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mi vida a mejorarla inconmensurablemente, por enseñarme que la felicidad puede existir 
en una pequeña “larva” haha, por todos los juegos, en especial el de Gears of War en 
modo locura haha, por las risas, las pláticas, podría escribir millones de cosas pero solo 
diré que estoy eternamente agradecida porque tú llegaste a nuestras vidas y todo brilló, 
todo es felicidad a tu lado, y no podría explicar lo importante que eres para mi chaparra. 
Gracias a los tres, los amo. 
 
A mis compañeritos de vida:  
 
Kirby, mi chititín lindo, gracias por acompañarme desde los 8 años hasta la universidad, 
por estar conmigo en la computadora y en la mesa durante horas solo para 
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RESUMEN 

 

Las arañas del género Latrodectus, conocidas como viudas, están ampliamente 

distribuidas alrededor de todo el mundo excepto en las zonas polares, generalmente las 

hembras adultas son las causantes del cuadro de envenenamiento al humano llamado 

latrodectismo. 

El veneno de las arañas Latrodectus contienen diversas proteínas de alto peso 

molecular, entre las más importantes se encuentra la -latrotoxina (específica para 

vertebrados), - latroinsectotoxina y -latrocrustatoxina. La -latrotoxina se une a 

receptores específicos en las membranas presinápticas estimulando una liberación 

masiva de neurotransmisores, provocando una parálisis muscular. Esta proteína madura 

consta de dos dominios: amino terminal y el dominio de anquirinas. 

El tratamiento más efectivo contra el envenenamiento es el antiveneno Aracmyn, el cual 

está compuesto por fragmentos F(ab´)2 
 de inmunoglobulinas de caballos inmunizados 

con el veneno de miles de arañas del género L. mactans. Este proceso es caro, poco 

eficiente y riesgoso, así que se han buscado alternativas para expresar la -latrotoxina 

de L. mactans de manera recombinante y utilizarla como inmunógeno para producir 

suero neutralizante. 

En este trabajo, se expresó la proteína -latrotoxina de manera recombinante en modelo 

de E. coli y se fragmentó el dominio amino terminal, así como la región de anquirinas con 

el objetivo de producir proteína de manera soluble y generar anticuerpos específicos anti 

α-latrotoxina. Las proteínas obtenidas se aislaron de los cuerpos de inclusión utilizando 

el detergente N-laurilsarcosine al 2% y purificando mediante una cromatografía de 

afinidad en una columna NiNTA. Al utilizarlas como inmunógenos en conejos, se 

generaron sueros capaces de neutralizar el veneno de L. mactans así como su 

sintomatología. 
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I. Introducción 

 

I.2 Generalidades de las arañas 
 

Las arañas comprenden un grupo diverso y ampliamente distribuido de artrópodos; han 

conquistado todos los ecosistemas terrestres excepto las zonas polares. Existen 47 800 

especies aproximadamente según world spider catalog (2018). Se encuentran dentro del 

phylum Arthropoda (del griego arthron: unión y podos: pie) que es el grupo más extenso 

del reino animal, se le llama así por presentar patas articuladas y exoesqueleto rígido.  

Este phylum se divide en dos subphyla: Mandibulata y Chelicerata este último recibe ese 

nombre por poseer quelíceros, los arácnidos son parte de ellos. El orden Araneae 

contiene el mayor número de especímenes dentro de los arácnidos. Se subdivide en tres 

infraórdenes: Mesothelae (arañas segmentadas), Mygalomorphae (tarántulas) y 

Araneomorphae (arañas verdaderas).  Son un grupo bastante antiguo, sus registros 

fósiles datan de 300 millones de años atrás dentro del período Carbonífero. 

Muchas arañas desarrollaron sistemas especializados como trampas de seda o cazando 

a sus víctimas, un ejemplo de ellas son las arañas no tejedoras o errantes. Se alimentan 

de insectos, diversos artrópodos o pequeños mamíferos.   

Todas las arañas, salvo la familia Uloboridae (arañas de patas plumosas), producen 

veneno; son pocas las especies que tienen verdadera importancia médica, ya que 

poseen venenos los suficientemente tóxicos como para provocar envenenamiento y en 

ocasiones la muerte al ser humano (Hoffmann, 2004). También existen aquellas que 

tienen efectos necrotóxicos, como las arañas del género Loxosceles (Cabrerizo et al., 

2009). 
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I.3 Anatomía general de las arañas 

La morfología de las arañas está comprendida en dos partes: la parte anterior llamada 

cefalotórax o prosoma, que se divide en parte cefálica donde se encuentran las glándulas 

de veneno especializadas. Las glándulas venenosas son una estructura compuesta por 

una parte muscular, una capa secretora y un conducto secretor que desemboca al 

gancho inoculador (Castro et al., 2009), además de un número variable de pares de ojos, 

cuatro pares de patas y un par de pedipalpos, que en los machos funcionan como 

órganos copuladores.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) B) 

Figura 1. Morfología de las arañas.  A) Vista ventral de una araña. B) Vista dorsal de una araña. Modificado de 

Hoffman (2004). 
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En la mayoría de las especies las glándulas venenosas se encuentran una parte en el 

cefalotórax y otra parte en los quelíceros, no obstante, existen arácnidos como los 

pseudoescorpiones, que contienen las glándulas de veneno en los pedipalpos. 

 El veneno es utilizado para paralizar y realizar una digestión externa de sus presas, a 

su vez, como defensa contra los depredadores. Se secreta mediante la contracción de 

una capa de musculatura en las glándulas venenosas, pasando por un par de ductos a 

través de los quelíceros y saliendo por el extremo de cada uno del par de colmillos (Rash 

& Hodgson, 2001), en la parte torácica podemos encontrar los surcos torácico, cervical 

y radial. La parte posterior denominada opistosoma o abdomen donde se encuentran los 

órganos como corazón, ovarios, pulmones y realizan funciones como la digestión, 

circulación, respiración excreción y reproducción. También se encuentran los 

espineretes, que son los apéndices por donde se secreta la seda. 

Algunas arañas como la “viuda negra” teje sus telas extensas e irregulares cerca del 

suelo, debajo de detritos, entre pilas de leña o delante de madrigueras. Estas arañas 

cuelgan de la tela cabeza abajo y cuando la presa queda enredada, la atacan 

rápidamente. Si accidentalmente son presionadas contra la piel humana, la araña 

reacciona naturalmente mordiendo para su defensa (Castro et al., 2009) 

I.3 Biología de las arañas del género Latrodectus 

I.3.1 Taxonomía  

Las arañas del género Latrodectus se encuentran dentro del reducido grupo de arañas 

capaces de producir daño al ser humano, las que han presentado mayor importancia 

médica por el número de casos clínicos son: L. mactans, L. hasselti y L. tredecimguttatus. 

(Saracco & de Roodt, 2010). Las arañas del género Latrodectus pertenecen a la familia 

Theridiidae. 
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Reino: Animalia 

  Filo: Arthropoda,  

    Clase: Arachnida,  

      Orden: Araneae  

        Suborden: Araneomorphae 

           Superfamilia: Araneoidea 

              Familia:Theridiidae 

                Género: Latrodectus 

                   Especie: Latrodectus mactans 

  

I.3.2 Distribución del género Latrodectus  

 

Existen alrededor de 45 especies de Latrodectus descritas en el mundo (Saracco & de 

Roodt, 2010). La especie Latrodectus mactans (Fig.2) la podemos encontrar en Estados 

Unidos, Chile, Guatemala, México, Uruguay y Argentina. En Australia y Nueva Zelanda 

(Latrodectus hasseltii); en Italia, España y Rusia (Latrodectus tredecimguttatus); en Sur 

África (Latrodectus indistinctus); y en Madagascar (Latrodectus menavodi) (Rafael R. L. 

Sampayo, 1943). En México se encuentran 3 especies, Latrodectus mactans, L. 

geometricus y L. hesperus (Cabrera et al., 2017) (Fig. 3). 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Viuda negra (Latrodectus mactans) hembra. 
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Fig. 3. Registro de las tres especies del género Latrodectus en la República Mexicana. L. geometricus 

(amarillo), L. hesperus (azul claro), L. mactans (azul) y L. sp. (naranja) que se distribuyen en México con base en las 

Provincias Biogeográficas propuestas por Morrone (2017) Imagen tomada de la tesis de A. Cabrera. 

 

I.3.3 Morfología                                                                                                                  

La viuda negra hembra, mide aproximadamente de 8 a 15 mm. a diferencia de los 

machos que miden la mitad de las hembras (Saracco & de Roodt, 2010). Generalmente 

una viuda negra hembra es color negro y brillante, su tonalidad lo van adquiriendo a 

medida que se desarrolla su crecimiento; la característica morfológica más relevante es 

una marca roja en de su abdomen en forma de reloj de arena de color rojo en la parte 

ventral, cuenta con un abdomen globuloso. Poseen patas largas y delgadas, 3 uñas 

tarsales y 8 ojos. 

Los machos son generalmente del mismo color que las hembras y en la parte del 

abdomen, tienen la marca del reloj de arena rojizo, aunque la coloración, puede variar 
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dependiendo de la especie. También contienen veneno, aunque, debido a que sus 

quelíceros son bastante pequeños, son incapaces de atravesar la piel humana y provocar 

un envenenamiento. 

La reproducción de la viuda negra ocurre durante la primavera y a inicio del verano. Es 

conocido que las hembras devoran a sus machos tras la cópula, la hembra es capaz de 

almacenar el esperma. En el opistosoma de las arañas hembra, hay un par de ovarios. 

La luz de cada ovario conduce a un oviducto, y los dos oviductos se unen para formar el 

útero, que abre al exterior en el surco epigástrico. A los lados del gonoporo femenino, 

suele haber un par de aberturas copuladoras que llevan, a través de los conductos de 

conexión, a un par de receptáculos seminales. Un segundo par de tubos, denominados 

conductos de fecundación conectan los receptáculos seminales con el útero. Justo 

delante del surco epigástrico, poseen una placa denominada epiginio, que cubre el poro 

genital que lleva a las aberturas copuladoras y a los receptáculos seminales. Una vez 

que el esperma esté almacenado en la hembra y las condiciones nutricionales son 

apropiadas, coloca en su telaraña un saco blanquecino (ooteca) que contiene de 25 a 

900 huevos que tarda de 14 a 30 días en madurar y que mantendrá las crías a salvo 

hasta el momento de la eclosión. Pocas arañas logran sobrevivir debido al canibalismo 

entre las crías. Las arañas nacen en estado de ninfas y mudan de piel varias veces al 

año aumentando su tamaño hasta alcanzar la madurez sexual, llegan a vivir hasta 2 años 

(Álvarez del Toro, 1992).  

 

I.3.4 Hábitos y hábitat del género Latrodectus 

 

De costumbres furtivas y baja agresividad, generalmente reaccionan solo si se la molesta 

o cuando es comprimida accidentalmente sobre una región del cuerpo.  

Son predominantemente rurales, aunque se han encontrado en áreas urbanas, 

resultante de su transporte pasivo junto a productos agrícolas. Viven en lugares oscuros 

cerca del piso, al aire libre, entre hierbas, zonas de cultivo, depósitos de granos, en el 

rastrojo, laderas de montañas, donde hay basura, pilas de madera, piedras, o en las 
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paredes. El incremento de la temperatura ambiente, las altas tasas de reproducción de 

la Latrodectus, la intensificación de las labores agrícolas y el aumento de paseos 

campestres, donde las personas se tienden en el pasto, hacen que aumenten las 

posibilidades de contacto hombre/araña. Las viudas negras tejen una telaraña muy 

resistente y pegajosa. Ya que son cazadoras en espera, al caer una presa en su tela, la 

inmovilizan con la seda para morderla e inyectarle su veneno. 

 

I.3.5 Epidemiología  

 

El comportamiento epidemiológico que se ha observado en pacientes con mordedura de 

araña es de mayor incidencia durante el verano y el otoño. El número de casos de 

envenenamiento no se conoce con exactitud, aunque existe una cifra aproximada. En 

México se ha reportado que, del total de casos de intoxicaciones por animales 

ponzoñosos, el 11% es debido a mordeduras de arañas, registrándose cada año entre 

3.000 a 5.000 personas lesionadas por mordeduras de Latrodectus mactans y 

Loxosceles, predominando de manera muy amplia la mordedura por viuda negra (Haro 

et al., 2016). 

 

I.4 Latrodectismo 

 

Se le llama latrodectismo a la intoxicación generada por el veneno de las arañas 

Latrodectus, que son conocidas como “viuda negra” o “araña capulina”. El componente 

activo proteico más importante del veneno de esta araña es la alfa-latrotoxina, que afecta 

específicamente a mamíferos. Influye en los canales de sodio de neuronas motoras 

permaneciendo abiertos, provocando una excesiva liberación de neurotransmisores 

(acetilcolina y norepinefrina), estimulando excesivamente la placa neuromotora.  
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I.4.1 Manifestaciones clínicas  

 

Clínicamente, se pueden identificar signos y síntomas que involucran al sistema nervioso 

simpático y parasimpático, con amplia interacción de neurotransmisores, pudiendo 

expresarse en diversos aparatos y sistema del organismo, tales como: placa 

neuromuscular, ojos, glándulas salivales, corazón, pulmones, aparto digestivo, vejiga, 

órganos sexuales y la piel.  

La consecuencia ante la mordida de la viuda negra ocasiona diferentes síntomas en el 

humano, aproximadamente de 15 minutos a media hora después de la mordedura, donde 

se presenta un cuadro de envenenamiento leve en el que se puede observar huellas de 

la lesión (por la mordida de los quelíceros) se presenta dolor en el sitio afectado además 

de hinchazón con un halo de palidez y eritema circundante, seguida con la disminución 

de la temperatura corporal, prurito, diaforesis y piloerección local. Conforme avanzan las 

horas, se presenta un cuadro moderado en el que se suman síntomas como: cefalea con 

intensidad variable, náuseas, vómito, parestesias generalizadas, mialgias, artralgias, 

temblores generalizados, sensación de cansancio, sudoración intensa y generalizada, 

inquietud y sialorrea.  

En algunos casos, si el envenenamiento persiste sin iniciar tratamiento posterior a la 

mordedura, se puede presentar un cuadro de envenenamiento grave en el que se puede 

presentar priapismo, dolor abdominal y torácicos intensos que van aumentando, los 

espasmos musculares y el temblor se acentúan, aparece nistagmo, taquicardia, 

hipertensión arterial, crisis convulsivas, arritmias, edema pulmonar, colapso vascular y 

choque.  

Para establecer un tratamiento, es necesario observar correctamente el grado de 

envenenamiento para iniciar las medidas terapéuticas oportunas. 

Se basa en medidas de soporte entre las que se incluye el uso de analgésicos y la 

rehidratación con suero intravenoso (Saracco & de Roodt, 2010). 

Si se presenta un cuadro de envenenamiento de moderado a grave, se requiere 

antiveneno específico ya que persistirán los síntomas y agravarse aún más 
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presentándose edema pulmonar, cerebral o problemas cardiovasculares lo que puede 

llevar a la muerte. La efectividad del tratamiento va directamente relacionada al tiempo 

de evolución del evento. La remisión del cuadro clínico inicia 15 minutos posteriores a la 

aplicación del antiveneno y se presenta la recuperación completa entre los 90 y 120 

minutos. La aplicación del antídoto debe ser intravenosa. 

I.5 Veneno de Latrodectus mactans 

 

Los venenos de los arácnidos y de las serpientes son mezclas heterogéneas de 

sustancias biológicas activas e inactivas. Los componentes principales son proteínas, 

aminoácidos libres, poliaminas, polipéptidos, enzimas, nucleótidos y sales inorgánicas. 

El veneno de Latrodectus mactans se produce por secreción holocrina: las células 

secretorias que se encuentran en el lumen de la glándula venenosa se desintegran y 

vierten el contenido en el lumen. Como resultado, las toxinas aparecen en el lumen junto 

con varios organelos, proteasas y pequeñas moléculas (Rash & Hodgson, 2001). La 

composición del veneno de Latrodectus mactans incluye diferentes toxinas en las que se 

encuentran la latrodectina alfa, la latrotoxina alfa (α-LTX) de 130 kDa dirigida a 

vertebrados, la latrocrustatotoxina (α-LCTX) de 150 kDa dirigida a crustáceos 

(Krasnoperov et al., 1991), la latroinsectotoxina (α-LIT) de 120 kDa con actividad 

equivalente sobre insectos (Magazanik et al., 1992). La latrotoxina es una potente 

neurotoxina que a concentraciones picomolar causa una masiva secreción de 

neurotransmisores en mamíferos resultando en el bloqueo de la transmisión nerviosa y 

llevando a cabo una parálisis muscular.  

 

I.5.1 Mecanismo de acción 

 

Se ha propuesto varios mecanismos para el funcionamiento de la α-latrotoxina, tanto 

dependientes como independientes de calcio extracelular, que llevan a la liberación de 

iones intracelulares como el calcio y el sodio terminando en la activación de estas. La α-

latrotoxina actúa sobre la membrana citoplasmática, en la que provoca la aparición de 

https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?pid=S0717-65382000000200006&script=sci_arttext&tlng=pt#Krasnoperov1991
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poros, que llevan a la salida de cationes divalentes y monovalentes como calcio, 

magnesio, potasio y sodio de la célula. 

Los mecanismos dependientes de calcio ocurren en células endocrinas, así como en 

células nerviosas, este mecanismo consiste en la unión del dominio amino terminal de la 

α-latrotoxina en la membrana y en presencia de cationes divalentes como calcio o 

magnesio forma multímeros (dímeros o tetrámeros) que generan canales catiónicos no 

selectivos y la entrada de calcio desencadena la fusión vesicular y la exocitosis. 

La activación de canales iónicos genera al inicio una liberación masiva de acetilcolina y 

luego de catecolaminas de las terminaciones nerviosas del sistema nervioso autónomo. 

Como resultado de estos eventos ocurre la despolarización de la unión neuromuscular 

con hiperreactividad autonómica y agotamiento de la acetilcolina. 

En ausencia de calcio extracelular, la toxina sigue siendo capaz de estimular las 

vesículas, aunque el proceso es más lento. Se han descubierto tres receptores, 

estructural y funcionalmente distintos, que, aunque no son indispensables en la 

formación de canales catiónicos, facilitan la unión y polimerización de la α-latrotoxina: las 

neurexinas, proteínas con un solo dominio transmembrana (Graudins et al., 2012) cuya 

unión a la α-LTX es calcio dependiente y el primer receptor descubierto para la α-

latrotoxina; los independientes de calcio (CIRL) también llamada latrofilina, un miembro 

de la familia CL de receptores acoplados a proteína G. Se cree que estos receptores 

sirven como sitios para dirigir α-LTX a la ubicación apropiada en la superficie celular, 

como la zona activa de los terminales nerviosos en la unión neuromuscular. Una vez 

unido, se produce una oligomerización de α-LTX que permite la formación de tetrámeros, 

seguido de inserción de membrana y formación de canales catiónicos no selectivos. Esta 

formación de poros produce la exocitosis vesicular y la fuga de neurotransmisores, se 

activan los canales de calcio y la tirosina fosfatasa de proteínas (PTPδ), este es el último 

de los receptores descubiertos y al igual que la latrofilina, puede unirse aún en ausencia 

de calcio, aún no existe mucha información.             

El efecto específico de la α-latrotoxina para la liberación de neurotransmisores indica que 

los receptores pueden ser responsables de la acción tóxica en las membranas 

neuronales (Meza-Aguilar & Boucard, 2014). La α-latrotoxina interactúa selectivamente 
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con la doble capa de lípidos de la membrana celular de las terminaciones presinápticas 

haciéndola más permeable, abriendo canales catiónicos con la participación de las 

moléculas de calcio como se observa en la figura 4; las toxinas pasan al interior de la 

célula por endocitosis, liberando gran cantidad de neurotransmisores como norepinefrina 

y acetilcolina; con efectos notables en la unión neuromuscular (Magazanik et al., 1992; 

Ori & Ikeda, 1998)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Mecanismo de acción de la α-latrotoxina. Representación esquemática de los efectos de α-latrotoxina (α-

LTX) en la membrana presináptica de las sinapsis autónomas o somáticas. α-LTX se une específicamente a receptores 

de células neuronales específicos, la latrofilina o neurexina. En presencia de cationes divalentes y al unirse a latrofilina 

o neurexina Iα, α-LTX tetrameriza e inserta en la membrana presináptica para formar poros permeables al calcio. 

(Luch, 2010). 

 

I.6 Estructura α-Latrotoxina 

 

La α-latrotoxina (α-LTX) es la proteína que afecta a los vertebrados y está compuesta 

por una sola cadena polipeptídica no glicosilada y sin actividad enzimática, de 130 kDa 

aproximadamente (Ashton et al., 2000) que se ha aislado del veneno de la araña del 

género Latrodectus. Es una proteína hidrófila, que actúa selectivamente en la membrana 
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presináptica de vertebrados, en donde estimula la secreción masiva de 

neurotransmisores. Al agotarse los neurotransmisores, se produce un bloqueo de la 

transmisión nerviosa lo que lleva a la parálisis muscular, cuando el diafragma es 

afectado, sobreviene la muerte por asfixia en algunos casos. 

La α-latrotoxina se sintetiza como una protoxina mayor a 157 kDa donde se cree que los 

dominios I y IV son eliminados por escisión proteolítica durante la maduración del veneno 

por dos sitios de reconocimiento de la furina (endopeptidasa), uno en el sitio N-terminal 

y otro en el C-terminal. El proceso de maduración se da probablemente en el lumen 

glandular donde hay niveles elevados de proteasas, dejando una toxina activa madura 

de 130 kDa compuesta de los dominios II y III. 

En condiciones no reductoras la α-latrotoxina existe como un homodímero, con cada 

monómero compuesto por cuatro dominios: un péptido señal (dominio I) que abarca los 

primeros 20 aminoácidos y es eliminado en la toxina madura, un dominio N-terminal 

(dominio II) conservado con dos segmentos hidrofóbicos que abarca del aminoácido 21 

hasta el residuo 470 y contiene 3 residuos invariantes de cisteína, (dominio III) 

compuesto con 20 o 22 repeticiones imperfectas de anquirinas, comprende de los 

aminoácidos 471 hasta el residuo 1180; y un fragmento (935-1030) que parece ser el 

sitio de unión al receptor presináptico y un dominio propéptido C-terminal (dominio IV) 

que va desde el aminoácido 1181 al 1381, el cual se elimina durante la maduración de 

la toxina (Dulubova et al., 1996). 

La α-LTX se encuentra en forma monomérica, aunque se sabe que actúa cuando se 

inserta en la membrana presináptica de la célula neuronal formando dímeros y 

tetrámeros para insertarse en la membrana (Saibil, 2000), de tal modo que permite el 

paso de cationes como calcio y potasio, despolarizando la membrana y provocando una 

exocitosis masiva de neurotransmisores. 

En estudios de criomicroscopía se ha observado que la toxina tiene tres dominios (Fig. 

5) diferentes denominados “ala” (que corresponde al dominio, residuos 21–320 

aproximadamente), “cuerpo” (corresponde a la primera parte del dominio intermedio, 

aproximadamente del 321 al 1015), y “cabeza” (que corresponde a la segunda el 

fragmento del dominio de anquirinas (residuos 1015-1179). 
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Fig. 5. Estructura de la α-latrotoxina. (A) Esquema de la estructura primaria de α-latrotoxina que indica los dominios 

funcionales, con números que indican la posición de los aminoácidos, recuadros mostrando la posición de 22 

repeticiones tipo anquirina, y líneas negras que indican extremos amino (N) - y carboxilo (C) -terminal que se escinden 

postraduccionalmente para producir la proteína madura (B) (Izquierda) Estructura tridimensional de α-latrotoxina y 

homotetrámero (a la derecha) que indica la posición de los dominios proteicos determinado a partir de microscopía 

cryo-EM (modificado de Ushkaryov et al., 2004) (Garb & Hayashi, 2013). 

 

Los monómeros se ensamblan en dímeros asimétricos en los que las alas quedan 

perpendiculares; los dímeros se unen para formar tetrámeros cuya longitud estimada es 

alrededor de 19 Å. El tetrámero es hidrofóbico y los monómeros que lo forman rodean 

un canal que atraviesa la membrana, por lo que los cationes divalentes y 

neurotransmisores que pueden difundir libremente, como catecolaminas, glutamato, 

péptidos, acetilcolina, norepinefrina y GABA (Fig. 6). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6. Modelo del tetrámero de la α-latrotoxina en la bicapa lipídica. El poro está completamente insertado en la 

membrana y los brazos extendidos se encuentran sobre la superficie extracelular. Un ion de calcio y el neurotransmisor 

norepinefrina (NE) son mostrados a escala (Saibil, 2000). 
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I.6.1 Dominio amino terminal        
 

Un segmento del dominio amino terminal está completamente expuesto en la membrana, 

donde puede ser susceptible a la degradación por proteasas, mientras que los otros 

dominios están inmersos en la membrana (Ushkaryov, 2002). Contiene 

aproximadamente 431 residuos y dos secuencias hidrofóbicas de 20-26 aminoácidos.  

La α-Latrotoxina tiene tres cisteínas en la región N-terminal que están conservadas en 

todas las latrotoxinas (Dulubova et al., 1996). La sustitución de alguna de las tres 

cisteínas conservadas de este dominio elimina la toxicidad de la proteína, lo cual sugiere 

la importancia de los puentes disulfuro en el dominio amino terminal (Ichtchenko et al., 

1998). 

 

I.6.2 Dominio de anquirinas 

 

El análisis de la secuencia de aminoácidos reveló la presencia de 22 repeticiones 

imperfectas en las posiciones 439-1180 que pueden facilitar las interacciones toxina-

membrana. Estas repeticiones son altamente homólogas entre las diferentes 

latrotoxinas, aunque el número de repeticiones puede variar. Las repeticiones de 

anquirina son un motivo de secuencia que se encuentra en proteínas, con diversas 

funciones que incluyen la iniciación de la transcripción, la regulación del ciclo celular, la 

integridad del citoesqueleto, el transporte de iones y la señalización de células. (Graudins 

et al., 2012). 

 

I.6.3 Dominio carboxilo terminal 

 

Este dominio no es de gran relevancia para la toxicidad del veneno, es el sitio menos 

conservado ya que durante la maduración de la proteína es procesado. 
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I.7 Antivenenos 
 

Desde sus inicios, los antivenenos eran sueros crudos que contenían una gran cantidad 

de sustancias antigénicas, que son responsables de un gran número de reacciones 

secundarias que en ocasiones llegaban a causar la muerte del paciente por choque 

alérgico. Estos sueros eran llamados de primera generación (Zabala et al., 2004). 

Los sueros de segunda generación fueron obtenidos por la purificación de las 

inmunoglobulinas, estos originaban menos reacciones adversas y se conservaban altas 

concentraciones de Inmunoglobulinas G (IgG).  

Actualmente existen los antivenenos de tercera generación o faboterápicos. Estos 

utilizan solamente las fracciones F(ab’)2 que reconocen los determinantes antigénicos, 

por lo que poseen una alta especificidad neutralizante y no provocan reacciones 

secundarias. 

 

Fig. 7. Modelo de una inmunoglobulina IgG donde se muestran las regiones Fab. Modificado de Dreamstime. 
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I.7.1 Antiveneno específico Aracmyn F(ab´)2 

 

El tratamiento más efectivo para la mordedura de viuda negra es el antiveneno Aracmyn. 

Fue creado en México desde el año 1999 en el Instituto Bioclon en colaboración con el 

Instituto de Biotecnología de la UNAM, el cual se compone de fragmentos F(ab´)2 de 

inmunoglobulinas policlonales de caballos inmunizados con el veneno de Latrodectus 

mactans. Este antiveneno impide que el sitio activo del veneno interactúe con su receptor 

y, por lo tanto, evita que se desencadenen los mecanismos fisiopatológicos de la 

intoxicación, por lo que se requieren anticuerpos que tengan mayor afinidad por el 

veneno completo. 

 

II Antecedentes 
 

La mayor parte de los estudios sobre el veneno de Latrodectus fueron realizados por el 

grupo de E. Grishin en Moscú, en el Instituto de Química Bioorgánica (Academia Rusa 

de Ciencias), estudiando tanto el veneno como las toxinas que lo componen, 

particularmente diversas latrotoxinas y fueron quienes realizaron los primeros estudios 

estructurales de la proteína utilizando la especie L. tredecimguttatus. Así mismo lograron 

clonar y secuenciar el gen que corresponde a la α-latrotoxina (Kiyatkin et al., 1993). 

 

Este grupo logró expresar α-LTX recombinante activa mediante el sistema de células 

insecto-baculovirus, y demostró que la proteína recombinante posee propiedades 

biológicas semejantes a la toxina nativa, como la liberación de neurotransmisores, 

letalidad en ratones y la unión específica a neurexina y latrofilina. Tras varios años 

lograron expresar la proteína madura (el dominio amino terminal y el dominio de 

anquirinas). 

 

En el laboratorio del Dr. Roberto Stock, del Instituto de Biotecnología de la UNAM, 

Prud´Homme en el 2001 clonó y secuenció el gen de la proteína madura α-latrotoxina de 

Latrodectus mactans y demostró que la secuencia reportada para L. tredecimguttatus y 
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Latrodectus mactans tienen una homología a nivel de nucleótidos del 95.3% para el 

fragmento amino terminal completo (1374 pb) y a nivel de aminoácidos una identidad del 

93.2%. 

 

En el laboratorio del Dr. Stock, lograron expresar diversos fragmentos de la proteína en 

E. coli, todos se obtuvieron de manera insoluble encontrándose cuerpos de inclusión 

(Prud´Homme, 2004). En estudio in vivo, estas proteínas fueron efectivas como 

inmunógenos, sin embargo, la cantidad de proteína soluble era muy limitada y la mayor 

parte se encontraba como cuerpos de inclusión. De los estudios de protección, el dominio 

amino terminal de la proteína recombinante fue capaz de generar anticuerpos 

neutralizantes contra el extracto de glándulas venenosas de Latrodectus mactans. 

 

Por otro lado, Graudins y colaboradores en el 2012 de la escuela Medical & Molecular 

Biosciences, en la Universidad de Tecnología, Sydney, Australia, utilizaron el anticuerpo 

monoclonal 4C4.1 y realizaron pruebas de neutralización en diferentes venenos de 

arañas Latrodectus. Hicieron pruebas electrofisiológicas, estimulando el músculo del 

cuello en pollos y se observó que el anticuerpo 4C4.1 bloquea la liberación de 

neurotransmisores al evitar la tetramerización de la α-LTX de L. tredecimguttatus al 

inhibir la tensión y contractura del músculo. El epítopo que reconoce el anticuerpo 

monoclonal 4C4.1 está situado en una región de bisagra entre los aminoácidos (1007-

1013). 

En estudios de Western Blot, demostraron que el anticuerpo monoclonal no reconoce la 

α-LTX de otras especies del mismo género Latrodectus (L. hasselti, L. mactans, L. 

hesperus, L. lugubris). Esto indica que el epítopo no está presente, o muestra diferencias 

en las moléculas de α-LTX encontradas en otros venenos de Latrodectus. 

En el dominio de tipo anquirinas se encuentra la región que se une al epítope 4C4.1 que 

neutraliza el efecto de L. tredecimguttatus, por lo que podría ser importante también la 

unión contra el veneno de L. mactans. 
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III Justificación  

 

Se cuenta con la secuencia que codifica para la proteína madura alfa latrotoxina (α-LTX) 

de Latrodectus mactans (viuda negra), se expresó, pero la mayor parte se obtuvo como 

cuerpos de inclusión. Se propone generar proteína recombinante de manera soluble para 

usarlo como inmunógeno y producir anticuerpos policlonales capaces de neutralizar el 

veneno.  

Por otra parte, el anticuerpo monoclonal 4C4.1 obtenido de L. tredecimgutattus, se probó 

en diferentes venenos de arañas del género Latrodectus y únicamente neutraliza el 

veneno de la especie contra el que fue hecho. Debido a diferencias en las moléculas, no 

logra unirse al veneno de diferentes Latrodectus, siendo así, se obtendrá el fragmento 

donde se encuentra el anticuerpo monoclonal 4C4.1 situado en la región de tipo 

anquirinas en L. mactans para generar anticuerpos policlonales y probarlo contra el 

veneno completo para neutralizarlo. 

IV Hipótesis 
 

Se generará proteína recombinante soluble a partir de cuerpos de inclusión, que servirá 

como inmunógeno para generar anticuerpos neutralizantes contra la α-LTX de L. 

mactans. 

V Objetivos 
 

Objetivo General 

Expresar la región amino de la α-latrotoxina y un fragmento del dominio de anquirinas de 

manera soluble para utilizarla como antígeno en la producción de anticuerpos específicos 

anti α-LTX. 

 

V.I Objetivos particulares  

 

• Clonar el fragmento que corresponden a la parte amino terminal y parte de la 

región de anquirinas de la α-LTX de Latrodectus mactans. 
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• Realizar dos construcciones en pQE30 con el gen que codifica para el dominio 

amino terminal y otra para la región de anquirinas y expresarlo en diferentes cepas 

de E. coli. 

• Determinar condiciones de expresión para ver mejoras en el rendimiento de 

proteína y obtenerlas solubles a partir de cuerpos de inclusión. 

• Generar anticuerpos policlonales utilizando las proteínas recombinantes 

obtenidas amino terminal y parte de anquirinas contra la α-latrotoxina en conejos 

Nueva Zelanda hiperinmunizados. 

• Evaluar neutralización en ratones con los sueros producidos en conejos 

hiperinmunizados contra el veneno de L. mactans. 

 

                                                                                                                                                                 

VI Estrategia Experimental 

 

 

 

 

 

 

    
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Amplificación del dominio 
amino y región de anquirinas 

con los oligonucleótidos 
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VII Materiales y Metodología 

 

7.1 Diseño de oligonucleótidos específicos  

 

A partir de la secuencia reportada para L. mactans por Prud´Homme (2014), se diseñaron 

oligonucleótidos específicos para clonar el gen que codifique para la región amino 

terminal que comprende de los aminoácidos 1 al 437 (1311 pb) de la proteína madura y 

para la región que abarca el dominio tipo anquirinas que comprende del aminoácido 940 

al 1049 (327 pb) reportado por Graudins (2012). 

 

Para el extremo 5´del fragmento amino terminal se utilizó la secuencia que codifica para 

el sitio de restricción BamHI y un oligo reverso con la secuencia codificante para la 

enzima de restricción SalI, además de un codón de paro en el extremo 3´. Para el 

extremo 5´del fragmento de anquirinas 4C4.1 con la secuencia codificante para la enzima 

de restricción BamHI y un oligo reverso con la secuencia codificante para la enzima de 

restricción HindIII, además de un codón de paro para el extremo 3´ como se muestra en 

la Tabla 1. 

Posteriormente se enviaron a la Unidad de Síntesis y Secuenciación de ADN (USSDNA) 

del Instituto de Biotecnología de la UNAM. 

 

 

Tabla 1. Diseño de oligonucleótidos iniciadores y reversos para rLTxNT y rLTxAnk. En rojo se muestra el sitio 

de restricción y en verde la secuencia que codifica para el codón de paro. 

Oligonucleótidos específicos para el dominio Amino Terminal 
(rLTxNT) y el fragmento de anquirinas (rLTxAnk) 

Sitio de 
restricción 

Codón 
de 

paro 

Tm 

rLTxNT Fw 5' GGA TCC GAA GGA GAA GAA TTA ACT 
TTA G 3' 

BamHI  58°C 

rLTxNT Rv 5´GTC GAC TTA ATC TCT ATC GAT GTC 
AAT GAA ATT TG 3' 

 

SalI TTA 

rLTxAnk Fw 5´ GGA TCC GAT AAT AAT AGA AGG GAT 
GAA TG  3´ 

BamHI  60°C 

rLTxAnk Rv 5´ AAG CTT TTA ACC ATT ATC ACA ATC 
ATG ATT AAC 3´ 

HindIII TTA 
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7.1.1 PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) para los fragmentos amino 

terminal y parte de anquirinas de la α- Latrotoxina 

 

La reacción en cadena de la polimerasa es una reacción enzimática in vitro que amplifica 

millones de veces una secuencia específica de ADN durante varios ciclos repetidos 

(Tamay de Dios et al.,2013). Se compone de tres etapas: desnaturalización; en esta 

etapa las cadenas de ADN son separadas a una temperatura de 94°C durante 1 minuto 

(el tiempo depende de la secuencia del templado), hibridación; los oligonucleótidos 

iniciadores se alinean al extremo 3´ del templado previamente separado e hibridan con 

su secuencia complementaria, esta temperatura depende del diseño de los 

oligonucleótidos que oscila entre 50 y 65 °C, extensión; en esta etapa la taq polimerasa 

actúa sobre el complejo templado-oligonucleótidos iniciadores y empieza su función 

agregando dNTP´s complementarios para crear las cadenas completas de ADN, la 

temperatura óptima para la reacción es de 72°C.   

Se realizó un PCR para amplificar los fragmentos de la α-latrotoxina y se utilizó como 

templado la α-latrotoxina (rLTx 9) que se tenía dentro del plásmido pQE30 construido por 

el laboratorio del Dr. Roberto Stock que contiene el gen que codifica para la α-LTX 

madura. Para una reacción de 50 µL se colocaron 5 µL de Buffer para PCR 10X, 4 µL de 

dNTP´s (2.5mM), 1 µL de oligonucleótido iniciador (20 pmol/µL) 1 µL de oligonucleótido 

reverso (20 pmol/µL), 37.5 µL de agua tetradestilada 1 µL de la muestra rLTX 9 y 0.5 µL 

de Taq polimerasa, este mismo volumen se utilizó para ambos fragmentos. El proceso 

se repitió 25-30 ciclos constantes en el termociclador. 

 

Tabla 2. Condiciones para la realización de PCR 

Dominio Amino Terminal Fragmento de Anquirinas 

Temperatura °C Tiempo (minutos) Temperatura °C Tiempo (minutos) 

94 3 94 3 

94 1 94 1 

58 1 62 1 

72 1 72 1 

72 10 72 10 

4 ∞ 4 ∞ 
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7.1.2 Electroforesis de ADN en gel de Agarosa 

 

Los productos de PCR se analizaron en gel de Agarosa 1% con amortiguador TAE 1X 

(40mM de Tris-HCl, 20 mM ácido acético glacial, 1 mM EDTA pH 8.0 Y 1µg/mL de 

bromuro de etidio) en la cámara de electroforesis Mini-Sub® Cell GT (Bio-Rad). Las 

muestras se prepararon utilizando 9 µL de producto de PCR de cada fragmento (terminal 

y dominio de anquirinas) más 1 µL de buffer de carga para ácidos nucleicos (0.25% azul 

de bromofenol, 0.25% xilencianol, 0.25% ficoll 40). La electroforesis se realizó a un 

voltaje constante de 100V.  

 

7.1.3 Purificación de fragmentos de ADN obtenidos por PCR 

 

La purificación de los fragmentos se hizo mediante un kit comercial High Pure PCR 

Product Purification de Roche™. De acuerdo con el peso esperado de cada fragmento: 

el dominio amino terminal (1.3 k.b) y el fragmento del dominio de anquirinas (0.3 kb). Los 

insertos fueron analizados nuevamente en un gel de agarosa 1% para observar el grado 

de pureza. 

 

7.2 Clonación en el vector TOPO 2.1  

 

Este vector contiene en ambos extremos de una timidina sobresaliente unida con uniones 

covalentes a la enzima topoisomerasa l, que, además de mantener el vector linearizado, 

ayuda al producto de PCR que se pueda ligar fácilmente. El amplicón (producto de PCR) 

contiene una adenina sobresaliente en el extremo 3´ cuando se utiliza la Taq polimerasa 

en el proceso de la PCR (Fig. 7). 

 

Una vez purificados los fragmentos el dominio amino terminal y el fragmento del dominio 

de anquirinas, se llevó a cabo una reacción de clonación donde se agregó 2 µL de cada 

inserto purificado, 2 µL de agua, 1 µL de solución salina y 1 µL del vector de clonación 

pCR2.1-TOPO de Invitrogen®, la mezcla se incubó 30 minutos a temperatura ambiente 

quedando lista para su transformación. 
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Fig. 8. Mapa del vector pCR2.1-TOPO. Tiene un peso de 3.9 kb, LacZα gen que codifica para a enzima β-

galactosidasa, dos orígenes de replicación (pUC y FI), sitio múltiple de clonación, dos genes de resistencia a 

antibióticos kanamicina y ampicilina, promotor T7. 

 

7.3 Transformación en células E. coli y selección de colonias positivas 

 

Las construcciones se transformaron en células Escherichia coli de la cepa XL1-Blue 

Stratagene® quimio competentes, se adicionaron 100 µL de células y las mezclas se 

incubaron durante 30 minutos en hielo, posteriormente se aplicó el choque térmico de 

42°C durante 30 segundos y se dejaron en hielo durante 5 minutos. 

 

Se añadieron 200 µL de medio nutritivo SOC (Triptona 20 g/L, extracto de levadura 5 g/L, 

glucosa 3.6 g/L, KCl 0.186 g/L, NaCl 0.5 g/L, MgCl2 0.96 g/L, estabilizado a pH 7) y se 

colocaron en la incubadora a 37°C para la recuperación de las células durante 1 hora. 

Se adicionó todo el contenido de la transformación de cada una de las construcciones 

en cada caja Petri con medio sólido LB (Luria Bertani) + Ampicilina 80 µL/mL y 40 µL de 

X-Gal (40 mg/mL) y 40 µL de IPTG 0.1M y se distribuyó en las placas con un asa de 

vidrio hasta lograr su absorción en condiciones estériles y posteriormente se incubó a 

37°C durante 12 horas. 

 

Se eligieron las colonias blancas de cada una de las placas y se resuspendieron en 10 

µL de agua tetradestilada, se tomó 1 µL como templado de la mezcla para realizar un 
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PCR de colonia + 9 µL de reacción para PCR (Buffer 10X, dNTP´s, oligonucleótidos 

iniciadores, oligonucleótidos reversos, Taq polimerasa y agua tetradestilada para aforar 

a 10 µL) en las mismas condiciones anteriores para el dominio amino terminal y el 

fragmento del dominio de anquirinas. 

 

Los productos se cargaron en un gel de agarosa 1% y se eligieron aquellas que daban 

el peso esperado para el dominio amino terminal y el fragmento del dominio de 

anquirinas. 

Los 9 µL restantes de las mezclas, se utilizaron como inóculo y se incubaron en 3 mL de 

medio LB con ampicilina 1 mM a 37°C con agitación constante durante 12 horas.  

 

7.3.1 Purificación de plásmido y análisis con enzimas de restricción  

 

Se purificaron los plásmidos siguiendo las especificaciones del fabricante. Este 

procedimiento se basa en una lisis alcalina para liberar el plásmido; el ADN cromosómico 

queda atrapado en la pared celular quedando en la parte precipitada que es descartada. 

El ADN plasmídico permanece en el sobrenadante y posteriormente pasa al tubo de 

centrifugado para purificarlo mediante una resina de carga positiva. 

 

Para analizar si los fragmentos el dominio amino terminal y el fragmento del dominio de 

anquirinas han sido incorporado al plásmido, se realizó un análisis de restricción. Para el 

dominio amino terminal, se tomaron 8 µL de plásmido, 1 µL de buffer B (buffer sugerido 

para una digestión óptima) 0.5 µL de enzima BamHI y 0.5 µL de enzima SalI y se incubó 

a 37°C durante 1 hora. Se utilizaron las mismas condiciones para el fragmento del 

dominio de anquirinas, pero con las enzimas BamHI y HindIII. Se observaron los 

resultados en un gel de agarosa 1%.  
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7.3.2 Análisis de secuencias 

 

Los productos purificados se enviaron a la Unidad de Síntesis y Secuenciación 

(USSDNA) del Instituto de Biotecnología de la UNAM para analizar las secuencias 

nucleotídicas. Se utilizaron los oligonucleótidos comerciales m13 pUC -40 FORWARD 

(5´ GTT TTC CCA GTC ACG TTG TA 3´) y m13 pUC REVERSE (5´ TTG TGA GCG GAT 

AAC AAT TTC 3´). Los resultados se analizaron en el programa Gene Construction kit™, 

para observar la secuencia correcta y la visualización de los sitios de restricción 

añadidos. 

 

7.3.3 Purificación de plásmido que contienen los genes que codifican para el 

dominio amino terminal y el fragmento del dominio de anquirinas de L. mactans 

 

Se hizo la purificación de los plásmidos a mayor escala, utilizando el kit comercial 

Plasmid Midiprep (BioRad®) siguiendo las especificaciones del proveedor. 

Posteriormente se realizó un análisis de restricción. Ya que las enzimas de restricción 

utilizadas tienen una digestión del 100% con diferente buffer, se agregaron por separado. 

Para el dominio amino terminal se utilizaron las enzimas de restricción BamHI y SalI. 

Para BamHI se utilizó el buffer B y para Sall se utilizó el buffer H, para el fragmento del 

dominio de anquirinas se utilizaron las enzimas de restricción BamHI y HindIII, las dos 

cortan al 100% con el buffer B. Para el dominio amino terminal se agregaron 80 µL de 

plásmido, 3 µL de enzima BamHI, 10 µL de Buffer B y 7 µL de agua tetradestilada, se 

incubó durante 1 hora y se purificó el producto con el kit High Pure PCR Product 

Purification, posteriormente se realizó el mismo procedimiento ahora con la enzima SalI 

y el buffer H. El producto digerido se cargó en un gel de Agarosa 1%, las bandas de 1.3 

kb fueron cortadas y purificadas. Para el fragmento del dominio de anquirinas se utilizó 

80 µL de plásmido, 3 µL de enzima BamHI, 3 µL de enzima HindIII, 10 µL de Buffer B y 

4 µL de agua tetradestilada, se incubó durante una hora, las bandas liberadas de 

aproximadamente 0.3 kb fueron purificadas. 
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7.4 Ligación en el vector pQE30   

 

El vector de expresión empleado fue pQE30 de QIAGEN se caracteriza por proporcionar 

un sistema completo para la expresión, purificación, detección y ensayo de proteínas 

además de ser etiquetadas con 6xHis en el extremo amino-terminal, dos secuencias del 

operador lac que aumentan el represor vinculante y asegurar la represión, contienen un 

elemento promotor fago T5 reconocido por la ARN polimerasa de la E.coli, sitio de unión 

ribosómica, un sitio múltiple de clonación, codones de paro e inicio para la traducción, un 

gen represor lacI,  y un gen de resistencia a ampicilina. 

Se realizó el mismo procedimiento de digestión para el vector de expresión pQE30. Para 

el dominio amino terminal con BamHI/Sall y para el fragmento del dominio de anquirinas 

BamHI/HindIII y se desfosforilaron con fosfatasa alcalina para evitar que se liguen entre 

ellos. 

 

  

 

 

 

 

 

  

 
 

 
Fig. 9. Mapa del vector pQE30. PT5=Promotor T5. Lac 0= operador lac. RBS= sitio sintético de unión a ribosomas. 

ATG= Condón de inicio. 6xHis= Etiqueta de histidinas. MCS= Sitio múltiple de clonación con sitios de restricción. Stop 

codons= Codones de paro. Col E1= Origen de replicación. Ampicilin= Gen de resistencia a ampicilina. 
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Para la ligación se utilizó el vector desfosforilado y los insertos amino terminal y parte del 

dominio anquirinas con una relación molar 1:12 (plásmido: inserto). Se agregaron 4 µL 

del vector pQE30 previamente cortado para cada inserto, 13 µL de cada inserto el 

dominio amino terminal y el fragmento del dominio de anquirinas, 2 µL de buffer para T4 

ligasa 10X y 1 µL de la enzima ligasa T4 que cataliza la formación de un enlace 

fosfodiéster entre un grupo 5'-fosforilo y un grupo 3'- hidroxilo. Se requiere ATP para la 

reacción de ligación, la mezcla se incubó a 16°C durante 20 horas. 

Una vez clonados los insertos en el vector se transformaron en la cepa XL1Blue, se hizo 

un PCR de colonia para observar las construcciones y así purificar los plásmidos y 

transformarlos en las cepas: Origami y Shuffle las cuales son recomendadas para la 

obtención de proteína soluble. Para verificar que el inserto estuviera en el plásmido se 

hizo un PCR de colonia como ya se describió anteriormente, se utilizaron los 

oligonucleótidos específicos para cada fragmento (Dominio amino terminal= BamHI y 

Sall, iniciador y reverso. Para el fragmento de anquirinas se utilizó BamHI y HindIII, 

iniciador y reverso), como templado la latrotoxina, Taq polimerasa y agua tetradestilada. 

Las colonias positivas se seleccionaron y posteriormente se pusieron a crecer en tubos 

de 3 mL para su expresión.  

 

7.4.1 Expresión del dominio amino terminal y el fragmento del dominio de 

anquirinas en diferentes cepas de E.coli, purificación y secuenciación. 

 

Se tomaron colonias independientes al azar de Origami y Shuffle para cada una de las 

construcciones y se crecieron en tubos de 3 mL con Ampicilina (1mM) con agitación 

constante a 37°C 10 horas. Posteriormente se agregó 1 mM de IPTG (isopropil-β-D-1-

tiogalactopiranósido) a 37°C toda la noche con agitación constante. 

Se tomó 1 mL de las bacterias y se centrifugaron a 13,400 rpm durante 1 minuto, 

desechando el sobrenadante y al pellet se les agregó 100 µL de agua tetradestilada, se 

tomaron 20 µL de cada una de las mezclas y agregamos 20 µL de buffer de carga (2X) 

para correr en un gel SDS-PAGE al 12.5% para el dominio amino terminal y 15% para el 

fragmento del dominio de anquirinas y observar expresión de la proteína recombinante. 
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7.4.2 Electroforesis del dominio amino terminal y el fragmento del dominio 

anquirinas. 

 

Se corrió en un gel SDS-PAGE, basado en la separación de las proteínas respecto a su 

tamaño y a la adquisición de cargas negativas, bajo la influencia de un campo eléctrico 

descrito por Laemmli. 

 

Se utilizó una cámara vertical para electroforesis BIO-RAD modelo Mini PROTEAN III 

Cell. Las muestras fueron preparadas en condiciones reductoras con buffer para 

proteínas y se colocan durante 5 minutos en agua hirviendo para su desnaturalización. 

Se corre con un voltaje inicial de 80 V, hasta que los marcadores de peso molecular 

queden separados, inmediatamente se sube el voltaje a 120 aproximadamente 90 

minutos. Una vez concluida la electroforesis, se procede a teñir los geles con la solución 

de tinción (25% Isopropanol + 10% de + Ácido Acético + 0.2% Azul brillante de Coomasie 

G-250) durante 15 minutos, y se destiñeron con solución de destinción (10% metanol y 

10% ácido acético). 

Las clonas positivas se mandaron a mandó a secuenciar en la Unidad de Síntesis y 

Secuenciación de ADN (USSDNA) del Instituto de Biotecnología de la UNAM para 

analizar las secuencias nucleotídicas. Se utilizaron los oligonucleótidos FORWARD (5´ 

GAG CGG ATA ACA ATT ATA A3´) y REVERSE (5´ GGT CAT TAC TGG ATC TAT 3´) 

para pQE. Los resultados se analizaron en el programa Gene Construction kit™, para 

verificar la secuencia correcta. 

 

7.4.2 Análisis por Western Blot  
 

Esta técnica se utiliza para identificar proteínas o partes de estas mediante el uso de 

anticuerpo específicos que reconocen la proteína de interés o algún marcador que se le 

agrega en el caso de las proteínas recombinantes.  

La electroforesis de los geles de poliacrilamida se realizará al 12.5% y 15% bajo 

condiciones reductoras y se desarrollarán de acuerdo al apartado 7.4.2. Se utilizarán 3 

μg de cada una de las 3 muestras y buffer de corrida 2X. 
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Después de correr el gel SDS-PAGE al 12.5% y 15%, se realizó la transferencia de las 

proteínas a una membrana de nitrocelulosa (0.45 µm HATF, Milipore®), en una cámara 

semi-húmeda HEP-1 owl®, con amortiguador de transferencia (39 mM glicina, 48 mM 

Tris-base, 0.037% SDS y 20% metanol) a corriente constante de 400 mA/1 hora. 

Terminada la transferencia se bloquearon las membranas con una solución de leche 

(Svelty, Nestlé®) al 5% en amortiguador TBST (5 mL Tris HCl pH 7.5 1M, 15 mL NaCl 5 

M, 250 µL Tween 20) durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitación constante. 

Se hicieron tres lavados de 10 min cada uno con buffer TBST 1X. Se incubó a 

temperatura ambiente con el anticuerpo anti-histidinas acoplado a fosfatasa alcalina de 

Roche™ en una proporción (1:5000) por una hora, terminada la incubación se repite el 

lavado de la membrana con TBST 1X y para finalizar se añadió en agitación constante 

la solución de revelado BCIP/NBT 10X de Invitrogen.  

 

7.5 Condiciones de cultivo. 
 

Se realizó un pre-cultivo de 50 mL en medio LB + ampicilina 1M de las cepas 

seleccionadas y se incubó toda la noche a 37°C con agitación constante. Posteriormente 

se inoculó 10 mL de cada cultivo a un matraz con 500 mL de medio LB + ampicilina 1M, 

y se dejó creciendo a 37°C con agitación constante hasta tener una O.D. de 0.6 a 600 

nm a los que se indujo con IPTG 0.1 mM y se incubó a 16°C durante 20 horas con 

agitación constante (200 rpm).  

 

7.6 Obtención de las proteínas en Cuerpos de Inclusión 
 

Para obtener los cuerpos de inclusión, los cultivos se centrifugaron a 13,000 rpm por 25 

minutos a 4°C, el sobrenadante se desechó y los pellets se resuspendieron con 4 mL 

Bug Buster (buffer de lisis) + 4 µL de Benzonasa + 15 µL de lizosima a 3KU/ µL, se dejó 

incubando en agitación suave por 20 minutos y se centrifugaron 25 minutos a 13,000 
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rpm, se desechó el sobrenadante y se recuperaron los pellets que contienen los cuerpos 

de inclusión. 

7.7 Solubilización de Cuerpos de Inclusión  

 

Posteriormente se agregaron 4 mL de Bug Buster + 5 µL de lisozima, se dejó agitación 

suave durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se hicieron 3 lavados con 30 mL. de 

Bug Buster diluido 1:10 y entre cada lavado se centrifugó a 6,000 rpm por 15 minutos a 

4°C rpm. A los pellets se les agregó Lauroylsarcosine (40mM de Tris/HCl con 2% de N-

Lauroylsarcosine pH 8.0) en un total de 50 mL. y se incubaron a 16°C durante 24 horas 

en agitación suave. Posteriormente se centrifugaron a 13,000 rpm por 15 minutos a 4°C 

y el sobrenadante de cada tubo se dializó contra PBS 1X en una proporción 1:2 

cambiándolo cada 8 horas durante 48 horas. Terminando la incubación se centrifugó a 

11,000 rpm por 15 minutos a 4°C y se recuperaron las proteínas. 

 

7.8 Purificación por afinidad en columna de Níquel (Ni-NTA)  

 

La etiqueta de histidinas que proporciona el vector pQE30, facilita la purificación por 

afinidad a níquel, ya que las histidinas poseen una cadena lateral de imidazol que tiene 

afinidad a los metales como el níquel. Cuando las proteínas recombinantes están en el 

proceso de elución, es necesario agregar imidazol a cierta concentración, ya que compite 

con la etiqueta de histidinas, liberando la proteína de interés. Este método lo utilizaremos 

para purificar las proteínas recombinantes. 

Se utilizaron 2 columnas, una para cada proteína (el dominio amino terminal y el 

fragmento del dominio de anquirinas) y se agregó 2 mL de resina de níquel nitriloacético 

(Qiagen) que tienen capacidad para 10 mL de 8 cm x 1.5 cm y se equilibraron con 40 mL 

de PBS 1X. 

El sobrenadante obtenido fue transferido a las columnas donde se recirculó a flujo muy 

lento. El primer lavado se realizó con 40 mL de PBS 1X y el segundo con 40 mL de PBS 
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1X + 25 mM de Imidazol, esto para eliminar el pegado inespecífico de diferentes 

proteínas que no son de interés.  

Para eluir las proteínas recombinantes se utilizó 10 mL de PBS 1X + 250 mM de Imidazol, 

se colectaron muestras de 1 mL en tubos eppendorf de 1.5 mL. 

 

7.9 Electroforesis de proteínas recombinantes 

 

Las muestras se corrieron en un gel SDS-PAGE al 12.5% y 15%, se juntaron en un pool 

aquellas que presentaban las bandas más nítidas, y se dializaron contra PBS 1X en una 

proporción 1:10 a 3°C con agitación constante, los cambios fueron cada 6 horas durante 

24 horas. Se midió concentración mediante espectrofotometría a una longitud de onda 

de 280 nm, asumiendo que 1 unidad de absorbancia equivale a 1 mg/mL de proteína 

recombinante.  

 

 

7.10 Toxicidad de la proteína recombinante en la cepa CD1 

 

Para evaluar la toxicidad de las proteínas recombinantes proveniente del veneno de la 

araña Latrodectus mactans, se inyectaron 2 grupos de 3 ratones por vía intravenosa 

(vena caudal) de la cepa CD1 con pesos entre 18-21 gramos y como control negativo se 

inyectó un ratón de cada grupo con PBS 1X. 

 

7.11 Producción de anticuerpos policlonales de las proteínas recombinantes en 

conejos 

 

Se obtuvieron anticuerpos policlonales en conejos Nueva Zelanda a partir de la 

inoculación vía subcutánea de los antígenos recombinantes durante 12 semanas 

siguiendo el esquema de inmunización (Tabla 3). Los conejos se inyectaron 

semanalmente en dosis crecientes partiendo con 30 µg hasta 3.8 mg. del dominio amino 

terminal, el fragmento de anquirinas y la alfa latrotoxina recombinante completa (rLtx 

L1.9.5) obtenido por Alejandro Olvera. 
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Las inmunizaciones se preparan en forma de emulsión de PBS 1X + los inmunógenos + 

dos tipos de adyuvantes intercalándolos entre cada inmunización. Los adyuvantes son 

estimulantes no específicos de la respuesta inmune. En las inmunizaciones se empleó 

el Adyuvante Incompleto de Freund (IFA) que es solo aceite mineral, e Hidróxido de 

Aluminio (ALUM) para aumentar su inmunogenicidad y eficacia. 

 

Antes de comenzar con las inmunizaciones, se tomó muestra de sangre a los 3 conejos 

la cual se denomina como suero pre-inmune. 

 

 

 

 

 

Fig. 10 Imagen representativa. Conejos a inmunizar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Esquema de inmunización con las proteínas recombinantes (dominio amino terminal y fragmento de 

aquirinas y la alfa latrotoxina completa) para los conejos 64, 65 y 66. 

Día No. De 

inmunización 

Dosis por 

conejo (µg)  

Adyuvante 

0 1 30 IFA 

7 2 60 ALUM 

14 3 120 IFA 

21 4 240 ALUM 

35 5 480 IFA 

42 6 960 ALUM 

56 7 1920 IFA 

63 8 3840 ALUM 

70 9 3840 IFA 

77 10 3840 ALUM 

84 11 3840 IFA 

91 12 3840 ALUM 
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7.12 Reconocimiento de los anticuerpos producidos en conejos mediante ELISA 

 

El Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas (ELISA) nos permite identificar los 

títulos que obtendremos de los anticuerpos y a determinar el nivel de producción 

generados en respuesta de las inmunizaciones. La técnica empleada para este análisis 

será ELISA indirecto que consiste en el uso de un anticuerpo secundario conjugado a la 

enzima peroxidasa de rábano (HRP) unido a la proteína de interés o antígeno. Una vez 

que sucede esta reacción antígeno-anticuerpo se genera una reacción colorimétrica al 

agregar ABTS como substrato. Posteriormente las placas se leen con un lector de placas 

de ELISA TECAN a 405 nm. 

 

Sensibilización: Se inmovilizará la α-latrotoxina en las columnas 1 al 11 de placas de 

microtitulación de 96 pozos (Thermofisher Scientific®) adicionando 100 μL/pozo de buffer 

de carbonatos (NaCO3 100mM, pH 9.5) a una concentración de 5 μg/mL por 2 horas a 

37°C. Se hacen lavados 3 veces con 200 μL de solución de lavado (Tris-Hcl 50 mM, pH 

8/NaCl 150 mM/Tween 20 0.05%). 

Bloqueo: Se agregarán 200 μl de solución de bloqueo (Tris-HCl 50 Mm pH 8, gelatina 

5mg/mL/Tween 20 0.02%) a todos los pozos de las placas y se incuban 2 hrs. a 37°C. 

Se hacen lavados 3 veces con solución de lavado. 

Primer anticuerpo: A partir de una dilución 1:30 del suero de los conejos en diluyente 

(Tris-HCl 50mM pH 8/ NaCl 0.5 M/gelatina 1 mg/mL/ Tween 20 0.05%), se realizarán 

diluciones seriadas 1:3, hasta 10 diluciones directamente en la placa de microtitulación 

a un volumen final de 100 μL. Se incuban durante 1 hr. a 37°C. Terminando la incubación, 

las placas se lavan nuevamente 3 veces. 

Segundo anticuerpo: Se agregarán 100 μL por pozo de una dilución 1:2000 utilizando el 

anticuerpo comercial anti-rabbit IgG (L+H) HRP incubando por 1 hr. a 37°C. 

Posteriormente se lavan 3 veces. 
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Revelado: Se dispersan 100 μL/pozo de solución de revelado (1 ml ABTS 1X Roche/75 

μL ABTS 50 mg/mL/H2O), se incuba por 10 minutos y se detiene la reacción añadiendo 

30 μL/pozo de SDS al 20%. 

Una vez que la reacción de revelado llega a los 10 minutos, se leen las placas a 405 nm 

en el lector de placas TECAN y se procesan los datos obtenidos con el programa 

GraphPad Prism Versión 6.01. 

 

7.13 Ensayos de neutralización de los sueros producidos en conejos  

 

Antes de realizar los ensayos de neutralización se midió la potencia del veneno de L. 

mactans recién extraído, en un grupo de 5 ratones de la cepa CD1 (18 -20 gr Bioterio 

IBT/UNAM). 

 

La DL50 (dosis letal media) fue de 3 µg / ratón (DL50 se define como la dosis necesaria, 

para causar la muerte del 50 % de la población). La potencia neutralizante de los sueros, 

rLTxNT, rLTxAnk y rLTx en conejo se probaron contra 3 DL50 del veneno de L. mactans). 

Los experimentos se realizaron incubando el suero y el veneno durante 30 min a 37 0C.  

Después del tiempo de incubación se inyectó vía intravenosa a un grupo de 5 ratones de 

la cepa CD1. También se realizaron ensayos de rescate, inyectando el suero 3 - 5 

minutos después de la inoculación en cuanto se inició la sintomatología del 

envenenamiento. 
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VIII Resultados 

 

8.1 Amplificación y clonación en el vector TOPO 2.1 del dominio amino terminal y 

fragmento del dominio de anquirinas 

 

A partir de la secuencia de la α-latrotoxina (LTX 9) de la araña Latrodectus mactans en 

el vector de expresión pQE30 que contiene el gen que codifica para la α-LTX madura, se 

realizó la PCR para el dominio amino terminal (rLTxNT) y el dominio de anquirinas 

(rLTxAnk) utilizando los oligonucleótidos específicos (Tabla 1). El peso esperado para 

rLTxNT es de 1.3 kb y para rLTxAnk es de 0.3 kb. El producto amplificado se cargó en 

un gel de Agarosa 1%, la banda resultante se purificó (Fig.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10.  Amplificación de los genes rLTxNT y rLTxAnk completos mediante PCR en gel de Agarosa 1%. Pb= Pares 

de bases. MPM= Marcador de peso molecular. rLTxNT= Dominio Amino Terminal. rLTxAnk= Fragmento del dominio 

de Anquirinas. 

 

 

 

Control 

rLTxAnk 

rLtxNT 
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Los productos amplificados se clonaron en el vector pCRTOPO 2.1 y se transformaron 

en las células E. coli XL1Blue quimio competentes. Se seleccionaron las clonas al azar 

y se realizó una PCR de colonia para analizarlas: rLTxNT (Fig.11) y rLTxAnk (Fig.12). 

 
 

 
 
Fig. 11. Análisis del PCR de colonia de rLTxNT con un peso de 1.3 kb. Gel de Agarosa 1% MPM= Marcador de 

peso molecular. Los carriles del 1 al 10 contienen las clonas seleccionas. Las clonas 1, 3, 4, 7, 8, 9 y 10 se 

seleccionaron como positivas con un peso aproximado de 1.3 kb. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Fig. 12. PCR de colonia de rLTxAnk en gel de Agarosa con un peso de 0.3 kb. Colonias positivas. MPM= Marcador 

de peso molecular. Los carriles del 1 al 10 contienen las clonas seleccionas. Las clonas 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 se 

seleccionaron como clonas positivas con un peso aproximado de 0.3 kb. 

 

De las 10 colonias seleccionadas 7 resultaron positivas para rLTxNT, y 8 clonas para 

rLTxAnk. 
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8.2 Purificación de plásmido y análisis con las enzimas de restricción 

  

Se seleccionaron 6 clonas de rLTxNT y rLTxAnk. Posteriormente se purificaron los 

plásmidos y se realizó el ensayo con las enzimas de restricción correspondientes para 

cada gen. Se seleccionaron las clonas que liberaron los insertos del peso esperado, para 

rLTxNT 1.3 kb (Fig. 13) y para rLTxAnk 0.3 kb. (Fig.14). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Fig. 13. Digestión con las enzimas de restricción para rLTxNT (BamHI y SalI). Carriles del 2 al 5 se muestran los 

plásmidos digeridos. Tamaño esperado 1.3 kb (bandas inferiores). También se puede observar las bandas superiores 

que corresponden al vector TOPO 2.1 linearizado (3.9 kb). Carril 1 y 6 resultaron negativos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14. Análisis con las enzimas de restricción de BamHI y HindIII para rLTxAnk. Gel de Agarosa 1% MPM. 

Carriles del 1 al 6 se muestran los plásmidos digeridos. Tamaño esperado 0.3 kb (bandas inferiores). De igual manera 

se observan las bandas superiores que corresponden al vector TOPO 2.1 (3.9 kb). 
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Para rLTxNT se seleccionaron las 4 clonas positivas y para rLTxAnk se seleccionaron 

las clonas 1,2,4 y 6 para mandarse a la unidad de secuenciación y corroborar la 

secuencia correcta. Se obtuvo la secuencia completa de la clona número 3 para rLTxNT 

(Fig.16) y para rLTxAnk la clona 4 (Fig.15). 

 

 

 

 

 

 
 
Fig. 15. A) Secuencia del gen rLTxAnk en TOPO 2.1 flanqueado con los sitios de restricción agregados BamHI y 

HindIII. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 16. Secuencia del gen rLTxNT en TOPO 2.1 flanqueado con los sitios de restricción agregados BamHI y SalI. 
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8.3 Clonación en el vector de expresión pQE3O y transformación en cepas 

bacterianas Origami y Shuffle  

 

Se hicieron las ligaciones de los insertos purificados de rLTxNT y rLTxAnk en el vector 

de expresión pQE30 previamente linearizado, con las mismas enzimas de restricción 

elegidas para cada uno de los insertos. Se transformaron en la cepa XL1Blue y se obtuvo 

la construcción rLTxAnk/pQE30, desafortunadamente la región amino terminal no la 

pudimos obtener. Se hicieron ligaciones posteriores de rLTxNT, variando la temperatura 

de incubación a 4 hrs. y a 30 minutos. Se transformaron en XL1Blue y en las cepas 

Origami y Shuffle directamente y no se obtuvo ninguna colonia.  

 

Se volvió a ligar el inserto rLTxNT en el vector pQE30 en las mismas condiciones del 

apartado 7.4. En esta ocasión se transformó por electroporación en la cepa MC1061 de 

Escherichia coli obteniendo la construcción rLTxNT/pQE30. Se seleccionaron 22 clonas 

al azar y se realizó una PCR de colonia de 30 ciclos con una Tm de 58°C en un volumen 

un total de 10 µL (Fig. 17). 

 

Ya que tenemos las bandas esperadas de la PCR de colonia en ambas construcciones, 

se purificó plásmido (Fig. 18). 

 

Posteriormente se transformaron las construcciones rLTxNT/pQE30 y rLTxAnk/pQE30 

en las cepas Origami y Shuffle quimio competentes mediante choque térmico. Para 

rLTxAnk/pQE30 se seleccionaron las clonas al azar de cada placa y se hizo un PCR de 

colonia para verificarlas (Fig. 19), se hizo lo mismo con rLTxNT/pQE30.  
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Fig. 17. PCR de colonia de rLTxNT producto de la transformación por electroporación, con un peso de 1.3 kb. 

Gel de Agarosa 1%. MPM= Marcador de peso molecular. Los carriles del 1 al 11 de la imagen superior e inferior, 

corresponden a la cepa MC1061, 6 clonas positivas totales (Carril 1 y 2 del gel superior y 1,2,5 y 7 del gel inferior). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 18. Construcciones rLTxAnk y rLTxNT en el vector pQE30. Gel de Agarosa 1%. Inserto rLTxNT con un peso 

de 1.3 kb. MPM= Marcador de peso molecular. (Carril 1) Inserto rLTxNT con un peso 1.3 kb. (Carril 2) Construcción 

rLTxNT/pQE30 con un peso de 4.7 kb (Carril 3) Inserto rLTxAnk con un peso de 0.3 kb (Carril 4) Construcción 

rLTxAnk/pQE30 con un peso de 0.3 kb. 
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Fig. 19. Análisis del PCR de colonia de rLTxAnk en gel de Agarosa 1% con un peso de 0.3 kb. MPM= Marcador de 

peso molecular. Los carriles del 1 al 5 de la imagen izquierda, corresponden a la cepa Origami, las 5 clonas salieron 

positivas. Los carriles del 1 al 5 de la imagen derecha, corresponden a la cepa Shuffle, ambos contienen todas las 

clonas positivas. 

 

8.4 Pruebas de expresión de las proteínas recombinantes rLTxNT y rLTxAnk en las 

cepas Origami y Shuffle 

 

Se crecieron clonas positivas para rLTxNT/pQE30 y rLTxAnk/pQE30 en Origami y Shuffle 

en tubos de 3 mL de medio LB y Ampicilina (1mM) a 37° C con agitación constante 

durante 8 horas. Posteriormente se agregó 1 mM de inductor (IPTG) a 37°C toda la noche 

con agitación constante. 

Se tomaron 1 mL de las bacterias y se centrifugaron a 13,400 rpm, desechando el 

sobrenadante y al pellet se les agregó 100 µL de agua tetradestilada. Las muestras se 

prepararon bajo condiciones reductoras, se utilizó Sample Buffer 2X (10% glicerol, 2.5% 

SDS, 50 mM Tris HCl, pH 6.8, 5% β-mercaptoetanol, 0.02% de azul de bromofenol) y se 

colocaron en agua hirviendo durante cinco minutos. Posteriormente se cargó en un gel 

SDS-PAGE al 12.5% las muestras para rLTxNT y al 15% para rLTxAnk.  
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Fig. 20. Gel SDS-PAGE al 12.5 % para observar expresión de proteína recombinante rLTxNT en la cepa Shuffle. 

MPM= marcador de peso molecular. Carril 1 al 8 se muestra la expresión de la proteína inducida con 1 Mm de IPTG 

a 16°C. Carril 2,5,6,7 y 8 clona positivas con un peso esperado de 48 kDa. 

 

 

Fig. 21. Gel SDS-PAGE al 12.5 % para observar expresión de proteína recombinante rLTxNT en la cepa Origami. 

MPM= marcador de peso molecular. Carril 1 al 8 se muestra la expresión de la proteína inducida con 1 Mm de IPTG 

a 16°C. Carril 1,6,7 y 8 clona positivas con un peso esperado de 48 kDa. 

 

En las figuras 20 y 21 se muestra la expresión de las clonas rLTxNT/pQE30 en las cepas 

Shuffle y Origami. El peso molecular de la proteína recombinante es aproximadante de 

48 kDa, se puede apreciar que las clonas 2, 5, 6, 7 y 8 que corresponde a la cepa Shuffle 

muestran la mayor expresión, debido a esto se hizo un Western blot anti-histidinas para 

verificar la presencia de la proteína rLTxNT, se enviaron a secuenciar las clonas positivas 

a la Unidad de Síntesis y secuenciación (USSDNA) de la UNAM para verificar si la 

construcción del gen era correcta y mantenía la etiqueta de las 6 histidinas añadidas por 

el vector (Fig. 24). 
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Para rLTxAnk la expresión se realizó en las mismas condiciones. Se puede observar que 

en la cepa Shuffle se aprecia mejor la expresión (Fig.22) que en Origami (Fig.23), por lo 

que se realizó un Western blot anti-histidinas de rLTxAnk en la cepa Shuffle y Origami 

para verificar reconocimiento de la proteína. Posteriormente se mandaron a 

secuenciación y se verificó en el programa Gene Construction (Fig. 24). 

 

 

Fig. 22. Observación de la expresión de la proteína rLTxAnk en la cepa Shuffle. Gel SDS-PAGE al 15 %. MPM= 

marcador de peso molecular. Carril 5 control negativo. Carril 1,2,3,4 y 6 se muestra la expresión de la proteína inducida 

con 1 Mm de IPTG a 16°C. Carril 2, 3 y 4 muestran clonas positivas con un peso esperado de 11 kDa. 

 

 

 

 

 

Fig. 23. Observación de la expresión de la proteína rLTxAnk en la cepa Origami. Gel SDS-PAGE al 15%. MPM= 

marcador de peso molecular. Carril 1, 2,3,4 y 5 se muestra la expresión de la proteína inducida con 1 Mm de IPTG a 

16°C. Los carriles 2,3,4 y 5 muestran clonas positivas con un peso esperado de 11 kDa. 
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Fig. 24. Secuencia del gen rLTxAnk en el vector pQE30 con la etiqueta de histidinas, flanqueado con los sitios de 
restricción BamHI y HindIII. 
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8.5 Pruebas de expresión rLTxNT/pQE30 y rLTxAnk/pQE30 en la cepa Shuffle  
 
Se tomó la clona 6 rLTxNT/pQE30 en Shuffle y la clona 2 rLTxAnk/pQE30 en Shuffle 

para observar si las proteínas se expresan de manera soluble o en agregados proteicos 

llamados cuerpos de inclusión (C.I). El proceso ya está descrito en la metodología. 

 

Se observa a las proteínas rLTxAnk (Fig.25) y rLTxNT (Fig.26) en cuerpos de inclusión, 

por lo que se solubilizaron con un detergente llamado N-Lauroylsarcosine al 2%. 

Posteriormente se purificó por columna de afinidad a níquel Ni-NTA. 

 

La proteína rLTxAnk fue purificada y dializada (pasos descritos en la metodología), se 

midió absorbancia por espectrofotómetro a 280nm y obtuvimos rendimientos de 7.36 

µg/mL. Se realizó el mismo procedimiento para la rLTxNT. Se cuantificó por absorbancia 

280 nm en espectrofotómetro y obtuvimos rendimientos de 11 µg/mL. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 25. Identificación de la proteína recombinante rLTxAnk en la cepa Shuffle. Gel SDS-PAGE al 15 % teñido 
con azul de Coomasie. MPM= marcador de peso molecular. Carril 1: Proteína Total; Carril 2: Cuerpos de Inclusión; 
Carril 3: Soluble; Carril 4: Purificado de proteína soluble por Ni-NTA; Carril 5: Purificado de cuerpos de inclusión. Con 
N-Lauroylsarcosine 2%. 
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Fig. 26. Identificación de la proteína recombinante rLTxNT en la cepa Shuffle. Gel SDS-PAGE al 12.5 % teñido 
con azul de Coomasie. MPM= marcador de peso molecular. Carril 1: Proteína Total; Carril 2: Cuerpos de Inclusión; 
Carril 3: Purificado y dializado de rLTxNT con N- Lauroylsarcosine 2% y Carril 4: Purificado de proteína soluble por Ni-
NTA. 
 

 

8.6 Expresión de rLTxNT/pQE30 y rLTxAnk/pQE30 en la cepa Arctic  

 

Se decidió probar otra cepa de E.coli para mejorar los rendimientos de ambas proteínas. 

Se transformaron las construcciones rLTxNT/pQE30 y rLTxAnk/pQE30 en la cepa Arctic 

de E. coli, se seleccionaron las colonias al azar y se realizó la expresión total.  

 

De las colonias positivas se escogió una clona de cada construcción y se expresaron, 

posteriormente se localizaron las proteínas en cuerpos de inclusión. Se crecieron dos 

matraces de 1 litro de cada construcción y se pusieron a crecer a 30°C hasta una O.D 

de 0.6, se colocó a cada matraz 1mM de IPTG y se indujeron a 10°C durante 22 horas a 

200 rpm. Se centrifugaron a 8000 rpm durante 20 minutos a 4°C, se desechó el 

sobrenadante y al pellet se le agregaron 25 mililitros de Tris-HCL 1M pH 8. Se hizo la 

ruptura celular mediante prensa francesa y se pasó dos veces. Las muestras se 

centrifugaron por 30 minutos a 9,000 rpm, se desechó el sobrenadante y al pellet se le 

hicieron 3 lavados con PBS 1X; durante el primer y segundo lavado, las muestras se 

centrifugaron a 6500 rpm por 15 minutos a 4°C, y el último lavado fue a 7,000 rpm durante 

15 minutos a 4°C. 

 



58 
 

Se recuperaron los cuerpos de inclusión y se solubilizaron con N-Laurylsarcosine al 2% 

con Tris-HCL 40mM pH 8.0 a 20°C por 24 hrs. con agitación suave, una vez que pasaron 

las 24 horas se centrifugaron a 9,000 rpm por 20 minutos a 4°C.  

El sobrenadante se resuspendió con el mismo volumen de la muestra con PBS 1X y se 

hicieron cambios cada 8 horas durante 3 días. Una vez que pasaron los 3 días, se 

centrifugaron las muestras a 6,300 rpm por 15 min. a 4°C. 

 

Se colocaron 2 columnas de 20 ml para cada muestra con 3 ml. de Ni-NTA/50% metanol 

y se equilibró con 40 ml de PBS 1X, las muestras rLTxNT y rLTxAnk se transfirieron a 

las columnas y se recircularon a flujo muy lento. Se lavó con 40 ml de PBS 1X, 

posteriormente se realizó un segundo lavado con 40 ml de PBS 1X + 25 mM de Imidazol 

para eliminar el pegado inespecífico de proteínas. Para la elución se utilizó PBS 1X + 

250 Mm de Imidazol a un volumen determinado dependiendo de la cantidad de proteína 

que se esté eluyendo. Se seleccionaron las muestras que tienen mayor cantidad y se 

juntaron en un solo tubo, uno para rLTxNT y otro para rLTxAnk.  

 

Las proteínas se almacenaron a 4°C en PBS 1X + 0.02% de Azida de Sodio. Se pasaron 

por electroforesis en gel SDS-PAGE, para rLTxNT al 12.5% y para rLTxAnk al 15%. 

 

Se midió absorbancia 280nm por espectrofotómetro de ambas proteínas y se obtuvieron 

rendimientos para la fracción amino terminal (rLTxNT) 3.33 µg/mL y para rLTxAnk se 

obtuvieron 9.54 µg/mL. 
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Fig. 27. Identificación de la proteína recombinante rLTxNT en la cepa Arctic. Gel SDS-PAGE al 12.5 % teñido 

con azul de Coomasie. MPM= marcador de peso molecular. Carril 1: Proteína Total; Carril 2: Proteína Soluble; Carril 

3: Purificado y dializado de rLTxNT solubilizado con N- Lauroylsarcosine 2% y Carril 4: Control Negativo cepa Arctic. 

 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 28. Identificación de la proteína recombinante rLTxAnk en la cepa Arctic. Gel SDS-PAGE al 15 % teñido con 

azul de Coomasie. MPM= marcador de peso molecular. Carril 1: Proteína Total; Carril 2: Proteína Soluble; Carril 3: 

Cuerpos de Inlusión y Carril 4: Proteína purificada y dializada de rLTxAnk solubilizado con N- Lauroylsarcosine 2%. 

 

Con los resultados anteriores, se seleccionaron las cepas donde se obtuvieron los 

mayores rendimientos y se escaló el procedimiento para obtener mayor cantidad de 

proteína. Los rendimientos obtenidos por litro de cultivo ya purificados fueron 11 mg para 

rLTxNT en la cepa Shuffle y 8 mg para rLTxAnk en la cepa Arctic. Se realizó un gel SDS-

PAGE al 12.5% (Fig. 29). 
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Fig 29. Expresión de las proteínas recombinantes Gel SDS-PAGE al 12.5% carril 1: Marcadores de peso molecular, 

2: Lisado bacteriano completo (total) en la cepa Shuffle de rLTxNT, 3: Proteína soluble rLTxNT, 4: Proteína del pellet 

donde se encuentran los C.I de rLTxNT y se observa la banda de 48 kDa. Carriles 6, 7 y 8: rLTxAnk en la cepa Arctic, 

se continua con el mismo orden que el anterior y se observa una banda de aproximadamente 11 kDa. 

 

Se observó el reconocimiento de las proteínas recombinantes rLTxNT y rLTxAnk en 

Western Blot contra un anticuerpo monoclonal anti-histidinas (Fig.30). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 30. Western-blot de las proteínas recombinantes, donde se observa el reconocimiento de rLTxNT y rLTxAnk 

contra un anticuerpo monoclonal anti-Histidinas, rLTx es la alfa latrotoxina completa recombinante que también fungió 

como control positivo. 

 

 

 

11 kDa 

48 kDa  
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8.7 Potencia letal de las proteínas rLTxNT y rLTxAnk 

 

Una vez que se obtuvieron las proteínas rLTxNT y rLTxAnk purificadas y cuantificadas 

se inyectaron 2 grupos de 3 ratones por vía intravenosa con el fin de observar si tienen 

toxicidad.  

Del primer grupo, se inyectó un ratón con 43.6 µg, al segundo con 87.2 µg de la proteína 

rLTxNT y el tercer ratón fue inoculado con 1 mL de PBS 1X como control negativo. Del 

segundo grupo se inoculó un ratón con 73.6 µg, al segundo con 147.2 µg de rLTxAnk y 

al tercer ratón 1 mL de PBS 1X como control negativo. Las proteínas recombinantes 

resultaron no ser letales como se esperaba debido al mal plegamiento del dominio amino 

terminal obtenido de C.I y la región de anquirinas que por sí sola no es tóxica (Fig.31). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 31. Potencia letal de las proteínas recombinantes. Se observa que ambas no presentan letalidad. 

 

8.8 Generación de anticuerpos policlonales en conejo  

 

Se seleccionaron las proteínas recombinantes que presentaban mejores rendimientos.  

Para rLTxNT se obtuvieron 4.36 µg/mL y para rLTxAnk ya que se obtuvieron 9.54 µg/mL. 

 

Ya que en las pruebas de toxicidad en ratones no hubo letalidad, se pudo incrementar la 

dosis para la inmunización en los conejos Nueva Zelanda. 
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Se inmunizaron durante 12 semanas en dosis crecientes hasta la octava semana, a partir 

de ahí se mantuvo hasta la doceava semana. La primera sangría se tomó 5 semanas 

después de la primera inmunización. Con la técnica ELISA, se pudo observar que había 

reconocimiento de las 3 proteínas recombinantes contra el veneno completo de la araña 

L. mactans. 

 

 

8.9 Ensayos de neutralización de los sueros producidos  

 

Los ensayos de neutralización se llevaron a cabo por dos métodos: incubación y de 

rescate. Para estos ensayos se utilizó el suero de los conejos previamente inmunizados 

con las proteínas recombinantes. 

Para el primer ensayo, el suero de cada conejo se incubó con 3DL50 del veneno de L. 

mactans a 37 0C durante 30 min.  

Posteriormente se inyectaron ratones con la mezcla incubada que contenía 15 µl suero 

contra la rLTx y 3DL50 del veneno, esto se llevó a un volumen total de 200 µl en solución 

PBS 1X, en este ensayo se obtuvo el 100% de sobrevivencia, para la rLTxNT se 

administraron 25 µl de suero y de igual manera la sobrevivencia fue del 100%, a 

diferencia de la rLTxAnk donde se tuvo que aumentar hasta 450 µl de suero y solo se 

salvó 1 de los 3 ratones.  

Para los ensayos de rescate se ocuparon grupos de tres ratones, a los que se les inyectó 

3DL50 de veneno vía I.V, una vez que se observaban los síntomas de envenenamiento 

(alrededor de 3 min. post-inyección), se inoculó el suero de los conejos hiperinmunizados 

con las tres proteínas recombinantes. Para rLTx y rLTxNT se inyectaron 100 y 250 µl de 

suero y la neutralización fue satisfactoria ya que lograron el 100% de sobrevida. Para 

rLTxAnk se utilizó un volumen máximo de 450 µl y se observó un retardo del doble a 

cinco veces más de tiempo en la muerte de los ratones, cuando eran comparados con el 

grupo control sin suero. Los títulos obtenidos mediante el ELISA fueron los siguientes: 

anti-rLTxNT (12,309), en verde el suero anti-rLTxAnk (5,265) y en morado el suero anti-
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rLTx (16,036) se graficaron, la EC50 fue de 9.8 mL (8.1 a 11.8 µl) para rLTx y 27.5 µl (24.3 

a 29.9 µl) para el suero rLTxNT (Fig.32). 

 

 

Fig. 32. Títulos de los anticuerpos anti-alfa latrotoxina obtenidos al final de las inmunizaciones (12 semanas), en 

color azul se muestra el suero preinmune, en rojo el suero anti-rLTxNT (12,309), en verde el suero anti-rLTxAnk (5,265) 

y en morado el suero anti-rLTx (16,036). 

 

 

IX. Discusión  

 

Expresión de las proteínas recombinantes  

 

El presente trabajo tuvo como objetivo obtener proteína recombinante soluble a partir de 

cuerpos de inclusión. Se han presentado desafíos al expresar la alfa latrotoxina ya que 

esta proteína es de alto peso molecular ya que consta del dominio amino terminal y 

anquirinas en la proteína madura con actividad tóxica y al obtenerla completa de manera 

recombinante presenta dificultades en la expresión y purificación ya que parece contener 

secuencias capaces de formar estructuras que dificultan su manipulación.  

 

Durante el trabajo de Monica Prud´Homme (2004), se expresó el dominio amino terminal 

completo de la αLTX tanto de L. mactans como de L. tredecimguttatus sin embargo, estas 
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proteínas nunca pudieron obtenerse de manera soluble a pesar de utilizar diferentes 

cepas de E.coli, y en diversas condiciones así como diferentes vectores de expresión. 

Se tuvieron dificultades al momento de la ligación al vector y fue imposible expresar el 

dominio de anquirinas en el sistema de E.coli. El dominio de anquirinas tiene 20-22 

secuencias repetidas de aproximadamente 33 aminoácidos y es posible que la secuencia 

de nucleótidos forme algún tipo de estructura secundaria que posiblemente impida la 

reproducibilidad en los PCRs, incluso Monica Prud´homme reporta que fue imposible la 

amplificación en la combinación de primers. 

De igual manera, Alejandro Olvera intentó obtener la alfa latrotoxina completa de manera 

soluble en bacteria, sin embargo, esto no fue posible, aun utilizando cepas bacterianas 

recomendadas por el proveedor para la producción de proteínas solubles (Origami DE3®, 

Novagen; Shuffle®, NEB. ArticExpress DE3® Agillent). Esto pudo deberse a que influyó 

el largo de la proteína y su región hidrofóbica que se encuentra más enriquecida en el 

dominio tipo anquirinas (Graudins, A. et al., 2012).  

 

Tomando en cuenta estos reportes, en este trabajo se decidió producir por separado la 

región amino terminal de la alfa latrotoxina que corresponde a los aminoácidos 1 al 437 

(48 kDa) que es considerado muy importante para la actividad de la alfa latrotoxina, 

trabajos realizados con mutantes demostraron que las cisteínas de esa región son 

fundamentales para la toxicidad (Volynski et al, 1999). Por otra parte, se reportó un 

anticuerpo monoclonal (AcM 4C4.1), dirigido contra la región de anquirinas (1007-1013 

aa.), de la α-LTx de L. tredecimguttatus (Pescatori, M. y Grasso, A. 2000). Este AcM en 

pruebas de electrofisiológicas en cérvix de pollo, mostró una inhibición de la tensión, 

contracciones y contractura muscular de manera dependiente de la dosis de anticuerpo. 

Esta neutralización fue específica contra L. tredecimguttatus y no se observó 

neutralización con el veneno otras especies de Latrodectus, así como tampoco el 

reconocimiento por ensayos de western-blot (Graudins, A. et al., 2012). 

Para el dominio de anquirinas se tomaron en cuenta los aminoácidos 940 al 1049 (327 

pb). De esta manera comprendería la región utilizada para el anticuerpo monoclonal de 
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L. tredecimguttatus y si consideramos que las secuencias de las dos especies tienen una 

identidad del 93% era posible obtener anticuerpos neutralizantes. 

Se logró expresar de manera recombinante en el modelo de E. coli los dos fragmentos 

de la alfa latrotoxina.  

 

Obtención de las proteínas rLTxNT y rLTxAnk solubles a partir de cuerpos C.I 

 

A pesar de haber utilizado las cepas recomendadas y las condiciones específicas para 

generar proteínas solubles de estos dos fragmentos rLTxNT y rLTxAnk resultaron igual 

que la proteína completa (rLTx) que expresó A. Olvera, como cuerpos de inclusión (C.I) 

en E.coli. Por esta razón se decidió usar un protocolo que permite la obtención de 

proteínas solubles y funcionales a pesar de que las proteínas se encuentren en C.I. 

Anteriormente se afirmaba con base en la literatura que los cuerpos de inclusión eran 

proteínas mal plegadas y afuncionales, sin embargo, algunos trabajos han demostrado 

que utilizando cepas bacterianas recomendadas para la expresión de proteína soluble, 

así como el uso de temperaturas bajas de incubación e inductor, podemos producir 

proteínas solubles y funcionales a partir de CI., utilizando detergentes aniónicos o 

agentes caotrópicos para la disolución de dichos cuerpos (Spela P. et al., 2008). De esta 

manera se logró obtener proteína soluble de las dos proteínas de interés.  

Purificación de rLTxNT y rLTxAnk 

El vector utilizado (pQE30) agrega una etiqueta de 6 histidinas (H6) en la región amino 

terminal, por lo que fueron purificadas por afinidad en una resina de níquel (NiTA). Una 

de las observaciones por A. Olvera al producir la rLTx fue que a pesar de que se obtuvo 

un buen rendimiento en el lisado total, en el proceso de purificación se perdía 

aproximadamente 80-90% de la proteína. Esto fue diferente para las proteínas en este 

trabajo ya que se obtuvieron buenos rendimientos a pesar de purificarlos de igual 

manera. No hay una pérdida significativa al momento de la purificación de rLTxNT y 

rLTxAnk, además, en el análisis de pureza para dichas proteínas se calculó alrededor 

del 80%.  
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Títulos mediante ELISA de los anticuerpos policlonales obtenidos en conejo 

Las dos proteínas recombinantes obtenidas rLTxNT y rLTxAnk además de la rLTx 

expresada por A. Olvera, fueron utilizadas como antígenos y se inyectaron en conejos 

Nueva Zelanda de forma independiente. Los títulos de los anticuerpos se obtuvieron 

mediante el método de ELISA (Guerrero et al., 2018); como antígeno se utilizó el veneno 

de L.mactans, con la finalidad de determinar si los sueros obtenidos reconocían a la 

proteína nativa, se observó que los títulos obtenidos no son muy altos, esto fue debido a 

que se retó contra el veneno y los sueros van dirigidos contra la alfa latrotoxina o parte 

de ella y esta solo forma un porcentaje de todos los componentes, aproximadamente un 

10%. Por otra parte, se realizaron ensayos de ELISA con las proteínas purificadas como 

antígeno y se obtuvieron títulos mayores, debido a que la pureza de las proteínas no es 

del 100% es probable que los sueros también estén reconociendo proteínas de la 

bacteria. 

 

DL50 y ensayos de neutralización  

Las DL50 determinadas en ratones presentan variaciones según la especie y la técnica 

utilizada en la extracción del veneno. Un ejemplo es la DL50 determinada utilizando 

homogenizado total de glándula que es 1.3 mg/kg para L.mactans, mientras que por 

estimulación eléctrica, la DL50 se calculó en 0.26 mg/kg (Daly et al., 2001). Utilizando 

métodos proteómicos, estiman que el total de latrotoxinas representa entre 7.3 y el 10.9 

% de la cantidad total de proteína del veneno, por lo que las diferencias en la estimación 

de la dosis letal pueden estar relacionadas a la variabilidad en la proporción de las alfas 

latrotoxinas con respecto al total de proteína (Duan et al., 2006). Un reporte previo de la 

dosis letal, hecho por la Biol. Monica Prud´home, estudiante de maestría del grupo del 

Dr. Roberto Stock en el IBT/UNAM, en el que reportó en su tesis una DL50 de 8 µg / ratón 

de 20 gr. Es por ello que primeramente se calculó la dosis letal media del veneno de L. 

mactans obtenido por estimulación eléctrica para los ensayos en esta tesis. Se realizó 

en grupo de tres ratones de la cepa CD1, y dio una DL50 de 3 µg por ratón, esta diferencia 

se debe a que utilizamos veneno fresco, con menos tiempo de congelación. En los 

ensayos, se observó la neutralización completa para rLTxNT y rLTx, por el contrario, la 
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pre-incubación con 450 µl de suero anti LTxAnk solo logró la supervivencia de 1 de los 3 

ratones inyectados, esto sugiere una menor cantidad de anticuerpos neutralizantes en el 

suero o menor afinidad en ellos. De igual manera en los experimentos de rescate, para 

rLTxNT y rLTx lograron una supervivencia del 100% de los ratones, a diferencia de 

rLTxAnk donde no sobrevivieron, pero si retrasó la muerte de 2 a 5 veces a comparación 

con el ratón control sin suero. 

 

X. Conclusiones  

 

Actualmente, el antiveneno de la araña viuda negra mexicana se elabora a partir de la 

obtención del veneno de cientos o miles de arañas y los costos de mantenimiento de los 

ejemplares es alto, por lo que es necesario generar alternativas éticamente sólidas y 

eficientes. Dada la complejidad de la expresión recombinante de la alfa-latrotoxina en 

forma soluble y activa, se propone el uso de dos de sus fragmentos purificados a partir 

de cuerpos de inclusión. 

Las proteínas obtenidas, fueron utilizadas independientemente como antígenos en 

conejos, de los que se obtuvo suero neutralizante de la proteína rLTxNT hacia el veneno 

de L. mactans. Esto sugiere que tiene el potencial para utilizarse como antígeno en la 

inmunización de caballos, ya que es el animal utilizado comúnmente en la fabricación de 

antivenenos comerciales. Esto nos acercaría al objetivo de generar un antiveneno contra 

el latrodectismo, sin la necesidad de utilizar el veneno producido por las arañas. Aunque 

se requieren más estudios para evaluar la neutralización cruzada, estos resultados 

preliminares son prometedores.  
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XI. Perspectivas 

 

• Realizar inmunizaciones con rLTxNT y rLTX en caballos para generar anticuerpos 

policlonales en mayor escala. 

• Obtener por técnica de hibridomas anticuerpos monoclonales anti rLTxNT en 

ratones y evaluar capacidad neutralizante hacia el veneno de L. mactans. 
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XIII. Anexo 
 

Artículo publicado  

“Neutralization of black widow spider (Latrodectus mactans) venom with rabbit 
polyclonal serum hyperimmunized with recombinant alpha-latrotoxin fragments”  
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