que para LR (VH-VL) fue de 24 min mientras que
para 4 (VL-VH) fue de 23 min. Teniendo en cuenta los principios de la exclusiéon
molecular esto podria implicar que la construccion del scFv 4 es de mayor tamafio
gue LR y en realidad se espera que sean del mismo tamafo. Ante esta duda, las
muestras fueron cuantificadas y analizadas por medio de espectroscopia de masas
(andlisis realizado por el Dr. Fernando Zamudio IBT-UNAM). Los valores de las
masas fueron similares al tedrico (27948.8 Da) tal como se esperaba, siendo de
27941.4 para el parental LR y de 27942.56 Da para el scFv 4. Las variaciones de

los tiempos de retencidn no estan relacionadas con la masa, estas pueden estar
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relacionados con el plegamiento y/o empaquetamiento de las proteinas como se

discutird mas adelante.

Para establecer los niveles de expresion para las dos construcciones, se realizaron
tres ensayos independientes de expresion y recuperacion de los scFv. En la Tabla
3 se resume el rendimiento de cada uno de los ensayos. En todos los casos la
expresion de la proteina de la Construccion 4 fue mayor comparado con la expresion
de la proteina del scFv LR.

Rendimiento Rendimiento Rendimiento DESV.

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 PROMEDIO EST.

. LR 3.198 mg 3.16 mg 4.5 mg 3.619 mg 0.762
scFv

4 4.012 mg 4.835 mg 6.1 mg 4.982 mg 1.051

Tabla 3. Rendimiento calculado para cada construccion por litro de cultivo.

4.3 Evaluacion de la actividad Funcional

4.3.1 Reconocimiento: BIACORE
La primera evaluacion en Biacore consistio en verificar el reconocimiento del scFv
LR (VH-VL) y compararlo con el nivel de reconocimiento de la construccion 4 (VL-
VH) a la misma concentracion de proteina (10 y 25 nM). Los sensogramas de
reconocimiento de las dos construcciones contra la toxina Cn2 (Figura 8) muestran
gue la orientacion VL-VH tiende a asociarse mas que la orientacion original VH-VL,
sin embargo, el comportamiento en la fase de disociacion es similar entre ellas (casi
lineas paralelas). Este resultado muestra que el reconocimiento del scFv 4 por la
toxina Cn2, no se pierde y del igual forma el tipo de interaccidn no se ve alterado de

manera drastica por el cambio en la orientacién de los dominios.
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Figura 8. Sensogramas de reconocimiento a Cn2 del scFv LR y la construccion 4. Evaluados a las
concentraciones indicadas. Las mediciones se realizaron a 25 °C, aplicando un flujo de 50 yL min
(Autoria propia).

Posteriormente, se intento realizar una determinacion preliminar de la afinidad de
cada construccion por la toxina Cn2, realizando varias inyecciones de los scFv a
diferentes concentraciones. Los sensogramas (Figuras 9 y 10) obtenidos fueron
analizados en el programa BiaEvaluation 3.1, desafortunadamente el equipo, no
cumplié con los parametros 0ptimos de calibracion, por lo que la determinacion de
la afinidad no pudo concluirse; aunque se espera que la afinidad del scFv 4 sea
similar a la del scFv LR que fue reportado previamente 5 X 10! M (Riafio et al.,
2011).

Del conjunto de curvas podemos ver que ambas orientaciones de scFv se
comportan de manera muy similar. Algunas diferencias pueden apreciarse
solamente en la primera fase, correspondiente a la fase de asociacién donde el scFv
4 parece reconocer sutiimente mas a la toxina Cn2. Mientras que en la fase de
disociacion parecen mostrarse de forma similar, (ya que son practicamente
paralelas) con una minima pérdida de la asociacion entre el analito (scFv) y el

ligando inmovilizado (toxina Cn2).
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Figura 9. Sensograma de union del scFv LR a la toxina Cn2 en BIACORE. Las mediciones se
realizaron a 25 °C, aplicando un flujo de 50 uL min? (Autoria propia).
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Figura 10. Sensograma de union del scFv 4 a la toxina Cn2 en BIACORE. Las mediciones se
realizaron a 25 °C, aplicando un flujo de 50 yL min* (Autoria propia).

Una vez que se determind que las dos construcciones reconocen de manera similar
a la toxina Cn2 se decidio evaluar el reconocimiento en frente a otros factores como
fueron el efecto de un agente desnaturalizante y temperatura para identificar si hay

diferencias entre ellos.
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4.3.2 Actividad funcional en presencia de un agente desnaturalizante
Siguiendo el protocolo descrito se determiné el nivel de reconocimiento de los scFv
hacia la toxina Cn2 sin cloruro de guanidinio en el Biacore midiendo las unidades
de resonancia (RU) que corresponden al 100 % de reconocimiento.
Simultdneamente se compard con los valores obtenidos de las muestras los scFv
incubados a diferentes concentraciones de cloruro de guanidinio a 37 °C toda la
noche; lo que nos permiti6 comparar la actividad funcional en las condiciones
mencionadas. La grafica obtenida, nos muestra como se modifica la interaccién de

los scFv con la toxina Cn2 en presencia del cloruro de guanidinio (Figura 11).
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CLORURO DE GUANIDINIO
Figura 11. Estabilidad del scFv en ambos formatos ante la presencia de cloruro de guanidinio
determinado en BIACORE. Las mediciones se realizaron a 25 °C, aplicando un flujo de 50 yL min*
por triplicado, mostrandose también la desviacion estandar (Autoria propia).

El resultado fue muy interesante ya que los dos anticuerpos se comportan de
manera similar, sin embargo, LR en la mayoria de las condiciones mostré un
reconocimiento ligeramente superior que la construccidon 4 a excepcion de la Ultima

concentracion.
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4.3.3 Actividad funcional en diferentes temperaturas
Se evalud la capacidad de reconocimiento de los scFvs LR y 4 después de ser
sometidos a diferentes temperaturas durante 1 hora, el efecto de la temperatura en
el reconocimiento de la toxina Cn2 se evaluo en el Biacore. Para ello se determind
el nivel de reconocimiento (medido como RUS), de cada scFv a un tiempo fijo (120s).
En este caso las muestras no tratadas, fueron los scFv almacenados a 4 °C los

cuales muestran el 100 % de reconocimiento a la toxina Cn2 (Figura 12).
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Figura 12. Estabilidad del scFv en ambos formatos ante diferentes temperaturas, determinado en
BIACORE. Las mediciones se realizaron a 25 °C, aplicando un flujo de 50 yL min* por triplicado,
mostrandose también la desviacion estandar (Autoria propia).

El resultado muestra que el efecto de la temperatura en el reconocimiento por la
toxina Cn2  es similar entre las dos orientaciones de los scFv, en algunas
temperaturas (Figura 12) LR presenta un mayor porcentaje de interaccion con la

toxina Cn2, algo similar a lo observado en presencia de cloruro de guanidinio.
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4.4 Actividad biolégica

Teniendo en cuenta que el scFv LR fue generado para ser neutralizante de toxinas
de alacranes (Riafio-Umbarila et al.,, 2011), se decidi6 evaluar la capacidad
neutralizante del scFv 4 y compararla con la del scFv LR. Para ello, la prueba se
realizo en ratones CD1, los cuales fueron inyectados por via intraperitoneal con 2
DLso de toxina Cn2 o con una mezcla de toxina y anticuerpo. Todos los ratones
tratados con LR en ambas orientaciones sobrevivieron y no se observaron sintomas
de intoxicacién. Mientras que en el grupo control 3 ratones murieron y uno
sobrevivié; todo el grupo control presento sintomas graves de intoxicacién (Tabla
4).

Sobrevivientes [Relacion Molar (Toxina:scFv)]

scFv Toxina 2DLs, 1:2 1:1
LR Cn2 4/4 4/4
4 Cn2 4/4 4/4
Control 2DLs Sobrevivientes
Cn2 1/4°

Tabla 4. Prueba de neutralizacion con 2DLso de la toxina Cn2. Presencia e intensidad de los sintomas
de intoxicacion: a, sintomas graves (contracciones abdominales, movimientos incontrolados,
paralisis casi total en patas, salivacién y dificultad respiratoria presentes en el control).

Por el buen nivel de proteccion, se decidié disminuir la relacion molar de toxina:
anticuerpo, 1 a 1, siendo mas drastica la condicién, lo interesante es que las dos
orientaciones LR (VH-VL) y 4 (VL-VH) protegen de igual forma, y solo se observo
algunos sintomas de incomodidad de los ratones, sin ser evidente los sintomas de

intoxicacion.
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CAPITULO 5. DISCUSION

El scFv es una proteina artificial, que permite el ensamble de los dominios VH y VL
de un anticuerpo en una sola unidad polipeptidica, la cual requiere para su
conformacién de un proceso acoplado de plegamiento y asociacion de los dominios
(Tan et al., 1998). Cada dominio de inmunoglobulinas se pliega en una estructura
secundaria tipo p-sandwich, y la formacion de la region Fv depende de la correcta
interaccion de los residuos ubicados en la interfase de cada dominio. Estos aspectos
determinaran las propiedades de cada construccion (Rees et al., 1994; Wérn &
Pluckthun, 2001).

Los scFvs pueden ser obtenidos a partir de anticuerpos monoclonales o de
bibliotecas de scFvs. Es importante reiterar que el scFv LR (motivo de este trabajo)
fue generado mediante varios procesos de evolucién dirigida y de la combinatoria
de cambios del scFv humano 3F. Esto permitié lograr que el scFv LR neutralizara a
las toxinas Cn2 y Css2 de los venenos de los alacranes C. noxius y C. suffusus
(Riaflo-Umbarila et al., 2011).

La finalidad de este trabajo fue determinar si el cambio en la orientacion de los
dominios variables modifica las propiedades del scFv LR, esto basados en algunos
trabajos que reportan incrementos en el nivel de expresion, reconocimiento,
actividad biologica y estabilidad. Por ejemplo, en el trabajo realizado por Ayyar et
al., 2015 donde cambiaron la orientacion de los dominios VH y VL en un scFv de
conejo, los resultados revelaron que es posible mejorar el nivel de expresiéon. Cheng
et al., 2015 en sus estudios demostraron las ventajas de invertir la orientacion de
VH-VL a VL-VH. Al evaluar las dos orientaciones los resultados mostraron que el
cambio de orientacion no tuvo mayores repercusiones en la estabilidad, capacidad
de union, pero si una eficacia protectora in vivo del scFv VL-VH. Algo similar ocurrio
en la investigacion realizada por Lu et al., 2004 donde la disposicidén de los dominios
VH y VL en diferentes orientaciones también mostro cambios sobre la expresion
aunque si describe mejoras en la capacidad de union al antigeno del scFv, asi como
una mejor estabilidad. También, hay varios trabajos como los reportados por

Kipriyanov et al., 2003; Koerber et al., 2015; Zhang et al., 2015 que por las
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variaciones observadas nos acenttian la importancia de evaluar el efecto del cambio
de la orientacion de los dominios VH y VL como una via para la optimizacion de la
actividad funcional de los scFvs.

En la Figura 13, se esquematiza el efecto estructural del cambio en la orientacion,
donde se aprecia que basicamente es el conector el que se mueve de lugar, sin
embargo, esto puede tener mayores implicaciones si consideramos, que la
secuencia en si puede tener efectos a nivel de la transcripcion, traduccion y

plegamiento de las proteinas (Buhler et al., 2010).

N

Figura 13. Representacion en forma de modelo estructural y esquematica del scFv LR en dos
orientaciones distintas. El dominio variable de la cadena pesada (VH) esta representado en azul. El
correspondiente a la cadena ligera (VL) esta representado en rojo y el péptido que los mantiene
unidos esta indicado en verde. Los extremos amino (N) y carboxilo (C), estan indicados con letras
rojas (ChimeraX; Autoria propia).

Para comparar las propiedades del scFv neutralizante LR, en las dos posibles
orientaciones de los dominios; VH-VL y VL-VH. A partir de LR se realiz6 la
construccion del formato alternativo, el cual fue realizado exitosamente. El disefio
de los oligonucleétidos permitio lograr la correcta de amplificacion y empalme de los
dominios en orientacion VL-VH (Figura 3 y 4). Este inserto, fue ligado al vector de
expresion pSynl (Figura 6) para la expresion de las proteinas. Posteriormente
insertado en células de E. coli TG1 por electroporacién. Y se confirmd por PCR de
colonia y por secuenciacion la obtencién de la correcta construccion del scFv LR en

la orientaciéon VL-VH.
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Para cada ensayo de expresion, se usaron los plasmidos con las construcciones en
las dos orientaciones para transformar células electrocompetentes de E. coli. Las
células fueron recuperadas y sembradas en medio sélido de seleccion (incubadas
por 8 horas). A partir de las colonias frescas se hicieron los indculos
correspondientes. Este procedimiento continuo, en nuestra experiencia permite un
mayor rendimiento de los scFv expresadas; en comparacion con inéculos
generados a partir de gliceroles o células almacenadas a 4 °C. Los procedimientos
de expresion (ver Metodologia) se realizaron de forma simultdnea para las dos
construcciones con la finalidad de mantener las mismas condiciones y periodos de
incubaciéon y extraccion periplasmica. Lo anterior permite hacer una mejor

comparacién de la recuperacion de las proteinas de las dos orientaciones.

Dentro de los pasos de purificacion, el de afinidad a niquel es posible realizarlo pues
la construccion posee una secuencia de 6 histidinas que facilitan la purificacion
mediante el uso de una resina de Ni-agarosa empacada en una columna. En la
Figura 14, se describe el mecanismo de unién entre el Ni?* y las histidinas; donde
los residuos de histidina pueden unirse con el ion Nireemplazando a las moléculas
de agua unidas (lineas rojas). Posteriormente se utilizé imidazol para recuperar a la

proteina.

.

Figura 14: Ligando Ni-NTA unido covalentemente a una matriz de agarosa entrecruzada para la
purificacion selectiva de proteinas etiquetadas con una secuencia de poli histidina (Biotech, 2018).

45



Es importante resaltar que en la purificacion mediante cromatografia de afinidad de
Ni2* se emplearon los mismos voliimenes de recuperacion con el imidazol 250 mM,
los cuales fueron sometidos a la exclusion molecular. Este dltimo paso de
purificacion de los scFvs permitid observar diferencias respecto a niveles de
expresion y tiempos de retencion de las dos construcciones (Figura 7). Los
cromatogramas resultantes de la purificacién por FPLC, muestran el imidazol 1, que
corresponde a la primera elusion (donde se observa mas proteina) y el imidazol 2,
la segunda elusién (menor cantidad de proteina). Para las dos construcciones se
aprecia la recuperacion de un pico principal, que corresponde a la forma
monomeérica (los dimeros de otras variantes de esta familia presentan tiempos de
exclusion alrededor de los 19 min — comunicacién personal grupo Dr. Becerril). Al
comparar el nivel de expresion de las dos construcciones fue claro que la nueva
construccion del scFv LR en orientacion VL-VH (Construccion 4) presenta una mejor
expresion (ver Tabla 3) con un rendimiento promedio de 4.9 mg en la orientacion
(VL-VH) comparada con la orientacion original (VH-VL) de 3.6 mg. Estas variaciones
en el rendimiento de la proteina ya se habian observado en algunos trabajos como
(Yu-Jin et al., 2006; Zhang et al., 2015).

Ademas de las diferencias a nivel de expresion, fue llamativo observar que las dos
construcciones difieren en el tiempo de retencién, mientras que la proteina del scFv
VH-VL fue de aproximadamente 24 min, la proteina de VL-VH fue de 23 min. Como
se menciond en los resultados, la diferencia en el tiempo de retencion no se debe a
gue presenten diferentes masas (ver 4.21). Esto sugiere, que la diferencia de los
tiempos de retencion puede estar relacionada con una mayor compactacion de la
molécula en la orientacién VH-VL, mientras que la orientacion VL-VH puede estar
en una condicion mas relajada y de alli la razén que su tiempo de elucién sea un

minuto mayor.

El equipo Biacore X nos permitié analizar la interaccién que ocurre entre un analito
y un ligando (en este caso scFv y toxina) (ver Metodologia). Fue muy importante

establecer que la proteina en la nueva orientacion mantuvo el reconocimiento por
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su antigeno original. Los sensogramas de una buena interaccién se caracterizan
porque una vez que el scFv se une a su analito, es capaz de mantenerse unido el
mayor tiempo posible (manteniendo asi una curva con una minima pendiente; linea
casi horizontal) y por tanto una menor velocidad de disociacion. Esta tendencia
hacia la horizontalidad de la fase de disociacion puede ser observado en los
sensogramas de la Figura 8; mostrando que las construcciones tienen un
comportamiento muy similar en cuanto al reconocimiento hacia la toxina Cn2, con
una leve mejora en la asociacion del scFv 4 a comparacion del scFv LR a las mismas
concentraciones de proteina. Si bien no fue posible determinar las constantes
cinéticas de los scFvs, los resultados obtenidos nos aportan importante informacion
acerca de los efectos favorables en la orientacion de los dominios VL-VH en cuanto

a expresion y reconocimiento.

Otra forma de observar si existen diferencias entre las dos construcciones es
mediante la comparacion del nivel de reconocimiento a la toxina Cn2 frente a un
agente desnaturalizante. El resultado de este ensayo mostré un comportamiento o
tendencia muy similar en la disminucion del reconocimiento ante el aumento del
agente desnaturalizante en los dos scFvs (Figura 11). En donde se puede observar
gue el trazo correspondiente al scFv 4 esta ligeramente mas abajo del scFv LR. Los
ensayos por triplicado presentaron mostrando valores muy cercanos (desviaciones
estandar muy pequefias) lo que nos permite confirmar que los experimentos fueron

realizados con precision.

En cuanto a la evaluacion de la estabilidad térmica (ver metodologia) en la Figura
12 el scFv LR fue levemente mas estable y de forma general el comportamiento fue
similar ya que al aumentar la temperatura en ambos casos (LR y 4) se disminuy? el
reconocimiento por la toxina Cn2. A latemperatura de 50 °C aun se conservo hasta
un 85 % de funcionalidad, condiciones a las que es poco probable que un farmaco

sea expuesto, los dos formatos son igualmente interesantes.
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Para evaluar la capacidad de neutralizacion de los scFv contra la toxina Cn2 se
realizaron pruebas in vivo en ratones. Los resultados resumidos se encuentran en
la Tabla 4; en donde se mostré que los scFv (LR y 4) neutralizan 2DLso de toxina
Cn2, usando una relacibn molar 1:2 respectivamente (toxina:scFv). La
supervivencia fue del 100 % de los sujetos en ambas orientaciones del scFv LR.
Estos resultados nos motivaron a realizar una prueba mas drastica; reduciendo a la
mitad la relacion molar del scFv, a 1:1. Las dos versiones del scFv LR lograron
neutralizar la toxina en el 100 % de los individuos. En los dos casos los ratones

protegidos después de dos horas mostraron un comportamiento normal.

Este resultado es importante para el scFv LR en sus dos versiones, ya que contrasta
con el grupo control que presentd 75 % de mortalidad con las 2DLs, de la toxina
Cn2, y el animal que sobrevivio presento el cuadro completo de sintomas graves de
intoxicacion, sobreviviendo posiblemente por una subestimacion de la toxicidad de
la toxina Cn2.

Basicamente el cambio de la orientacion de los dominios no afecta las propiedades
del scFv LR (excepto que en el nivel de expresion en E. coli fue mayor para la
orientacion VL-VH). Es probable que las pocas diferencias se deban a que el scFv
LR fue madurado, presenta alta afinidad por la toxina Cn2 y que por las
caracteristicas individuales de los dominios variables que lo constituyen (VH3-VK3),

hacen que la combinacion sea también muy estable.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

El estudio realizado en la presente tesis muestra que el cambio en la orientacion de
los dominios variables del scFv LR no tuvo mayores repercusiones en las
propiedades, es decir, no alterd la interaccion con la toxina Cn2, ni su capacidad
neutralizante. Sin embargo, el principal efecto favorable, se aprecié en el mayor
nivel de expresion del scFv 4 (VL-VH) en la cepa TG1 de E. coli comparado con la
orientacion original del scFv LR (VH-VL).

Este trabajo nos ha permitido conocer que las propiedades del scFv LR no tuvieron
cambios drasticos por el cambio de orientacién en los dominios variables. Estos
resultados difieren con algunos reportados en la literatura donde las diferencias de
la afinidad y la estabilidad son considerables (Buhler et al., 2010; Kellmann et al.,
2017; Lu et al., 2004).
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PERSPECTIVAS

Evaluar el comportamiento del scFv 4 con otras toxinas de los venenos de C.
suffusus y C. sculpturatos, para conocer si el cambio de orientacion tuvo
algun efecto en el reconocimiento a otras toxinas.

Determinar las constantes de afinidad de las dos construcciones contra las
toxinas mencionadas.

Realizar una prueba formal de estabilidad mediante calorimetria de barrido
diferencial con el fin de determinar si existen diferencias entre los valores de
Tm de las dos construcciones y si la capacidad replegarse esta presente en
la construccion en la orientacion VL-VH, tal como ocurre con la orientacion
VH-VL (Rodriguez-Rodriguez et al., 2012).

Para nuevos procesos de maduracion se podria iniciar la construccion de
bancos con esta orientacion, de esta manera se tendria una ventaja de iniciar
el proceso de una molécula monomeérica que presenta buenos niveles de
expresion en E. coli.

Evaluar si la mejor expresion en orientacion VL-VH, es exclusiva de E. coli o
si al utilizar otro organismo como P. pastoris este patron de expresion es

diferente.
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ANEXOS

Definiciones

Dolor epigastrico: Es una sensacion de malestar y de dolor en la boca del
estomago.

Priapismo: Es una ereccion no deseada y prolongada del pene.

Hipertermia: Aumento de la temperatura por encima de la temperatura corporal
normal, de 37 °C a 37.5°C

Arritmia cardiaca: Alteracién o trastorno del ritmo cardiaco.

Isquemia miocardica: Es una enfermedad en la que se produce una
disminucion del flujo de sangre rica en oxigeno a una parte del organismo.
Edema pulmonar: Es una acumulacion anormal de liquido en los pulmones
gue provoca dificultad respiratoria.

Shock circulatorio: Es un estado fisiologico en el que, en etapas iniciales, la
perfusion (el intercambio gaseoso) de los tejidos es insuficiente para cubrir la
demanda de oxigeno y nutrientes para la respiracion aerébica celular.
Reacciones anafilacticas: Una reaccion alérgica grave en todo el cuerpo a un
guimico que se ha convertido en alérgeno.

Hiperemia local: Es el aumento en la irrigacion sanguinea en un 6rgano o
tejido.

Sialorrea: También llamada ptialismo, es la excesiva produccién de saliva.
Disfagia: Es la dificultad para la deglucion (problemas para tragar).
Taquicardia: Es el incremento o aceleracion de la frecuencia cardiaca
Odinofagia: Es el dolor producido en la garganta al intentar tragar fluidos
Parestesia: Es una sensacion anormal de los sentidos o de la sensibilidad
general como una sensacion de hormigueo o adormecimiento

Prurito nasal: Picor nasal
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PROTOCOLOS

Protocolo 1. Extraccion de ADN plasmidico por kit

El siguiente es el protocolo de aislamiento de plasmido por kit de Roche (High Pure
Plasmid Isolation Kit) modificado.

1.

Hacer un in6culo de 5 ml de medio liquido YT2X (glucosa 2%, Amp 200 pg/ml),
a partir de la colonia a la cual se desea extraer ADN plasmidico.

1.1.Incubar a 37°C con agitacion toda la noche.

1.2. Centrifugar el cultivo a 5000 rpm por 15 min a 4°C.

1.3. Desechar sobrenadante.

. Agregar 250 pL de “Solucion 1” (Buffer de suspension).

2.1.Resuspender las células y pasar el contenido a un tubo de 1.5 ml.

Agregar 250 pL de “Solucién 2” (Buffer de lisis).

3.1. Mezclar suavemente por inversion de 3 a 5 veces.

3.2.Incubar por 5 min a temperatura ambiente.

Agregar 350 pl de “Solucion 3 fria” (Buffer de union).

4.1. Mezclar suavemente por inversion de 3 a 6 veces.

4.2.Incubar la muestra por 5 min en hielo.

4.3. Centrifugar a 14000 rpm por 10 min

Recuperar sobrenadante y cargarlo en una columna de recuperacion en un tubo

de colecta.

5.1.Dejar el sobrenadante atravesar por accion de la gravedad de 10 a 15 min

5.2. Centrifugar la columna a 3000 rpm por 1 min

5.3. Centrifugar nuevamente la columna a 14000 rpm por 30 segundos.

5.4.Desechar el filtrado.

Agregar 500 pL de “Solucién 4” (Buffer de lavado 1) a la columna.

6.1. Centrifugar a 12000 rpm por 1 min

6.2. Desechar el filtrado.

6.3. Centrifugar a 14000 rpm por 1 min

6.4. Desechar el filtrado.

Agregar 500 pL de “Solucién 5” (Buffer de lavado 2) a la columna.

7.1.Centrifugar a 14000 rpm por 1 min

7.2.Desechar el filtrado.

Agregar 200 pL de “Solucién 5” a la columna.

8.1. Centrifugar a 14000 rpm por 1 min

8.2.Desechar el filtrado.

8.3. Centrifugar a 14000 rpm por 1 min

8.4.Cambiar la columna de filtrado del tubo de colecta a un tubo de 1.5 ml nuevo
y estéril.

Agregar 100 pL de “Solucién 6” (Buffer de elucién) a la columna.

9.1.Dejar la solucion en la columna 5 min
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9.2. Centrifugar a 14000 rpm por 1 min
10.EI ADN recuperado se cuantifica por espectrometria a Abs: 230 nm.

Protocolo 2. PCR

PCR de colonia

Componente Volumen
H20 Tetradestilada = 73 pL
Buffer 10 X 10 uL
MgCI2 30 mM 6 pL
Oligonucledtido 4 uL
Directo 10 pmol/ puL
Oligonucledtico 4 uL
Reverso 10 pmol/ uL

dNTPs 5 mM 2 uL
TagPol 5 U/ uL 1L
Volumen final 100 pL

Se coloca una pequeia asada de la colonia en cada tubo de reaccion.
Condicion de reaccion

Las condiciones usadas para las reacciones de amplificacion por PCR fueron:
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min, 30 ciclos de amplificacion (94 °C por 1
min, 55 °C por 1 miny 72 °C por 1 min) y una extension final a 72 °C por 5 min.

94°C 94°C
5 1 72°C 72°C

55°C

30 ciclos

PCR de empalme

Las condiciones usadas para la PCR de empalme fue: un primer ciclo de
desnaturalizacion a 94 °C por 5 min; 7 ciclos de empalme (94 °C por 1 min, 64 °C
por 1.5 miny 72 °C por 1 min)(sin la adicion de oligonucleétidos); 30 ciclos de
amplificacion (94 °C por 1 min, 55 °C por 1 miny 72 °C por 1 min) (adicionando los
oligonucleétidos K6Sfi y JH3.Not) y un paso final de extension a 72 °C por 7 min.
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94°C|94°C | 94°C
/s 72°C |/ v _72°C 72°C
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1.5 T

4°C

7 ciclos 30 ciclos

Protocolo 3. Electroforesis de ADN

A menos que se mencione lo contrario, la electroforesis de ADN se realizé en gel
de agarosa 1% (TBE, agarosa 1%).

Se corrio el gel en buffer TBE (Tris base; HzBO3s; EDTA) a 80~90 mA por un tiempo
de 30~45 min.

Tincion
Todas las tinciones de los geles se realizaron con GelRed ™.

Protocolo 4. Purificacion de ADN digerido

El siguiente es el protocolo de aislamiento de ADN por kit de Roche (High Pure PCR
Product Purification Kit) modificado.

1.

Agregar 300 pL de Solucion 1 al tubo de la Digestion 1
1.1.Mezclar vigorosamente

Cargar la mezcla en una columna de filtrado en un tubo de colecta.
2.1. Centrifugar a 3000 rpm por 1 min

Cargar el filtrado en la columna nuevamente.

3.1. Centrifugar a 3000 rpm por 1 min

3.2.Desechar el filtrado

3.3. Centrifugar la columna a 14000 rpm por 1 min
Colocar 500 pL de Solucion 2 a la columna.
4.1.Centrifugar a 14000 rpm por 1 min

4.2.Desechar el filtrado.

Agregar 200 pL de Solucién 2 a la columna.

5.1. Centrifugar a 14000 rpm por 1 min

5.2.Desechar el filtrado.

5.3. Centrifugar a 14000 rpm por 1 min
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8.

Cambiar la columna de filtrado del tubo de colecta a un tubo de 1.5 ml nuevo y
esteril.

Colocar 100 pL de Solucion 3 en la columna.

7.1.Dejar la solucion en la columna por 5 min

7.2.Centrifugar a 14000 rpm por 1 min

El filtrado es cuantificado por espectrofotometria a una Abs. de 280 nm.

Protocolo 5. Purificacion de ADN por corte de banda de agarosa

El siguiente es el protocolo de aislamiento de fragmentos de ADN de gel de agarosa
por kit de Roche (High Pure PCR Product Purification Kit) modificado.

1.

ok ow

Tenlir el gel

1.1.Con mucho cuidado y con medidas de seguridad apropiada (guantes, bata).

Visualizar el gel en el transiluminador con luz UV a intensidad baja.

2.1.1dentificar la banda deseada.

2.2.Cortar con ayuda de una navaja desinfectada el gel para obtener la banda
deseada.

Colocar la banda en un tubo de 1.5 ml.

Pesar la banda restando el peso del tubo

Por cada 100 mg de agarosa se usara 300 pl de Solucion 1

5.1.Se divide en tubos de 1.5ml (los necesarios).

Se calienta el contenido del tubo a 60 °C hasta lograr disolver la agarosa.

= Opcional: Agregar 1uL de isopropanol por cada 1 mg de agarosa.

Cargar la agarosa disuelta con la Solucion 1 en la columna de filtrado en un tubo

de colecta (una columna por cada tubo de 1.5 ml usado).

7.1. Centrifugar a 5000 rpm por 1 min

7.2.Desechar filtrado.

7.3.Centrifugar a 14000 rpm por 1 min

Agregar 500 pL de Solucion 2.

8.1. Centrifugar a 14000 rpm por 1 min

8.2.Desechar filtrado.

Agregar 200 pL de Solucién 2.

9.1. Centrifugar a 14000 rpm por 1 min

9.2. Desechar filtrado.

9.3. Centrifugar a 14000 rpm por 1 min

10.Cambiar la columna de filtrado del tubo de colecta a un tubo de 1.5 ml nuevo y

estéril.

11.Colocar 100 pL de Solucion 6 en la columna.

11.1. Dejar la solucion en la columna por 5 min
11.2. Centrifugar a 14000 rpm por 1 min

12.Usar la misma solucion para cada columna usada con el objetivo de concentrar

el ADN.
= Opcional: Correr gel de electroforesis para confirmar presencia del ADN de
interés.

59



Protocolo 6. Transformacién

1. En 60 pL de células de E. coli TG1 electrocompetentes, se colocan 5 pL de
reaccion de ligacion.

2. En celdas de electroporacién (Bio-Rad) se coloca la mezcla de células con
reaccion de ligacion.

3. Dar un pulso de 1.8 mA con el electroporador (Bio-Rad).

4. Recuperar las células inmediatamente de la celda con 1 ml de medio YT2X (sin
glucosa, sin ampicilina).

5. Recuperar las células por 1 hora a 37 °C con agitacion (150 rpm).

6. Platear 10 pL y 50 pL en cajas Petri con medio YT2X solido (glucosa 2%, Amp
200 pg/ml).

7. Platear el cultivo restante en una caja Petri (70 ml) con medio YT2X solido
(glucosa 2 %, Amp).

Transformantes

Realizar conteo de las unidades formadoras de colonias (UFCs).

Realizar PCR de colonia para corroborar la correcta insercion del plasmido en las
células.

Protocolo 7. Expresion de proteinas

1.

Hacer un preindculo de la colonia en medio YT2X (glucosa 2%, Amp 200 ug/ml).

1.1.Incubar toda la noche a 37 °C con agitacion.

Colocar el cultivo (preinéculo) en 500 ml (relacion 1:100) de medio YT2X

(glucosa 0.1 %, Amp 200 pg/ml).

2.1.Incubar a 37 °C por ~3 horas hasta alcanzar una densidad Optica de Abs
600nm: 0.9

Agregar IPTG como inductor a una concentracion final de 1 mM y Amp 200 ug/ml.

3.1.Incubar a 30 °C en agitacion por 4 horas

Centrifugar el cultivo a 5000 rpm por 15 min

4.1. Desechar sobrenadante

Protocolo 7.1

Extraccion periplasmica

5. Resuspender el pellet celular en buffer de lisis PPB (sacarosa 200 mg / ml, EDTA

1 mM, Tris HCI 30 mM, pH 8); adicionar 15 ml de buffer PPB por cada 500 ml de

cultivo.

5.1.Mantener en hielo por 20 min mientras se resuspende el pellet con ayuda de
una pipeta.

5.2.Centrifugar a 10000 rpm por 15 min

6. Recuperar sobrenadante “Sobrenadante 1”.
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7. Resuspender pellet en buffer de MgSO4 5 mM, usando 15 ml de buffer por cada
500 ml de cultivo.
7.1. Mantener en hielo por 20 min mientras se resuspende el pellet con ayuda de
una pipeta.
7.2.Centrifugar a 10000 rpm por 15 min
8. Recuperar sobrenadante “Sobrenadante 2”.
9. Dializar “Sobrenadante 1” y “Sobrenadante 2”.

Protocolo 7.2
Dializado

10.Preparar 5 L de PBS 1x
10.1. Hidratar la membrana de dializado con agua Mili Q y luego remojar en
PBS.
10.2. Sellar un extremo de la membrana con una pinza.
11.Colocar en la membrana la mezcla del “Sobrenadante 1”7 y “Sobrenadante 2”.
11.1. Sellar el otro extremo de la membrana con una pinza procurando dejar una
pequefia burbuja con la intencién de que flote.
11.2. Colocar la membrana de dializado en un recipiente con 5 L de PBS 1X.
12.Mantener el PBS en agitacion a 4°C toda la noche.
12.1. Cambiar la membrana a otro recipiente con otros 5 L de PBS 1X por 2
horas.

Protocolo 7.3
Cromatografia de afinidad

13.Colocar a una columna de cromatografia 1 ml de resina Ni-NTA
13.1. Se equilibra o0 “empaca” con 5 ml de solucion imidazol 20 mM en PBS 1X

14.Se carga la muestra dializado de a poco y se deja pasar a través de la columna
por gravedad de 2 a 3 veces.

15.Cargar 5 ml de solucién imidazol 35 mM en PBS 1X con el objetivo de “lavar” la
columna, es decir retirar contaminantes y proteinas no relevantes.

16.Se agrega de 1 ml de solucion imidazol 250 mM en PBS 1X a la columna con el
objetivo de eluir la proteina retenida en la columna.
16.1. Se colecta la elucién en tubos silanizados (Imidazol 1).

17.Se agregan 1 ml de solucion imidazol 250 mM a la columna y se coloca a 4°C
toda la noche y posteriormente es recuperado (Imidazol 2).
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