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Abreviaturas
Azgo: Absorbancia a 280 nm

nm: Nanometros
mg: Miligramos

Kg: Microgramos
ml: Mililitros

pl: Microlitros

MPM: Marcador de peso molecular

g: Gramos

mM: Milimolar

M: Molar

U: Unidades

PLA:: Fosfolipasa de tipo A2
RNA: Acido ribonucleico

DNA: Acido desoxirribonucleico

nAChR: Receptor nicotinico de
acetilcolina

Kq: Constante de disociacion
Kg: Kilogramo

MRNA: RNA mensajero
Kb: Kilobases

kDa: Kilodaltones

pb: Pares de bases

DLso: Dosis letal media

DEso: Dosis efectiva media

°C: Grados centigrados

cDNA: Cadena complementaria de DNA
MgCl.: Cloruro de magnesio

PCR: Reaccion en cadena de la
polimerasa

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
TAE: Tris-Acetato-EDTA

UV: Luz ultravioleta

rpm: Revoluciones por minuto

ng: Nanogramos

IPTG: Isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido

V: Volts

mAmp: Miliamperes

ODsoo: Densidad 6ptica a 600 nm
UA: Unidades de absorbancia
IgG: Inmunoglobulinas G
3FTXs: Toxinas de tres dedos

UTR: Regiones no codificantes
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Resumen

El 20% de las serpientes distribuidas a nivel mundial son venenosas y estan clasificadas en
5 familias principales de las cuales solo la familia elapidae y viperidae son consideradas de
importancia médica. La familia elapidae esta representada por mambas, cobras, bungarus y
serpientes de coral o coralillos. Las serpientes de coral en América se clasifican en tres
géneros distintos, Micrurus, Leptomicrurus y Micruroides. La especie Micruroides
euryxanthus se distribuye en México en los estados de Sinaloa, Sonora, Chihuahua y
Coahuila, sin embargo, pese a no ser considerada una especie potencialmente peligrosa es
importante conocer los componentes toxicos que abundan en su veneno y con base en ello
analizar la relacion evolutiva de esta especie con las serpientes del género Micrurus. En el
presente trabajo se obtuvieron 18 secuencias totales de toxinas de tres dedos (3FTXs) a
partir del RNA de las glandulas de veneno de M. euryxanthus, posteriormente se
clasificaron en 6 grupos distintos de secuencias con base en su funcién y caracteristicas.
Las toxinas de tipo I o a-neurotoxinas (MTx6, MTx7 y MTx18) se compararon a nivel de
secuencia con diferentes a-neurotoxinas reportadas en el veneno de distintos elapidos del
mundo, asi como toxinas expresadas heter6logamente. A partir de los analisis in silico se
selecciono la toxina MTx18 la cual se clond en el vector pQE30 para su expresion en el
modelo de E. coli. La a-neurotoxina recombinante (rMTx 18) se expreso en la cepa SHuffle
en forma soluble y activa con un rendimiento final de 2.6 mg/litro de medio de cultivo y
una dosis letal media de 8.3 pg/raton. Los sueros de conejos hiperinmunizados con la
toxina recombinante neutralizaron la actividad de la toxina con una dosis efectiva media de
224.3 ul de suero de conejo/raton. Se logré clonar el gen de la toxina MTx18 de M.
euryxanthus en el vector de transformacion de plantas pK2GW?7 para su posterior expresion
en tabaco.
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1. Introduccion

1.1 Serpientes venenosas

El suborden Serpentes alberga poco més de 3500 especies de serpientes distribuidas a nivel
mundial, habitan zonas tropicales y subtropicales en todos los continentes excepto las
regiones articas (Vitt y Caldwell, 2014). Las serpientes venenosas representan el 20% y se
clasifican en cinco grandes familias siendo viperidae y elapidae las familias de mayor
importancia médica de acuerdo a la organizacion mundial de la salud. El aparato venenoso
de estos ofidios se caracteriza por estar compuesto de un par de gldndulas exocrinas que se
encargan de producir el veneno y dientes maxilares modificados Ilamados colmillos por los
que el veneno es liberado (Véase figura 1) (Mackessy, 2012).

B

compressor
glandulae

Figura 1. Morfologia del aparato venenoso de serpientes. A) Vista in vivo del aparato
venenoso. B) Esquema general con nombres del aparato venenoso de serpientes.

El veneno es una mezcla compleja de péptidos, proteinas y nucleésidos, desde el punto de
vista bioldgico éste representa un arma de defensa contra la depredacion, ademas facilita la
caza y digestion de las presas (Gold et al, 2002). Los componentes del veneno conocidos
como toxinas varian en peso molecular y poseen actividades farmacoldgicas distintas, por
ejemplo, las serpientes de cascabel que pertenecen a la familia viperidae tienen venenos
capaces de inducir coagulopatias, necrosis de tejidos asi como neurotoxicidad debido a la
presencia de algunos componentes como la crotoxina en el veneno de la cascabel
sudamericana Crotalus durisus terrificus mientras que el veneno de los elapidos tales como
cobras, mambas y serpientes de coral o coralillos causan principalmente neurotoxicidad
(Fox y Serrano, 2008; Calvete et al, 2010).
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1.2 Serpientes de coral

Las serpientes de coral o coralillos, miembros de la familia elapidae en América estan
clasificados en tres generos representativos de serpientes venenosas: Micrurus,
Leptomicrurus y Micruroides siendo Micrurus el género con mayor abundancia con poco
mas 70 especies distribuidas desde el sur de los Estados Unidos hasta el norte de Argentina
mientras que para Micruroides solo se ha reportado una especie y tres subespecies (Correa-
Neto et al, 2011). Anualmente en América ocurren cerca de 200,000 casos de mordeduras
de serpientes venenosas de los cuales 3,000 terminan en decesos y que en su mayoria son
causados por crotalidos versus el 1% causado por serpientes de coral. Los coralillos cuentan
con venenos muy letales y principalmente neurotdxicos, esto debido a la presencia de dos
de los componentes mas abundantes en el veneno como lo son fosfolipasas Az (PLA?)
neurotoxicas (B-neurotoxinas) y a-neurotoxinas que pertenecen a la superfamilia de las
toxinas de tres dedos (3FTXs) (Chippaux, 2017).

1.2.1 Micruroides euryxanthus

La serpiente de coral de Sonora o Micruroides euryxanthus se distribuye en el sureste de
Estados Unidos desde Arizona hasta Nuevo México y en el noreste de México en los
estados de Sonora, Chihuahua, Sinaloa y Coahuila (Yang et al, 2017). Estas serpientes se
caracterizan por poseer un patron de colores rojo-amarillo-negro similar al de las serpientes
de coralillo (Micrurus) a lo largo de su cuerpo, son de talla pequefia y miden
aproximadamente 40-56 cm (Figura 2). Habita zonas desérticas, especialmente troncos,
madrigueras y espacios rocosos, se alimenta de serpientes pequefias y lagartijas. El
potencial de su veneno se desconoce, sin embargo, dada la relacion con las serpientes de la
familia elapidae es probable que el veneno esté enriquecido con neurotoxinas (Ramirez-
Bautista y Arizmendi, 2004).

Figura 2. Micruroides euryxanthus. Ejemplar en cautiverio de coralillo de
Sonora, fotografia tomada por Edgar Neri Castro.
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1.3 Toxinas de tres dedos

Son polipéptidos no enzimaticos formados por 60-74 residuos de aminoacidos y tienen
cuatro o cinco puentes disulfuro de los cuales cuatro estan conservados en todos los
miembros de esta familia. Se caracterizan por tener un nucleo hidrofobico establecido por
cuatro puentes disulfuro y del cual emergen tres loops que semejan tres dedos de una mano,
de ahi el nombre de la familia, como se observa en la figura 3.

Figura 3. Estructura tridimensional de una 3FTx de la serpiente Laticauda
semifasciata. La erabutoxina al igual que las 3FTXs en general posee tres loops bien
definidos enumerados con nimeros romanos en la figura mientras que los puentes
disulfuro se encuentran en el nicleo de la proteina en barras amarillas.

Las 3FTXs poseen efectos toxicos muy potentes y su estudio ha contribuido al analisis de
los mecanismos de accion fisioldgicos, bioquimicos y moleculares de los envenenamientos
por serpientes de coral. Existe una gran variedad de actividades bioldgicas reportadas para
esta familia, tal es el caso de las a-neurotoxinas que actlan como antagonistas del receptor
nicotinico de acetilcolina muscular (nAChR), «-bungarotoxinas con afinidad hacia
receptores nicotinicos neuronales, toxinas muscarinicas con selectividad hacia receptores
muscarinicos, fasciculinas que inhiben la acetilcolinesterasa, calciseptinas que bloquean
canales de calcio de tipo L, cardiotoxinas que ejercen su actividad formando poros en
membranas celulares, dendroaspinas las cuales antagonizan procesos de adhesion celular e
interactGan con canales de potasio, entre otros (Kini y Doley, 2010; Kessler et al, 2017).
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1.3.1 Péptido seial

La superfamilia de las 3FTxs entre otras de sus caracteristicas tienen un péptido sefial
altamente conservado el cual comprende 21 aminoacidos (Figura 1), los transcritos de este
tipo de toxinas esta integrado por 3 exones, el péptido sefial en tal caso esta codificado en el
exon 1 del RNA mensajero mientras que el resto de la proteina esta codificado en los
exones 2 y 3. En la figura 1, se muestra un alineamiento de toxinas de tres dedos
provenientes de distintos elapidos del mundo, el péptido sefial se encuentra sefialado en el
corchete azul (Kessler et al, 2017).

Péptido sefial

‘IID 20 40 50 &0 70 80
3FTH-1/1-85 M LLLTLWYY IU.L LG TKC HQ.TFET EICFDSGYFG.KSSWIDGREGRIERGCTF.GFELTFNGKYU.GCRRDKCNQ
IFTH-2/1-B84 M LLLTLYYWTIVCLDLG RKELMTPLPL Y CPIGODKCWKMT I KKLPSKYDY IRGCTDICPKSSADYYWYWCCDTNKCDK -
IFTH-31-B4 M LLLTLYYWTIVCLDLG REKELMTPLPLIYKWCPIGOADKCIKMT I KKLPSKYDWY IRGC IDICPKSSADVEWLECDTHNKCMNEK -
IFTH-4/9-B3 M LLLTLYYWYTIVCLDLG MTELC QQ.SQFK GEGG.SIi.KKTWSDHRGSRTERGCGCPHVKFGIKLTCCKTDECNN
IFTH-51-72 M LLLTLWYWTIWVCLDLG RKERIGKDGF.SV CHEKENLCF MFSARNF.&QIIERGCASSG.SRYMKCCSTD.CNG -------
IFTH-a/1-86 M LLLTLWWWTIVCLDLE LTELIGPEKYCNKVH CLHNGEKICF KKYDAQRKLLEKRYRRECAATCPYRKPREIVMECCSTDKCNH
AFTH-71-86 M LLLTLWWWTIWVCLDLG RKI}L GS RYET CPWVGE DLCFKRWYEGNQLEWRAIRGCJ\J\TCFEAKTHE.URCCJ\TDKCNQ
AFTH-8/1-83 M LLLTLWYWTIWVCLDLG (WEA e ] ) TQFK CSGG TlUlKMSWNGIHGSITERGGGGFTVKFGISLKGGHADECNN---
IFTH-%1-82 M LLLTLYYWTIVCLDLG R K[G TKN PGRE DAGPTGENICF KKWKKGE | | SKECAYVTCPKPKKDETFOQCELKNMNCMNR - - - -
IFTE-1071-83 M, LLLTLYYWTIVCLDLG LIEFN2ETYRPE TlCFDG DlClSTFWNDHRGVKIERGCGCFRVNFGISI IECKTDKCHNN- - -
Conservation I

7 45 3G6323211352363135324563332221352222335343231223112443530000- - -
auatey W i et il Dl O it 0w el

Consensus
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Figura 4. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de toxinas de tres dedos. El péptido sefial se encuentra
representado por 21 aminoécidos (corchete azul). Alineamiento hecho con el programa Jalview 2.10.5.

1.4 a-neurotoxinas

Se denomina asi a un grupo de toxinas descubiertas hace poco mas de 50 afios, son el
componente principal de los venenos de mambas, serpientes de coral, kraits y serpientes
marinas. Se aislaron por primera vez a partir del veneno de la serpiente de Taiwan
Bungarus multicinctus, son antagonistas del receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR)
situado en la union neuromuscular bloqueando la transmisién de impulsos nerviosos
causando paralisis flacida (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismo de accioén de a-neurotoxinas. Las a-neurotoxinas se unen con gran
afinidad al receptor de acetilcolina (cubos verdes intensos), mientras que las toxinas se
representan con cruces verdes tenues e impiden que la acetilcolina pueda llegar al receptor en
la fibra muscular y llevar a cabo la contraccion de los masculos (Tomado de Thinglink, 2018).

Se clasifican en a-neurotoxinas de cadena corta (60-62 residuos de aminoacidos) con cuatro
puentes disulfuro, a-neurotoxinas de cadena larga (66-74 residuos de aminoacidos) con
cinco puentes disulfuro, el puente disulfuro extra situado en el loop II, a-neurotoxinas
atipicas (69 residuos de aminoacidos) con cuatro puentes disulfuro y a-neurotoxinas no
convencionales (62-68 residuos de aminoacidos) y cinco puentes disulfuro, el puente
disulfuro extra a diferencia de la de cadena larga se sitda en el loop | (Kini y Doley, 2010.,
Barber et al 2013.) A continuacion, se muestra en la tabla 1 el resumen de algunas de las
caracteristicas en la clasificacion de a-neurotoxinas.

Tabla 1. Clasificacion de a-neurotoxinas de venenos de elapidos

Tipos

Blancos moleculares

Fuentes

Ejemplos

a-neurotoxinas de
cadena corta

Alta afinidad por nAChR muscular o
Torpedo (Kg=10° - 101 M)

Serpientes de la
familia Elapidae e
Hydrophidae

a-erabutoxina (Laticauda semifasciata)
a-toxina (Naja nigricolis)

a-neurotoxinas de
cadena larga

Alta afinidad por nAChR muscular o
Torpedo (Kg=10°-10" M)y
NAChR neuronal (Kq =108 —10° M)

Serpientes de la
familia Elapidae

a-bungarotoxina (Bungarus multicinctus)

o-neurotoxinas
atipicas

Alta afinidad por nAChR de Torpedo
(Kg =101 M)

Serpientes de la
familia Hydrophidae

Toxina Lc-a, Lc-b (Laticauda colubrina)

o-neurotoxinas no
convencionales

Baja afinidad por nAChR muscular o
Torpedo (Kq =10 nM)

Exclusivo de
especies de la
familia Elapidae

Candoxina (Bungarus candidus)
WTX (Naja kaouthia)
Whntx-5 (Naja sputatrix)

En los blancos moleculares, se muestra la interaccidn con receptores nicotinicos de acetilcolina y ejemplos. Como informacién
adicional se muestra la constante de disociacion de las toxinas (Kgq). Torpedo: Receptor nicotinico de acetilcolina especifico de

pez (raya).
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1.4.1 Cuadro clinico de envenenamiento por mordeduras de coralillos

Las a-neurotoxinas del veneno de elapidos son altamente toxicas, la dosis letal media de
estas oscila entre 0.04 — 0.3 mg/kg de peso (Kini y Doley, 2010). El envenenamiento puede
manifestarse rapidamente en un par de horas o retrasarse hasta 18 horas después de la
mordedura de la serpiente. Algunos de los principales sintomas son reacciones cutaneas
locales y dolor en el sitio de la mordedura, a menudo que el veneno se empieza a distribuir
en el cuerpo se presenta paralisis de las extremidades y musculos respiratorios, espasmos,
salivacion excesiva, caida de parpados y cianosis (espasmos de musculos maxilares). Las
muertes por mordeduras de serpientes de coral se deben al fallo respiratorio provocado por
la parélisis de musculos respiratorios causados por a-neurotoxinas (Chang, 1979).

1.4.2 Tratamiento clinico

Las personas mordidas por elapidos son hospitalizadas durante 48 horas como minimo para
brindar el mejor soporte medico en caso de presentarse paralisis y neumonia en el cuerpo
del paciente. Sin embargo, debido a complicaciones respiratorias algunos pacientes han
Ilegado a requerir respiracion artificial debido a la paralisis de mdsculos respiratorios. Pese
a ello, el tratamiento definitivo contra las mordeduras de serpientes de coral es la
administracion de antiveneno el cual previene la manifestacion de los sintomas, asi como
dafo tisular o de érganos. Los antivenenos son producidos por la inmunizacion de animales
de talla grande como caballos, ovejas, cerdos y llamas con el veneno de serpientes,
posteriormente el suero se extrae y se procesa para concentrar las inmunoglobulinas (IgG)
dando como resultado el producto terminado rico en anticuerpos. El antiveneno es
administrado via intravenosa, la dosis de antiveneno necesaria debe ser calculada
relativamente de acuerdo a la cantidad de veneno inoculado en el cuerpo del paciente por lo
que la cantidad de viales recomendada como dosis inicial va de uno a dos con dosis
repetidas en casos de envenenamiento severo (Chippaux, 2017).

1.5 Antivenenos mexicanos contra serpientes de coral

Coralmyn® es un antiveneno policlonal de fragmentos (Fab). de origen equino contra la
mordedura de serpientes de coral en México y es fabricado por los Laboratorios Bioclon
usando el veneno de Micrurus nigrocinctus como inmundgeno. El antiveneno Coralmyn®
probado en ensayos de laboratorio es capaz de neutralizar el efecto del veneno de diferentes
serpientes de coral norteamericanas en ratones, sin embargo, la cantidad de anticuerpos
dirigidos contra a-neurotoxinas es baja debido a que estan poco representadas en los
venenos y ademas su bajo peso molecular impide que sean totalmente reconocidas por el
sistema inmune del animal.
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Una de las estrategias en el mejoramiento de antivenenos contra serpientes de coral implica
la adicion de a-neurotoxinas purificadas como suplemento a los esquemas de inmunizacion
tradicionales en caballos y estos sean detectados por el sistema inmune del animal para la
obtencion de antivenenos mas eficaces, es decir, mayor potencia relativa para tratar
envenenamientos de manera mas efectiva (Carbajal-Saucedo, 2004; Clement et al, 2016).

1.6 Expresion heterdéloga de a-neurotoxinas

El descubrimiento de las a-neurotoxinas entre otros aspectos ha contribuido a la
caracterizacion de algunos grupos de receptores, los mejores estudiados son los receptores
nicotinicos de acetilcolina (hnAChR), los subtipos neuronal y muscular cada uno compuesto
por 5 subunidades fueron aislados gracias al uso de a-neurotoxinas como herramienta para
su purificacién. Sin embargo, uno de los grandes retos en el estudio de estos receptores es
la disponibilidad de dichas toxinas puesto que son poco abundantes en el veneno de
elapidos. Debido a ello una de las alternativas es la obtencidn de tales toxinas de forma
recombinante, es decir, generar toxinas en un sistema de expresion (microbiano o
eucarionte) distinto al de la fuente natural (Andersen y Krummen, 2002). Uno de los
principales ejemplos es la a-bungarotoxina la cual se expresé en E. coli y P. pastoris
mediante el uso de proteinas de fusion para generar toxinas activas y con ello elucidar los
mecanismos de accion de a-neurotoxinas (actualmente ya conocidos), posteriormente se
expresaron neurotoxinas de caracoles coénicos, serpientes marinas, cobras, entre otros
(Rosenthal et al, 1994; Spiezia et al, 2012).

1.7 Sistemas de expresion heterologos

Algunos aspectos a considerar durante la seleccidn del sistema de expresion heter6logo son
la calidad de la proteina, funcionalidad, tiempo de producciédn, rendimiento y costos. Las
proteinas actualmente son producidas en bacterias, levaduras, células de mamifero, plantas
e insectos, cada uno con sus ventajas y limitaciones de uso (Gecchele et al, 2015). A
continuacion, se describen algunos de los principales sistemas de expresion, ventajas y
desventajas para la produccion de proteinas recombinantes.

1.7.1 Células de ovario de hamster chino (CHO)

El activador de plasmindgeno tisular humano fue la primera proteina recombinante
terapéutica expresada en células de mamifero. Las células de mamifero son el principal
sistema de expresion de proteinas terapéuticas, cerca del 70% de estas proteinas son
producidas en células de ovario de hamster chino. Las ventajas mas sobresalientes de su
uso son que cuentan con una maquinaria capaz de llevar a cabo eficientemente
modificaciones postraduccionales entre las que destacan las glicosilaciones principalmente
ya que muchas proteinas de valor comercial estan naturalmente glicosiladas, es un sistema
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muy confiable pues se llegan a obtener rendimientos de hasta 10g/L de células (Kim, 2012).
Algunas de las desventajas de las células CHO son el uso de medios de cultivo costosos,
lineas celulares, equipos y sobre todo la susceptibilidad a la contaminacion de los cultivos
celulares por microorganismos puesto que no se emplea el uso de antibi6ticos como
normalmente ocurre en bacterias, hongos etc. (Dingermann, 2008).

1.7.2 Picchia pastoris

Picchia pastoris se ha convertido en uno de los sistemas de expresion de proteinas
heter6logas mas exitosos en afios recientes, algunos de los factores que han contribuido su
uso es la presencia de un promotor derivado de la alcohol oxidasa I (AOXI) el cual controla
fuertemente la expresiobn de los genes, es capaz de realizar modificaciones
postraduccionales como procesamiento proteolitico, plegamiento, formacion de puentes
disulfuro y glicosilacion de proteinas (Ahmad et al, 2014). Las técnicas necesarias para su
manipulacion genéticas son relativamente faciles puesto que el sistema es muy similar a los
descritos para Saccharomyces cerevisiae. A pesar de los usos potenciales de este sistema de
expresion existen algunas desventajas que limitan su uso, tal es el caso del requerimiento de
chaperonas moleculares para el ensamblaje de proteinas y que P. pastoris es incapaz de
producir lo cual limita el correcto plegamiento de la proteina (Demain y Vaishnav, 2009).

1.7.3 Nicotiana tabacum

Durante los Gltimos 20 afios las plantas han sido implementadas como alternativa en la
produccion de proteinas terapéuticas recombinantes de alto valor comercial como
anticuerpos, vacunas y biofarmacéuticos (Colgan et al, 2010). Comparado con otros
sistemas de expresion convencionales como células de mamifero, los sistemas de
produccion en plantas son menos costosos, de facil escalamiento, estan libres de patdgenos
humanos y las proteinas tienen el potencial de ser administrados directamente por via oral.
Nicotiana tabacum (tabaco), es uno de los sistemas vegetales mas utilizados en la
produccidn de proteinas recombinantes debido a su facil manipulacion mediante ingenieria
genética y a los altos rendimientos de biomasa (Aproximadamente 100,000 kg/hectarea)
(Conley et al, 2011). Sin embargo, algunas de las potenciales desventajas de su empleo son
la contaminacién con herbicidas y metabolitos tdxicos propios de la planta lo cual
promueve una baja expresion y pobre calidad de la produccion de la proteina (Demain y
Vaishnav, 2009).

1.7.4 Escherichia coli

La produccion de proteinas recombinantes en sistemas microbianos ha revolucionado la
bioquimica. Los dias donde se requerian kilogramos de tejido vegetal o animal para la
purificacion de pequefias cantidades de proteinas de interés comercial han cambiado. La
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capacidad de los microorganismos para producir y purificar proteinas recombinantes en
grandes cantidades ha permitido no solo comercializarlas, también ha favorecido la
caracterizacion de procesos bioquimicos y moleculares (Rosano y Ceccarelli, 2014). E. coli
es el sistema de expresion microbiano més ampliamente usado debido a su facil
manipulacion, crecimiento rapido y bajos costos de produccién., aunado a lo anterior en
afios recientes se han implementado cepas, vectores y “tags” (etiquetas) para la purificacion
de proteinas de manera maés eficiente y contender con las limitantes del sistema como lo
son la formacion de cuerpos de inclusion que a su vez requiere del uso de detergentes
anionicos para solubilizar la proteina generando costos extras y pasos de purificacion
adicionales, inestabilidad del mMRNA vy la falta de una maquinaria necesaria para realizar
modificaciones postraduccionales en las proteinas que a diferencia de los modelos
eucariotas que si son capaces de modificar a las proteinas (Jia y Jeon, 2016; (Demain y
Vaishnav, 2009).

2. Antecedentes

2.1 Casos clinicos de mordeduras por Micruroides euryxanthus

A la fecha existen pocos reportes sobre mordeduras de serpientes del género Micruroides,
son escasos los datos sobre la actividad del veneno y el cuadro clinico que causa su
mordedura, sin embargo, entre los afios 1955-1965 se documentaron cuatro casos de
personas mordidas por Micruroides euryxanthus. En la descripcion realizada por Findaly E.
Russell, tres pacientes presentaron en su mayoria, debilidad, nausea, vomito, dolor en el
sitio de la mordedura y dolor abdominal, sintomas muy parecidos a los que provoca la
mordedura de Micrurus fulvius por lo que se les administrdé inmediatamente el suero anti
elapidico contras las mordeduras de serpientes del género Micrurus, posterior a 4 horas de
observacién las personas fueron dadas de alta mientras que el paciente que no presento
sintomas solo presencid una mordedura seca, es decir, que la serpiente no le inocul6 veneno
(Russell, 1967).

2.2 Andlisis preliminar del veneno de Micruroides euryxanthus

Las mordeduras de serpientes de coral se caracterizan por causar cuadros de
envenenamiento muy severos, esto debido a que poseen venenos muy potentes que estan
enriquecidos con diversos grupos de toxinas como fosfolipasas 0 neurotoxinas que cuentan
con una elevada toxicidad. En 2017 Yang y colaboradores realizaron ensayos de
neurotoxicidad del veneno de M. euryxanthus junto con el de algunas especies del género
Micrurus utilizando una preparacion neuromuscular de pollo para determinar el valor de
Too de cada veneno (tiempo en que una cantidad dada de veneno detiene la contraccion
muscular). El veneno de M. euryxanthus es menos neurotoxico que el de las especies M.
tener, M. spixii y M. pyrrhocryptus mientras su valor de Tgo €5 mayor (mas neurotoxico)
que el de M. fulvius ya que el veneno de esta especie se sabe que estd compuesto en su
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mayoria por fosfolipasas, por su parte los ensayos de neutralizacion con el antiveneno
Coralmyn®, solo el veneno de M. fulvius fue neutralizado mientras que la actividad en
ratones del veneno del resto de las especies siguio latente ya que el antiveneno comercial
carece de anticuerpos neutralizantes anti neurotoxinas las cuales son abundantes en los
venenos de las coralillos incluyendo M. euryxanthus (Yang et al, 2017; Benard, 2011).

2.3 Expresion heterologa de a-neurotoxinas de serpientes de coral
mexicanas

2.3.1 MlatAl de Micrurus laticollaris

En 2013, en el grupo del Dr. Alejandro Alagdén Cano se aislo una a-neurotoxina de cadena
corta a partir del veneno de Micrurus laticollaris denominada MlatAl, el gen de la toxina
se clon6 mediante el uso de un oligonucle6tido especifico del péptido sefial de las toxinas
de tres dedos y posteriormente se expresé en el vector de expresién pQE30 el cual afiade un
tag de 6 histidinas al grupo amino de la proteina para su purificacion y expresion en
bacterias. La MlatAl recombinante (rMlatAl), se expreso de forma soluble y se purificd
mediante cromatografia de afinidad a niquel, después se administrd en ratones de la cepa
CD1 via intravenosa para probar su actividad, sin embargo, no fue toxica por lo que
algunas de las perspectivas actuales son probar distintas cepas de expresion, tiempo de
induccién y temperatura para generar proteinas bien plegadas y activas (Carbajal, 2013).

2.3.2 Micrurus diastema

El antiveneno comercial Coralmyn® de origen equino ha demostrado tener una parcial o
baja potencia neutralizante contra el veneno de diversos coralillos mexicanos, esto debido a
que los venenos son mezclas complejas de toxinas, algunas de tamafio grande o pequefio,
muy abundantes 0 poco, con alta o poca inmunogenicidad, es decir, la capacidad para que
el sistema inmune de caballos reconozca dichas toxinas y por ende generar anticuerpos
neutralizantes (Calderon, 2011). Uno de los grupos inmunodominantes son fosfolipasas de
tipo Ay, titulos de anticuerpos de caballo indican que se favorece més la respuesta inmune
de este grupo de toxinas versus las a-neurotoxinas que dado su tamafio (aproximadamente
6-9 kDa) y bajo porcentaje en los venenos de coralillos son poco reconocidas por el sistema
inmune repercutiendo en la baja cantidad de anticuerpos neutralizantes, de ahi la
importancia de reforzar los esquemas de inmunizacion tradicionales con a-neurotoxinas
purificadas y asi mejorar la respuesta inmune contra éstas y obtener anticuerpos
neutralizantes para mejorar la calidad de los futuros antivenenos contra las mordeduras de
coralillos mexicanos. (Benard, 2011; Calderén, 2011). Sin embargo, algunas de las
limitantes de la obtencion de toxinas puras son la disponibilidad de veneno, bajos
rendimientos y los procesos de purificacion por lo que como alternativa se propuso
expresar toxinas recombinantes usando diferentes sistemas heterologos para producir
toxinas en cantidades suficientes y activas. En 2014 se logrd secuenciar algunas toxinas de
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tres dedos (3FTXs) a partir del RNA de las glandulas de veneno de diferentes serpientes de
coral mexicanas utilizando el oligonucleétido antxsPS dirigido contra el péptido sefial de
las 3FTXs previamente disefiado por Carbajal-Saucedo, una de las secuencias reportadas
denominada D.H de la especie Micrurus diastema fue idéntica a una toxina presente en el
veneno completo de esta especie por lo que fue la toxina idénea a expresar en E. coli
utilizando el vector de expresion pQE30, la toxina recombinante (rD.H) se produjo de
forma soluble (3.4 mg/l), se purific6 mediante cromatografia de afinidad a niquel y tuvo
actividad en ratones, posteriormente se inmunizaron conejos Nueva Zelanda blancos para
producir sueros anti rD.H los que a su vez fueron capaces de neutralizar el efecto de la
toxina en ratones (Guerrero-Garzén et al, 2018).

2.3.3 Nicotiana tabacum y su uso potencial en la expresion de toxinas de
origen animal

Los componentes del veneno de arafias se caracterizan por tener actividades bioldgicas
diversas, sin embargo, las propiedades mas relevantes en dichas toxinas son
antimicrobianos e insecticidas debido al potencial biotecnoldgico en agricultura y salud.
Péptidos insecticidas se han empleado como control bioldgico en plantas puesto que el uso
de pesticidas genera contaminacion en suelos y favorece la multirresistencia, debido a ello
distintos grupos de investigacion han implementado el disefio de plantas transgénicas
resistentes a insectos mediante la expresion heteréloga de toxinas insecticidas (Bates et al,
2005). A la fecha existen pocos reportes del uso de plantas en la expresion heteréloga de
toxinas (Tabla 2).

Tabla 2. Ejemplos de toxinas animales expresadas en plantas

Proteina Modelo Proteina soluble (%) ug/g de tejido
Inhibidor de proteinasa = Tomate 1 NR*
Q-ACTX (arafia) Tabaco 0.1-0.25 NR*

NR: No reportado

En el Laboratorio de Fisiologia Molecular de Plantas del CEIB, se utiliz6 el modelo de
tabaco para la expresion heter6loga de un péptido insecticida de la arafa Macrothele gigas
con la finalidad de evaluar su capacidad contra insectos plaga. Se obtuvieron 3 lineas
transgénicas mismas que se utilizaron para realizar ensayos de toxicidad en larvas de
Spodoptera frugiperda mediante la ingesta de plantas. Las larvas de S. frugierda
presentaron sintomas de intoxicacion posterior a la alimentacion con hojas de tabaco lo cual
indicaba la posible actividad de la toxina comparado con los sintomas causados por la
toxina nativa, este trabajo demostro la factibilidad de usar el modelo de tabaco para la
expresion de toxinas ricas en puentes disulfuro de uso biotecnologico (Hernandez-
Campuzano, 2009).
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3. Justificacion

Actualmente se desconoce la actividad farmacologica del veneno de Micruroides
euryxanthus, y los componentes toxicos involucrados en el cuadro de envenenamiento
causado por su mordedura. Sin embargo, dada la relacion evolutiva de esta especie con las
serpientes de coral se espera que el veneno de M. euryxanthus posiblemente esté
enriquecido con neurotoxinas tal como se ha reportado en los venenos de serpientes del
género Micrurus. Por ello mediante la busqueda de transcritos tipo a-neurotoxinas a partir
de las glandulas de veneno, asi como la expresion de una toxina en el modelo de E. coli y la
construccion de un vector para su expresion en plantas de tabaco se reportard por primera
vez informacion acerca del veneno de una de las especies de coralillos nunca antes
conocida.

4. Hipotesis
Las a-neurotoxinas recombinantes expresadas en E. coli se obtendran en forma soluble y

activa mientras que la construccion del vector para su expresion en plantas nos diréa si es el
mejor modelo de expresion para a-neurotoxinas.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

= Expresar a-neurotoxinas recombinantes de M. euryxanthus en E. coli y realizar la
construccion del vector para su expresion en plantas de tabaco.

5.2 Objetivos particulares

=  Obtener secuencias correspondientes a a-neurotoxinas de M. euryxanthus.

= |nsertar el gen de la a-neurotoxina MTx18 en los vectores de expresion pQE30 y
pK2GW?7 para E. coli y N. tabacum respectivamente.

= Expresar y purificar las toxinas recombinantes producidas en E. coli.

= Evaluar la actividad de las toxinas recombinantes y determinar la dosis letal media
(DLso) en ratones CD1.

= Inmunizar conejos Nueva Zelanda con la toxina recombinante para la produccién de
sueros anti MTx18.

= Determinar la dosis efectiva media (DEsg) de los sueros de conejos
hiperinmunizados con la toxina recombinante.
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6. Metodologia

6.1 Estrategia experimental

Glandulas de veneno de M. euryxanthus

l

Extraccion de RNA y obtencion de CDNA

|

Amplificacion de toxinas de tres dedos mediante PCR

l

Clonacion del producto de PCR en el vector de clonacion
pCR 2.1 TOPO®

l

Secuenciacion, analisis bioinformatico y seleccion de la
a-neurotoxina de cadena corta (MTx18)

Subclonacion del gen MTx18 en el vector pCR 2.1 TOPO® Subclonacidn del gen MTx18 en el vector pCR8/GW/TOPO®
Insercion del gen MTx18 en el vector de expresion pQE30 Insercion del gen MTx18 en el vector de expresion pK2GW?7

]

Expresion y purificacion de toxinas recombinantes en E. coli

t: Determinacion de la DLso en ratones CD1

Inmunizacion de conejos Nueva Zelanda — Determinacion de la DEso en ratones CD1

Estrategia experimental desarrollado en el presente trabajo.

6.2 Extraccion de RNA de glandulas de veneno de M. euryxanthus
mediante el reactivo Trizol®

Se extrajeron cuidadosamente las glandulas de veneno de Micruroides euryxanthus de un
ejemplar colectado en Sonora, México. Posteriormente se coloc6 100 mg de tejido en un
tubo eppendorf de 2 ml mas 1 ml del reactivo trizol, la muestra se mantuvo en hielo durante
10 minutos y después se centrifugd a 14,000 g durante 5 minutos a 4°C. Se afiadi6 200 pl
de cloroformo al tubo con muestra y se centrifugd a 14,000 g durante 5 minutos a 4°C, la
fase organica se desechd y se afiadié 200 ul de isopropanol a la fase acuosa, la mezcla se
incubé en hielo durante 10 minutos y se centrifugd como en el paso anterior.
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La pastilla de RNA se lavé con 500 pl de etanol al 75% y después se incubd a 37°C para
eliminar restos de solvente. Finalmente el RNA se recuper6 en 100 ul de agua DEPC
(Dietilpirocarbonato), se analiz6 en gel de agarosa para verificar su integridad y se
almacend a -70°C.

6.3 Obtencion del cDNA mediante transcripcion reversa

El cDNA se obtuvo mediante transcripcion reversa utilizando como templado el RNA
extraido de las glandulas de veneno de M. euryxanthus, la reaccion se realizé siguiendo las
instrucciones del proveedor del kit 1st strand cDNA synthesis for RT-PCR de la casa
comercial Roche®. La transcripcion reversa se llevd a cabo en un termociclador Gene
Amp® PCR System 9700, a continuacion se describen los reactivos usados y las
condiciones de amplificacion.

Reactivos

10X Buffer de reaccion ................. 2 ul
Buffer MgCI25 mM..................... 4 ul
Desoxinucledtidos 2.5 mM.............. 2 ul

Inhibidor de RNAsa...................... 1 ul
Reversa transcriptasa................... 0.8 ul
RNA Micruroides (300 ng)............ 8.2 ul

Tabla 3. Condiciones de obtencion de cDNA

25°C 10 minutos

42°C 60 minutos 1
99°C 5 minutos

4°C 5 minutos

Nota: EI volumen de reaccion de la obtencion de cDNA mediante transcripcion reversa fue
de 50 pl totales.

26



6.4 Amplificacion de toxinas de tres dedos mediante reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR)

Se realizO una PCR para amplificar toxinas de tres dedos (3FTxs) mediante el
oligonucledtido que flanquea el péptido sefial conservado de las 3FTxs denominado
“antxsPS” 5-ATG-AAA-ACT-CTG-CTG-CTG-AC-3" disefiado por Carbajal-Saucedo y
un oligonucledtido de timinas con una secuencia adaptadora (AUAP) 5"-GAC-TCG-AGT-
CGA-CAT-CGA-TT-3" para poder capturar los transcritos a partir del cDNA de M.
euryxanthus. En un tubo de PCR de 0.2 ml se mezclaron los componentes que se enlistan a
continuacion y la reaccion de PCR se llevd a cabo en un termociclador Gene Amp® PCR
System 9700 bajo las condiciones que se muestran en la tabla 4.

Reactivos
10X Buffer PCR+Mg*2.......ooiiiiiiie, 5ul
Desoxinucledtidos 2.5 mM..........ooooviiiiiiiinine... 4 ul

Oligonucleotido forward: antxPS (20 picomolas)..... 1 pl

Oligonucleotido reverse: AUAP (20 picomolas)....... 1 pl

Aguadesionizada.............cooiiiiiiii i 37.5 ul
CDNA de Micruroides............ooovvviiiiiiiiinnnn. 1 ul
Taq polimerasa............ooeviiiiiiiii e 0.5 pul

Tabla 4. Condiciones de PCR para amplificar transcritos de toxinas de tres dedos

Pasos Temperatura Tiempo No. de ciclos
Desnaturalizacion inicial ~ 94°C 3 minutos 1
Desnaturalizacion 94°C 1 minuto
Hibridacion 62°C 1 minuto 30
Extension 72°C 1 minuto
Extension final 72°C 10 minutos 1

6.5 Electroforesis de DNA en agarosa

En un tubo eppendorf de 0.5 ml se mezclé 180 ul de producto de PCR + 20 ul de loading
buffer 10X y se carg6 en un gel preparativo de agarosa al 1% para separar los acidos
nucléicos. La corrida se realizé en una camara de electroforésis horizontal para DNA de la
marca BioRad en buffer de corrida TAE IX + Bromuro de etidio a 100 V, la visualizacion
de los acidos nucleicos se realizd mediante un transiluminador de luz UV.
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6.6 Purificacion de productos de PCR

El producto de PCR se purific6 mediante el kit High pure PCR products de la casa
comercial Roche®, en un tubo eppendorf de 2 ml previamente pesado, se coloco la banda
de DNA extraida del gel de agarosa y se pesd nuevamente. Al tubo con agarosa se afadio
300 pl de binding buffer/100 mg de agarosa y se colocé en bafio Maria a 65°C para disolver
el DNA, después se agregd 150 pl de isopropanol/100 mg de agarosa al tubo y se mezcl6
levemente. Se tomo6 700 pl de la mezcla y se transfirié a un tubo colector con filtro para
concentrar el DNA centrifugando 1 minuto a 12,000 rpm hasta terminar con todo el
volumen de la mezcla. La columna se lavd dos veces con 500 pl de wash buffer
centrifugando el tubo 1 minuto a 12,000 rpm, como paso extra el tubo se centrifugo
nuevamente durante 2 minutos a velocidad méaxima para eliminar restos de solvente. Por
ultimo, se afiadié 50 pl de agua tetradestilada al filtro y se centrifugé 1 minuto a 12,000
rpm para eluir el DNA, se verifico en un gel de agarosa y se almacend a -20°C hasta su uso.

6.7 Clonacion de productos de PCR en el vector comercial pCR 2.1 TOPO

De acuerdo al manual del fabricante del vector, la clonacion de productos PCR se realizé
mezclando en un tubo eppendorf de 1.5 ml 2 pl de producto de PCR (50 ng/ul de DNA), 1
pl de solucién salina, 1 pl de vector y 1 pl de agua desionizada. La reaccién se incubo a
temperatura ambiente durante 30-60 minutos y se almacend a 4°C hasta su uso.

MI13 reverse
priming site

£

pCR*2.1-TOPO*  M13
|

Hind Il
Kpn |
Sacl
BamH |
Spe |
BsiX |
EcoR |
-

& PCR-TOPO’
2 3.9 kb

Figura 6. Mapa del vector de clonacion pCR TOPO 2.1®. En la figura se muestra a detalle las
caracteristicas del sitio multiple de clonacién con sus respectivas timinas sobresalientes para
lograr la insercion de producto de clonacion, secuencias de los oligonucledtidos M13 y los genes
de resistencia a antibidticos.

28



6.7.1 Transformacion del producto de clonacion en células
guimiocompetentes de E. coli XL1Blue

Previamente se prepararon células quimiocompetentes de E. coli XL1Blue, se tomo una
alicuota y se coloc6 en hielo, después se afiadié 100 pl de células al tubo con el producto de
clonacion y se incub6 en hielo durante 1 hora. Posteriormente se dio un choque térmico en
bafio Maria a las células a 42°C durante 30 segundos y se incubd nuevamente en hielo
durante 3 minutos. Al tubo con células se afiadié 250 pl de medio rico SOC y se incub6 a
37°C durante durante 1 hora. La suspension celular se plate6 en cajas de petri con medio
LB solido + ampicilina 80 pg/ml + X-Gal (50 pg/ml) + IPTG 0.1 mM y se incubaron
durante toda la noche a 37°C.

6.8 Seleccion de transformantes con la construccion del vector pCR
TOPO 2.1-MTx18

El sistema de seleccion de plasmidos que describe el proveedor del vector estd basado en
que aquellas colonias con apariencia blanca contienen el plasmido TOPO con el inserto
clonado correctamente, mientras que las colonias azules corresponden a bacterias cuyo
plasmido estd vacio. A partir de ello se seleccionaron distintas clonas positivas y se
crecieron en tubos con 3 ml de medio LB liquido mas ampicilina como marcador de
seleccién a 37°C en una incubadora con agitacion durante toda la noche.

6.8.1 Purificacion de plasmidos

Los plasmidos se purificaron mediante miniprep comercial utilizando el kit High pure
plasmid isolation de Roche®. Se tom6 2 ml de los caldos bacterianos y se centrifugaron en
tubos eppendorf de 2 ml a 12,000 rpm durante 1 minuto. El sobrenadante se elimind y la
pastilla celular se resuspendid en 250 pl de solucién de resuspension, después se afiadio
250 pl de solucién de lisis a cada tubo y se incubd a temperatura ambiente durante 5
minutos. La suspension celular se tratd con 350 pl de solucién amortiguadora, se mezcld
levemente y se incub6 en hielo durante 5 minutos, los tubos se centrifugaron a 12,000 rpm
durante 10 minutos y el sobrenadante se transfirio a un tubo colector con filtro para
concentrar el DNA y se centrifugd nuevamente 1 minuto a 12,000 rpm. El filtro se lavé dos
veces con 500 pl de solucion de lavado centrifugando 1 minuto a 12,000 rpm. Por altimo,
se afladio 50 pl de agua desionizada al filtro y se centrifugd como en el paso anterior para
eluir el DNA, los plasmidos se analizaron en un gel de DNA y se almacenaron a -20°C
hasta su uso.
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6.8.2 Digestion de plasmidos con enzimas de restriccion

Debido a que el sitio multiple de clonacion del vector estd delimitado por las enzimas de
restriccion EcoRI se empleo este método de seleccidn ya que al cortar el vector se generaria
un producto esperado de acuerdo al tamafio inserto clonado. Para ello, en tubos eppendorf
de 0.5 ml se afiadio 7 ul de DNA (300-500 ng de plasmido), 1 pl de buffer EcoRI 10X, 0.5
pl de enzima EcoRI (10 U/ul) y se llevd a 10 pl totales con agua desionizada para cada una
de las muestras, la reaccion se incub6 a 37°C durante 1 hora en una incubadora clinica. Los
productos de digestion se analizaron en un gel de DNA de agarosa al 1% y el patron de
corte se verificd mediante un transiluminador de luz UV.

6.8.3 Secuenciacion de plasmidos

Los plasmidos con el patron correcto de restriccion se enviaron a secuenciar a la unidad se
sintesis y secuenciacién de DNA del IBT-UNAM. Las muestras se prepararon en tubos
para PCR de 0.2 ml y se afiadié 10 pl de plasmido (500-600 ng de DNA), 5 ul de agua
desionizada mas 1 ul del oligonucle6tido M13 Forward o Reverse segin convenga que
flanquea el sitio maltiple de clonacién del vector pCR 2.1 TOPO, de ahi la importancia
para la obtencidn de las secuencias de los insertos clonados en el vector.

6.8.4 Analisis de secuencias y alineamientos

Las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante los programas 4peaks®, Gene
Construction Kit® asi como Clustal JalView para el alineamiento de secuencias, de igual
manera se empled la herramienta Blast de la base de datos del National Center for
Biotechnoly Information (NCBI) para obtener datos y secuencias de toxinas de tres dedos.

6.9 Expresion de a-neurotoxinas en Escherichia coli

6.9.1 Disefio de oligonucledtidos

Partiendo de la secuencia de la a-neurotoxina MTx18 de M. euryxanthus se disefiaron los
oligonucledtidos especificos MTx18FW 5 -GGA-TCC-ATG-ATA-TGT-TAC-AAC-CAA-
CAG-3’ y MTx18RV 5-AAG-CTT-TCA-AGC-GTT-GCA-TTT-GCC-TGT-TG-3" para
amplificar la toxina mediante PCR vy afadir los sitios de corte de las enzimas de restriccion
necesarios para ligar el gen en el vector de expresion.
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6.9.2 Amplificacion del inserto MTx18 de la a-neurotoxina de M.
euryxanthus mediante reaccion en cadena de la polimerasa

La mezcla para amplificar el gen mTx18 se realiz6 en tubos para PCR de 0.2 ml, se afiadio
5 pl de buffer PCR 10X + Mg?, 4 pl de dNTPs (2.5 mM), 1 pl de oligonucledtido forward
(20 picomolas/ul, 1 pl de oligonucleétido reverso (20 picomolas/ul), 37.5 ul de agua
desionizada, 0.5 ul de Taq DNA polimerasa en un volumen final de 50 pl. La reaccion de
PCR se llevd a cabo en un termociclador Gene Amp® PCR System 9700 bajo las
siguientes condiciones que se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de amplificacion del inserto MTx18 mediante PCR

Pasos Temperatura Tiempo No. de ciclos
Desnaturalizacion inicial ~ 94°C 3 minutos 1
Desnaturalizacion 94°C 1 minuto
Hibridacion 62°C 1 minuto 30
Extension 72°C 1 minuto
Extension final 72°C 10 minutos 1

El inserto se amplificd mediante PCR utilizando oligonucle6tidos especificos por los
cuales se afiadieron los sitios de restriccion BamHI y Hindll1.

6.9.3 Electroforésis de DNA en agarosa y purificacion de productos de
PCR

Se mezcl6 180 pl de producto de PCR + 20 ul de loading buffer 10X y se carg6 en un gel
preparativo de agarosa al 1% para separar los acidos nucleicos. La corrida se realiz6 en una
camara de electroforésis horizontal en buffer de corrida TAE IX + Bromuro de etidio a 100
V. La visualizacion de la banda de interés correspondiente a 191 pares de bases (pb) se
verificO mediante un transiluminador de luz UV. El producto de PCR correspondiente al
gen de la toxina MTx18 se extrajo del gel de DNA y se purifico siguiendo las
especificaciones y el proceso previamente descrito. Al final de la purificacion se analiz6
una muestra de DNA para corroborar la pureza del inserto.

6.9.4 Subclonacién del inserto MTx18 en el vector pCR 2.1 TOPO

En un tubo eppendorf de 1.5 ml se mezcld 2 ul de inserto (50 ng de DNA/ul), 1 pl de
solucion salina, 1 pl de vector y 1 pl de agua desionizada. La reaccion de clonacion se
incubd a temperatura ambiente durante 1 hora y al finalizar se almacené en hielo hasta su
uso.
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6.9.5 Transformacion del producto de subclonacion en células
guimiocompetentes de E. coli XL1Blue

Se afiadié 100 pl de células quimiocompetentes de XL1Blue al tubo con el producto de
clonacién y se incub6 en hielo durante 1 hora, posteriormente se dio un choque térmico a
las células en bafio Maria a 42°C durante 30 segundos y se incubd nuevamente en hielo 3
minutos. Después se agregd 250 pl de medio rico SOC al tubo con células y se incubo a
37°C durante 1 hora. Las células se platearon en cajas de petri con medio sélido LB +
ampicilina (80 pg/ml) + X-Gal (50 pg/ml) + IPTG 0.1 mM, y se incub6 a 37°C durante
toda la noche.

6.9.5.1 Seleccion de transformantes

La seleccion de transformantes se realizé mediante el sistema de blancas y azules del vector
de clonacion TOPO, se crecieron en 3 ml de medio liquido LB + ampicilina (80 pg/ml)
distintas clonas blancas a 37°C en el supuesto que contengan el vector con el inserto
MTx18 correctamente clonado.

6.9.5.2 Purificacion, analisis de restriccion y secuenciacion de plasmidos

Los plasmidos se purificaron utilizando el protocolo previamente descrito segun las
instrucciones del proveedor. Al finalizar, se analiz6 una muestra en gel de DNA de agarosa
al 1% para verificar la integridad de los plasmidos, posteriormente se almacenaron a -20°C
hasta su uso. Los plasmidos se digirieron con las enzimas de restriccion BamHI y HindllI
que flangquean el gen de la toxina MTx18 para verificar su correcta insercion en el vector.
En tubos eppendorf de 0.5 ml se mezcl6 6 pl de plasmido (100 ng de DNA), 1 pl buffer B
10X, 1 pl de enzima, 1 ul de enzima BamHI, 1 pl de enzima Hindlll y 1 pl de agua
desionizada. La reaccion se incubd a 37°C durante 1 hora y los productos de digestion se
analizaron en un gel de agarosa al 1% para separar &cidos nucleicos y corroborar la
liberacion del inserto mTx18 de la neurotoxina de M. euryxanthus. Los plasmidos con el
patron correcto de restriccion se enviaron a secuenciar a la unidad de sintesis y
secuenciacion de DNA del IBT-UNAM usando los oligonucleétidos M13 forward y
reverso especificos del vector PCR 2.1 TOPO.

6.9.6 Purificacion tipo Miniprep del plasmido pCR 2.1 TOPO-MTx18

La purificacion de plasmido se realizo mediante Midiprep comercial utilizando el kit High
pure Midiprep plasmid de Biorad®. Se crecio la clona del plasmido con el inserto mTx18
en un matraz con 50 ml de medio LB liquido y ampicilina (80 pg/ml) a 37°C durante toda
la noche. El caldo bacteriano se centrifugo a 5000 rpm durante 5 minutos a 4°C, se elimind
el sobrenadante y la pastilla celular se resuspendié en 5 ml de solucion amortiguadora. La
suspension bacteriana se tratd con 5 ml de solucion de lisis y se mezclo levemente, despueés
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se agregd 5 ml de solucion de neutralizacion y la suspension se centrifugé a 8000 rpm
durante 10 minutos a 4°C, el sobrenadante se transfirié a un tubo corex de 50 ml, se afadid
1 ml de resina a la suspension y se mezcld vigorosamente con una pipeta. EI tubo con
muestra se centrifug6 a 8000 rpm durante 2 minutos a 4°C, el sobrenadante se elimind y la
pastilla (resina) se resuspendiéo en 10 ml de solucién de lavado, posteriormente se
centrifugd como en el paso anterior y la pastilla se resuspendié en 500 pl de solucion de
lavado. El sobrenadante se transfirié a un tubo con filtro para concentrar el DNA y se
centrifugd en una mini centrifuga Eppendorf® a temperatura ambiente durante 1 minuto a
12000 rpm, el filtro se lavd con 500 pl de solucion de lavado, se centrifugd como en el paso
anterior y al finalizar se centrifugd nuevamente para eliminar restos de solventes. El DNA
se eluyd afadiendo 500 pl de agua desionizada al filtro y se centrifugd 1 minuto a 12000
rpm, se analizé una muestra de DNA plasmidico en gel de DNA de agarosa al 1% y la
muestra se almaceno a -20°C hasta su uso.

6.9.6.1 Digestion del plasmido pCR 2.1 TOPO-MTx18 con las enzimas de
restriccion BamHI y Hindl11

La extraccion del inserto MTx18 del plasmido de clonacion para su posterior ligacion en el
vector de expresion se realizd mediante el corte con enzimas de restriccion, en un tubo
eppendorf de 1.5 ml se mezclé 70 ul de plasmido (500-700 ng de DNA), 10 ul de buffer B
10X, 3 pl de enzima BamHI, 3 ul de enzima Hindlll y se llevé a 100 pl con agua
desionizada. La reaccidn se incubd 1 hora a 37°C y los productos de digestion se analizaron
en un gel de DNA de agarosa al 1%.

6.9.6.2 Purificacion del producto de digestion (inserto MTx18)

El producto de digestion se purifico conforme a la metodologia descrita en apartados
pasados, al final del proceso se analizdé una muestra en gel de DNA de agarosa al 1% para
verificar la integridad y pureza del DNA, posteriormente se almacen6 a 4°C hasta su uso.

6.9.7 Ligacion del inserto MTx18 en el vector de expresién pQE30

La ligacion se realiz6 utilizando una relacion molar 1:8 (inserto:vector), en un tubo
eppendorf de 1.5 ml se mezcl6 3 ul de inserto (60 ng), 6 ul de plasmido linearizado (90 ng)
con las enzimas BamHI y Hindlll, 1 pl de enzima ligasa (40 U/ul), 2 pl de buffer ligasa
10X y 8 pl de agua desionizada. La reaccion se incub6 a 16°C durante 16 horas y al
finalizar la muestra se almacend en hielo hasta su uso.
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Figura 7. Mapa del vector de expresién pQE30. Se muestra en la imagen la etiqueta de
histidinas, sitio maltiple de clonacion con sus respectivos sitios de corte de enzimas de
restriccion disponibles y el gen de resistencia a ampicilina del plasmido para su seleccién.

6.9.7.1 Transformacion del producto de ligacion en células
guimiocompetentes de E. coli XL1Blue

Al tubo con producto de ligacion se afiadi6 100 pl de células quimiocompetentes de
XL1Blue y se mantuvo en hielo durante 1 hora, posteriormente se dio un chogue térmico a
las células en bafio Maria a 42°C durante 30 segundos y se colocO nuevamente en hielo
durante 3 minutos. Después se afiadio 250 pl de medio rico SOC a las células y se incubd a
37°C durante 1 hora, al finalizar la recuperacion se platearon las células en cajas con medio
solido LB con ampicilina (80 pg/ml) y se incubd a 37°C durante toda la noche.

6.9.8 Analisis de expresion total de la proteina recombinante en la cepa de
E. coli XL1BLUE

6.9.8.1 Extraccion de proteina total

A partir de las bacterias transformadas con la construccion del vector de expresion, se
crecieron diferentes clonas en tubos con 3 ml de medio LB liquido méas ampicilina (80
pg/ml) e IPTG para inducir la expresion de la proteina a 37°C durante toda la noche. Los
caldos bacterianos se centrifugaron en tubos eppendorf de 2 ml a 12000 rpm durante 1
minuto, el sobrenadante se elimind y la pastilla celular se resuspendié en 100 pl de buffer
de fosfatos (PBS 1X), las muestras se almacenaron a 4°C hasta su uso.
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6.9.8.2 Electroforésis de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) para el analisis de proteinas

Las muestras de proteina total extraidas de bacterias se prepararon individualmente en
tubos eppendorf de 0.5 ml, se mezcld 40 ul de extracto de bacterias mas 10 pl de buffer de
carga desnaturalizante y se coloco en bafio Maria durante 5 minutos, posteriormente las
muestras se cargaron 10 pl de muestra en un gel de SDS-PAGE al 15% utilizando una
pipeta Gilson y utilizando como referencia un marcador de peso molecular Proteina Stain
de la marca BioRad® (Ver anexos. Soluciones de electroforésis). La corrida se realiz6 en
buffer TANK 1X a 80V para el gel concentrador y 120V para el gel separador, al finalizar
la corrida el gel se tifié con azul de coomasie G-250 y se destifié con solucion destefiidora
(50% acido acético + 50% isopropanol) realizando breves cambios de solucion hasta
obtener una resolucion optima.

6.9.8.3 Deteccion de la a-neurotoxina MTx18 mediante ensayo de
Western Blot

A partir de un gel de SDS-PAGE con muestras de proteinas totales analizadas mediante
electroforésis se realiz6 un western blot para detectar la expresion de la proteina
recombinante. El gel (sin tefiir) se coloc6 en un sdndwich de papel filtro tipo Watman,
esponjas y membrana de nitrocelulosa humedecidos en buffer de transferencia (formula), la
transferencia se realiz6 en una cdmara para western blot a 400 mAmp durante 1 hora.
Posteriormente la membrana se bloque6 en buffer TBST 1X + 0.05 de leche en polvo
comercial durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacién, después la membrana se
lavo 3 caces con buffer TBST 1X y se incub6 con el anticuerpo de deteccion anti-Histidinas
acoplado a fosfatasa alcalina en buffer TBST 1X durante 1 hora a temperatura ambiente en
agitacion. La membrana se reveld con una solucion de BCIP/NBT de la casa comercial
Invitrogen y el revelado se detuvo al momento de visualizar una sefial adecuada con agua
destilada.

6.9.9 Expresion de la a-neurotoxina MTx18 en la cepa de E. coli SHuffle

6.9.9.1 Transformacién de la construccion pQE30-MTx18 en células
guimiocompetentes de E. coli SHuffle

En un tubo eppendorf de 1.5 ml se mezclo 2 pl de plasmido purificado + 100 ul de células
quimiocompetentes de E. coli SHuffle y se incubd 1 hora en hielo, después se dio un
choque térmico en bafio Maria a 42°C durante 30 segundos y se incubo en hielo durante 3
minutos. Al tubo con células se agregé 250 pl de medio rico SOC y se incubo 1 hora a
37°C, después se plated 50 pl de células transformadas en una caja petri con medio LB
solido con ampicilina (80 pg/ml) y se incubd a 37°C durante toda la noche.
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6.9.9.2 Analisis de expresion de la a-neurotoxina MTx18 en la cepa de E.
coli SHuffle mediante gel de SDS-PAGE

Del producto de la transformacion se tomaron diferentes clonas y se crecieron en medio LB
liquido + ampicilina (80 pg/ml) y con y sin IPTG a 37°C, los caldos bacterianos se
procesaron como se describid anteriormente para la extraccion de la proteina total, en tubos
eppendorf de 1.5 ml se mezcld 40 ul de proteina total + 10 pl de buffer desnaturalizante
(SDS + azul de bromofenol) y se cargd en un gel de SDS-PAGE al 15%, la corrida se
realiz6 en una cdmara de electroforésis BioRad® con buffer de corrida TANK 1X a 80V
para el gel concentrador y 120V para el gel separador. Al finalizar el gel se tifi6 con el
colorante azul de coomasie G-250 y se destifié con solucion destefiidora (50% acido acético
+ 50% isopropanol).

6.9.9.3 Expresion de la a-neurotoxina MTx18 en la cepa SHuffle

Se selecciond una de las clonas sobreproductoras analizadas mediante SDS-PAGE y se
creci6 el pre-indculo en medio LB liquido con ampicilina (80 pg/ml) a 37°C durante toda la
noche. Posteriormente se inocularon matraces con medio LB liquido con ampicilina (80
ug/ml) con 10 ml del cultivo bacteriano y se incubd a 37°C con agitacion hasta que los
cultivos alcanzaron una densidad optica (ODeoo) de 0.6, después los matraces se indujeron
con 1 mM IPTG vy se incubaron a 20°C durante 24 horas. Los cultivos bacterianos se
centrifugaron a 8000 rpm durante 20 minutos a 4°C, el sobrenadante se desechd y las
pastillas celulares se resuspendieron en 4 ml de solucion de extraccion (BugBuster + 4 pul
de benzonasa Novagen + 10 ul de lisozima Roche) por cada 500 ml de medio de cultivo, la
suspension celular se incub6 a temperatura ambiente durante 20 minutos y se centrifugé a
12000 rpm a 4°C durante 20 minutos. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y se
almacend a 4°C hasta su uso.

6.9.9.4 Purificacion de la a-neurotoxina recombinante MTx18 a partir de
la fraccion soluble mediante cromatografia de afinidad a niquel

Se recircul6 a flujo lento el sobrenadante extraido de bacterias en una columna con una
resina de agarosa acoplada a niquel previamente empacada y equilibrada con PBS 1X,
posteriormente la columna se lavd con PBS 1X hasta eliminar restos celulares y proteinas
inespecificas. Se realizd un segundo lavado con una solucién de PBS 1X + 25 mM de
imidazol colectando 1 ml de la elucion en tubos eppendorf de 1.5 ml, se tomaron las
lecturas en un espectrofotometro y el lavado de la columna se detuvo hasta obtener lecturas
de los lavados menor a 0.1 UA a 280 nm. La elucion de la proteina se realizd agregando
lentamente (goteo), una solucion de PBS 1X + 250 mM de imidazol colectando la proteina
en tubos eppendorf de 1.5 ml, al finalizar la proteina se colecto realizando un pool de los
eluatos y se analizd en un gel de SDS-PAGE al 15% siguiendo las instrucciones
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previamente descritas. La proteina se dializo utilizando una membrana de dialisis de
tamarfio de corte de 3.5 kDa SpectraPour frente a PBS como solucién de intercambio a 4°C
realizando de 4 a 5 cambios de solucion, la proteina se cuantifico y se almacend en
alicuotas a -20°C hasta su uso.

6.9.10 Determinacion de la letalidad de la a-neurotoxina recombinante en
ratones de la cepa CD1

Utilizando la proteina pura MTx18, se administraron diferentes dosis de toxina
recombinante tomando como intervalo entre 2 a 10 ug en grupos de 3 ratones de la cepa
CD1 de 18 a 20 gramos, la mortalidad de los individuos se determiné hasta las 24 horas.
Posteriormente los datos obtenidos se analizaron con el paquete estadistico PrismaGraph y
se graficaron los resultados.

6.9.11 Produccion de anticuerpos policlonales anti MTx18 en conejos

6.9.11.1 Inmunizacion de conejos Nueva Zelanda blancos

Se dispuso de 2 conejos de la cepa Nueva Zelanda blancos de un peso de alrededor de 4 kg
los cuales se inmunizaron con dosis crecientes de toxina recombinante pura en combinacion
con los adyuvantes completo de Freud, incompleto de Freud e hidroxido de aluminio de
manera alternada, previamente se tomd una muestra de sangre como control basal o pre
inmune para la medicion de titulos de anticuerpos asi como muestras de sangre posterior a
la inmunizaciones para la determinacién de la evolucion de los titulos de anticuerpos frente
a la toxina MTx18 mediante ELISA.

Tabla 6. Esquema de inmunizacién de conejos

Namero Fecha Dosis (pg/conejo) Tipo de adyuvante
1 6-Septiembre-18 50 CF
2 14-Septiembre-18 100 IF
3 21-Septiembre-18 150 Alum
4 28-Septiembre-18 200 IF
5 5-Octubre-18 250 Alum
6 11-Octubre-18 250 IF
7 19-Octubre-18 250 Alum
8 26-Octubre-18 300 IF
9 1-Noviembre-18 400 Alum
10 9-Noviembre-18 500 IF
11 16-Noviembre-18 600 Alum
12 23-Noviembre-18 700 IF
13 30-Noviembre-18 800 Alum
14 6-Diciembre-18 800 IF
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Nota: Abreviaturas en la tabla, CF: Adyuvante completo de Freud, IF: Adyuvante
incompleto de Freud, Alum: Hidréxido de aluminio.

6.9.11.2 Determinacion de titulos anti MTx18 mediante ELISA

Se sensibilizé una placa de 96 pozos con 100 ul de la toxina recombinante mTx18 en
solucidén de sensibilizado a una concentracion de 5 pg/ml y se incubé a 37°C durante una
hora, después la placa se lavé manualmente 3 veces con solucion de lavado. Posteriormente
se incubaron los anticuerpos policlonales de conejo anti MTx18 en solucion vehiculo, se
colocé 200 ul de suero en el pozo 1y 50 ul de solucion vehiculo en los pozos 2 a 12 y se
realizaron diluciones seriadas 1:3 tomando 50 ul del pozo inicial hacia el pozo niumero 12
realizando pipeteos de 3 a 4 veces para mezclar correctamente (descartar 50 ul en el dltimo
pozo) y se incubd 1 hora a 37°C, la placa se lavd como en el paso anterior. Después se
agregé el segundo anticuerpo anti IgG de conejo acoplado a peroxidasa de rabano (HRP) a
una dilucién de 1:6000, se cubrio toda la placa con 200 ul/pozo de la solucion de trabajo y
se incubd a 37°C durante 1 hora, la placa se lavd nuevamente como en los pasos previos y
se revel6 con una solucién de revelado (ABTS 50 mg/ml + buffer ABTS) en 10 ml y se
agreg6 100 ul a todos los pozos de la placa, se incub6 a temperatura ambiente durante 10
minutos y se leyd en un lector de placas de ELISA Tecan a 405 nm. Los resultados se
graficaron mediante el programa estadistico PrismaGraph para determinar los valores de los
titulos de anticuerpos (Soluciones de ELISA, ver anexos).

6.9.11.3 Reconocimiento de los sueros de conejo hiperinmunizados contra
la toxina recombinante MTx18 mediante Western Blot

Se corri6 en un gel de SDS-PAGE al 15% muestras de toxina recombinante en condiciones
reductoras siguiendo la estrategia metodolégica de este apartado, posteriormente las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa a manera de sandwich
complementado con esponjas y papel filtro Watman en una camara para Western Blot a 400
mAmp durante 1 hora. Al finalizar la transferencia, la membrana se bloque6 con una
solucion de TBST 1X + 0.05% de leche en polvo comercial a temperatura ambiente y con
agitacion durante 1 hora, al terminar la membrana se lavo 3 veces con TBST 1X y después
la membrana se incubd con el primer anticuerpo (anticuerpos policlonales de conejo anti
mTx18) a una dilucién de 1:5000 en TBST 1X a temperatura ambiente con agitacion por 1
hora. La membrana se lavd nuevamente con TBST 1X y se incub6 con el segundo
anticuerpo (anti-IgG de conejo acoplado a fosfatasa alcalina) en TBST 1X durante 1 hora a
temperatura ambiente con agitacion y se reveld con una solucién de trabajo de BCIP/NBT
de Invitrogen, por ultimo, la reaccién se detuvo con agua hasta obtener una sefial adecuada
de deteccion de la proteina.
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6.10 Construccidn del vector para la expresion en plantas de tabaco

6.10.1 Disefio de oligonucléotidos

Se disefid el oligonuclettido especifico NTMTx18FW 5-ATG-AGA-GGA-TCG-CAT-
CAC-CAT-CAC-CAT-CAC-GGA-TCC-ATG-ATA-TG-3 para amplificar la a-neurotoxina
de M. euryxanthus y afadir la etiqueta de histidinas util en la purificacion de la proteina en
conjunto con el oligonucleétido MTx18RV 5-AAG-CTT-TCA-AGC-GTT-GCA-TTT-
GCC-TGT-TG-3" previamente utilizado en la expresion en E. coli.

6.10.2 Amplificacion del inserto MTx18 de la a-neurotoxina de M.
euryxanthus mediante reaccion en cadena de la polimerasa

El inserto de la a-neurotoxina MTx18 se amplificé mediante PCR, en un tubo de 0.2 ml
para PCR se mezclé 5 pl de buffer PCR 10X Mg*, 4 pl de dNTPs (2.5 Mm), 1 ul de
oligonuclettido forward (20 picomolas/ul), 1 pl de oligonucleétido reverse (20
picomolas/pl), 37.5 ul de agua desionizada, 1 pl de templado (50-100 ng de DNA) y 0.5 pl
de Tag DNA polimerasa (1 U/ul). La reaccion de PCR se realiz6 con base a las condiciones
de temperatura y ciclos que se muestran en la siguiente tabla 7.

Tabla 7. Condiciones de amplificacidn del inserto MTx18 mediante PCR

Pasos Temperatura Tiempo No. de ciclos
Desnaturalizacion inicial ~ 94°C 3 minutos 1
Desnaturalizacion 94°C 1 minuto
Hibridacion 62°C 1 minuto 30
Extension 72°C 1 minuto
Extension final 72°C 10 minutos 1

6.10.3 Electroforésis de DNA en agarosa

Los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa preparativo al 1.5%, en un tubo
eppendorf de 1.5 ml se mezclé 180 pl de producto de PCR (correspondiente a 4 reacciones
de PCR) + 20 pl de buffer de carga 10X, la corrida se realizO en una camara de
electroforésis horizontal BioRad a 100V. Los acidos nucleicos se visualizaron mediante un
transiluminador de luz UV y la banda con el peso esperado se coloco en un tubo estéril, el
DNA se almacend a 4°C hasta su uso.
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6.10.4 Purificacion de productos de PCR

El producto de PCR se purific6 mediante el kit High pure PCR products de la casa
comercial Roche®, al tubo con agarosa se afiadié 300 ul de binding buffer/100 mg de
agarosa y se coloco en bafio Maria a 65°C para disolver el DNA, después se agregd 150 pl
de isopropanol/100 mg de agarosa al tubo y se mezclo levemente. Se tomo6 700 ul de la
mezcla y se transfirié a un tubo colector con filtro para concentrar el DNA centrifugando 1
minuto a 12,000 rpm hasta terminar con todo el volumen de la mezcla. La columna se lavd
dos veces con 500 pl de wash buffer centrifugando el tubo 1 minuto a 12,000 rpm, como
paso extra el tubo se centrifugd nuevamente durante 2 minutos a velocidad méxima para
eliminar restos de solvente. Por Gltimo, se afiadio 50 pl de agua tetradestilada al filtro y se
centrifugd 1 minuto a 12,000 rpm para eluir el DNA, se verifico en un gel de agarosa y se
almacend a -20°C hasta su uso.

6.10.5 Clonacion de productos de PCR en el vector comercial pCR 8
TOPO GW

En un tubo eppendorf de 1.5 ml se mezclé 4 pl de producto de PCR (50-100 ng de DNA), 1
pl de solucién salina, 1 pl de vector (50 ng de DNA) y se incub6 a 22°C durante toda la
noche. Al finalizar el producto de clonacion se almaceno a 4°C hasta su uso.

6.10.5.1 Transformaciéon del producto de clonacion en células
quimiocompentes de E. coli Top 10

Se afiadio en frio 100 ul de células quimiocompetentes al tubo con el producto de clonacion
y se incubd en hielo durante 1 hora, después se dio un choque térmico a las células en bafio
Maria a 42°C durante 30 segundos y se incubd nuevamente en hielo por 3 minutos.
Posteriormente se afiadio 250 pl de medio rico SOC a las células y se incubé 1 hora a 37°C
durante 1 hora, al finalizar las células se platearon en cajas petri con medio sélido LB +
Espectinomicina (100 pg/ml) + X-Gal (50 mg/ml) + IPTG 0.1 mM y se incub6 a 37°C
durante toda la noche.
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Figura 8. Mapa del vector de clonacién pCR 8 TOPO GW. En la figura en
verde se encuentran representados los sitios attl de recombinacion y el gen de
resistencia para la seleccion del plasmido mientras que en la parte superior de la
imagen se muestra a detalle el sitio mdltiple de clonacion flanqueado por la
enzima EcoRl.

6.10.5.2 Seleccion de transformantes con la construccion PCR 8 TOPO
GW-MTx 18

Las clonas bacterianas con el plasmido insertado se seleccionaron mediante el sistema de
blancas y azules, toda vez que las clonas con aspecto blanco son aquellas que contienen el
inserto correctamente clonado en el plasmido mientras que las clonas con aspecto azul son
bacterias sin construccion. Posteriormente se crecieron en medio LB liquido con
espectinomicina (100 pg/ml) diferentes clonas a 37°C toda la noche.

6.10.5.3 Purificacion de plasmidos

Los caldos bacterianos previamente cultivados se centrifugaron en tubos para micréfuga de
2 ml a 12,000 rpm durante 1 minuto. El sobrenadante se elimind y la pastilla celular se
resuspendio en 250 pl de solucién de resuspensién, después se afiadid 250 ul de solucion de
lisis a cada tubo y se incub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos. La suspension
celular se traté con 350 pl de solucion amortiguadora, se mezcld levemente y se incubd en
hielo durante 5 minutos, los tubos se centrifugaron a 12,000 rpm durante 10 minutos y el
sobrenadante se transfirio a un tubo colector con filtro para concentrar el DNA y se
centrifugé nuevamente 1 minuto a 12,000 rpm. El filtro se lavd dos veces con 500 ul de
solucion de lavado centrifugando 1 minuto a 12,000 rpm. Por ultimo, se afiadié 50 pl de
agua desionizada al filtro y se centrifugd como en el paso anterior para eluir el DNA, los
plasmidos se analizaron en un gel de DNA y se almacenaron a -20°C hasta su uso.
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6.10.5.4 Digestion de plasmidos pCR 8 TOPO GW-MTx18 con la enzima
de restriccion EcoRI y secuenciacion

Los plasmidos se digirieron con la enzima de restriccion EcoRI ya que este flanquea el sitio
de clonacion en el plasmido para corroborar la insercion del gen de la a-neurotoxina
MTx18, la digestion se realiz6 en un tubo eppendorf de 0.5 ml y se mezcl6 10 pl de
plasmido (50-100 ng de DNA), 2 pl Buffer EcoRI 10X, 1 ul de enzima EcoRI (1 U/ul) y se
llevé a un volumen final de 20 ul con agua desionizada. La reaccion se incubd a 37°C
durante 2 horas y los productos de digestion se analizaron en gel de agarosa al 2%, la clona
(s) con el patron correcto de restriccion se sometieron a una segunda digestion empleando
las enzimas EcoRV y Hindlll para verificar la direccionalidad del inserto, al finalizar los
plasmidos se almacenaron a -20°C hasta su uso. Los plasmidos putativos se secuenciaron
en la unidad de secuenciacién del Instituto de Biotecnologia de la UNAM mediante el uso
de oligonucledtidos M13 especificos del vector de clonacion pCR 8 TOPO GW con el fin
de seleccionar la construccion con el inserto perfectamente insertado y en la orientacion
correcta. Los datos se analizaron mediante los programas 4Peaks y Gene construction Kit
para la confirmacion de secuencias.

6.10.6 Recombinacion mediante el sistema Gateway del gen MTx18 de la
a-neurotoxina de M. euryxanthus en el vector de expresion de plantas
pK2GW7

6.10.6.1 Amplificacion del inserto MTx18 mediante reaccion en cadena de
la polimerasa y purificacion

El sistema Gateway de clonacion por recombinacion consiste en realizar la insercion de un
gen integrado en un plasmido donador a un plasmido aceptor o en su defecto recombinar el
producto de PCR amplificado de forma directa con el vector de expresion, esta Ultima
estrategia fue la que se empled para insertar la secuencia de la toxina MTx18 en el
plasmido pK2GW?7. La reaccion de PCR se realiz6 en un tubo para PCR de 0.2 ml, se
mezclé 5 pl de buffer Tag SO2Mg? 10X, 3 pl de MgCly, 4 pl de dNTPs (2.5 mM), 1 pl de
Oligonucle6tido forward M13 (10 picomolas), 1 pl de Oligonucle6tido reverse M13 (10
picomolas), 31 pl de agua desionizada, 3 ul de templado (50-100 ng de DNA) y 1 ul de
enizma Taq DNA polimerasa (1 U/ul). La PCR se llevo a cabo en un termociclador
MiniPCR de acuerdo a las condiciones de temperatura y tiempo que se detallan en la tabla 8
que se muestra a continuacion. Posteriormente el producto de PCR se purificé utilizando la
estrategia del proveedor del kit como se describid previamente y se analizé en un gel de
DNA de agarosa al 2% para verificar la integridad de la muestra, se cuantifico y se
almacend a -20°C hasta su uso.
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Tabla 8. Condiciones de amplificacion del inserto MTx18

Pasos Temperatura Tiempo No. de ciclos
Desnaturalizacion inicial  94°C 3 minutos 1
Desnaturalizacion 94°C 1 minuto
Hibridacion 57°C 1 minuto 30
Extension 72°C 1 minuto
Extension final 72°C 10 minutos 1

Volumen de reaccion de PCR: 50 pl totales.

6.10.6.3 Recombinacion del gen MTx18 en el vector de expresion de
plantas pK2GW7

En un tubo eppendorf de 1.5 ml se afiadio 6 pl de producto de PCR (100-200 ng de DNA),
1 pl de vector pK2GW?7 (50-100 ng de DNA), 1 ul de LR Clonasa® , 2 pl de buffer TE 1X
y la reaccién se incub6 a 22°C durante toda la noche, al finalizar la incubacion se agregd 2
ul de proteinasa K a la reaccion para inactivar la actividad enzimatica de la LR Clonasa y el
producto de recombinacion se almacené a 4°C hasta su uso.

Sachi (1015 Sacl (1)
Kan 355
\ ‘ Spel (1058)
atR1
LB e t1266)
EcofRI (156
cedB
Bamii (1969)
SmiSpR
Xrna] (2385]
PK2GWT,0 e
11135 by R
\Sac/l (2784)

T355

Aatli f3024)
Apal (3030)
Hinglii {3032]
RB

Clal {6286

Figura 9. Mapa del vector de expresion para plantas de tabaco. En la imagen en tono rosa
se observan los genes de resistencia del plasmido para su seleccion tanto en bacterias (Sm/SpR)
como en plantas (Kan), asi como el promotor p35S del virus del mosaico de la coliflor
(amarillo), el sitio de recombinacion flanqueado por las secuencias de recombinacion attR,
enzimas de restriccion disponibles en el vector y los bordes izquierdo (LB) y derecho (RB) que
delimitan la region del DNA transferido (T-DNA).
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6.10.6.4 Transformacion del producto de recombinacion en células
electrocompetentes de E.coli BD 3.1

Se agreg6 50 pl de células quimiocompetentes de E.coli BD 3.1 al tubo con el producto de
recombinacion y se mantuvo en hielo durante 1 hora, después se transfirié a una celda para
electroporar y se dio un pulso en un electroporador Eppendorf a 1000V durante 3 ps.
Después se agregd 250 ul de medio rico SOC y las células se incubaron a 37°C durante 1
hora, al finalizar se plate6 100 y 200 pl de células en cajas de petri con medio LB solido
con espectinomicina (100 pg/ml), las cajas se incubaron nuevamente a 37°C durante toda la
noche.

6.10.7 Seleccion de transformantes y purificacion de plasmidos

La seleccion de transformantes se realizd con base a la supervivencia de bacterias puesto
que el plasmido pK2GW?7 contiene el gen ccdB sensible en algunas cepas causando su
muerte por citotoxicidad, la estrategia consistié en utilizar la cepa DB 3.1 (resistente a
ccdB) ya que aquellas bacterias con plasmidos que integraron correctamente el inserto
crecerian de manera normal por sustitucion del gen ccdB mientras que aquellas bacterias
con el plasmido sin recombinar y cuyo gen ccdB sigue completo mueren por efecto tdxico.
Las transformantes obtenidas se crecieron en 3 ml de medio LB liquido con
espectinomicina (100 pg/ml) a 37°C durante toda la noche. Posteriormente los plasmidos se
purificaron y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

6.10.7.1 Digestion de plasmidos pK2GW7-MTx18 con la enzima de
restriccion EcoRI y secuenciacion de plasmidos

Para confirmar la insercion del gen el vector de expresion se realizd un corte con la enzima
de restriccion EcoRl, en un tubo eppendorf de 1.5 ml se afiadié 10 pl de plasmido (50-100
ng de DNA), 1 pl de enzima EcoRI, 1 pl de buffer EcoRI y 3 ul de agua desionizada. La
reaccion se incub6 durante 2 horas a 37°C y los productos de digestion se analizaron en un
gel de DNA de agarosa al 2%. Los plasmidos con el patron correcto de restriccion se
enviaron a secuenciar a la unidad de secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM utilizando los oligonucleotidos especificos del gen MTx18 de la a-neurotoxina de
M. euryxanthus. Los datos obtenidos se analizaron mediante los programas 4Peaks y Gene
construction Kit para la depuracion de las secuencias.
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7. Resultados

7.1 Extraccion de RNA y obtencién de cDNA

El RNA total purificado se analizé en un gel de DNA de agarosa (Figura 10), para verificar
la integridad de los RNA ribosomales que se observan en el gel dentro de los pesos
moleculares de 1 y 1.5 Kb respectivamente y con lo cual confirmamos que los RNA"s
mensajeros se conservan integros y sin degradacion, lo cual es lo ideal para ser empleados
como molde en la obtencién de la cadena complementaria de DNA (cDNA).

28S

188

Figura 10. Purificacion de RNA. Gel de DNA de agarosa al 1%. MPM: Marcador de
peso molecular, carril 1: RNA total purificado a partir de las glandulas de veneno de M.
euryxanthus. Las flechas en rojo indican las bandas correspondientes a los RNA
ribosomales 28S y 18S.

7.3 Amplificacion de transcritos de a-neurotoxinas mediante reaccion en
cadena de la polimerasa

El cDNA obtenido mediante transcripcion reversa se utiliz6 como molde para amplificar
los transcritos de toxinas de tres dedos (3FTXs) mediante PCR utilizando los
oligonucleétidos antxsPS del péptido sefial de las 3FTXs y el AUAP que tiene la misma
secuencia que el oligonucleétido AP utilizado para la obtencién de cDNA pero sin cola
timinas. El producto esperado como se observa en la figura 11A del gel de DNA
corresponde a una longitud de 500 pares de bases donde se incluye la secuencia del péptido
sefial y regiones no codificantes 5" y 3" que han sido reportadas en la literatura para los
transcritos de este grupo de toxinas, mientras que en la figura 11B se observa el producto
de PCR purificado.
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Figura 11. Amplificacion de toxinas de tres dedos mediante PCR y purificacién. 11A. MPM: Marcador de
peso molecular, carril 1: Control negativo, carril 2: Amplicén de toxinas de tres dedos (indicado con flecha roja).
11B. MPM: Marcador de peso molecular, carril 1: Producto de PCR purificado (flecha roja).

7.4 Seleccion de construcciones pCR 2.1 TOPO-3FTXs mediante ensayo
de restriccidn del vector de clonacion

Las construcciones obtenidas producto de la transformacion con el plasmido de clonacion
se analizaron mediante el corte con la enzima de restriccién EcoRI que flanquea en sitio de
insercion. En la figura 12 se muestra un gel para DNA de agarosa al 1% con las clonas que
dieron positivo al patron de restriccion esperado de los plasmidos. Se analizaron 50 clonas
distintas de las cuales 18 liberaron el inserto de 500 pb que corresponde al tamafio esperado
de las 3FTXs.
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Figura 12. Digestion de construcciones PCR 2.1 TOPO-3FTXs con EcoRIl. Gel de DNA
de agarosa al 1%, MPM: Marcador de peso molecular, carriles 1-13: Plasmidos digeridos
con EcoRlI.

46



7.5 Secuenciacion de plasmidos

Los plasmidos que presentaron el patron correcto de restriccion se mandaron a secuenciar y
se depuraron para despues realizar un alineamiento mdltiple con las 18 secuencias
obtenidas que se presenta en la figura 13. Posteriormente cada una de las secuencias fueron
analizadas mediante la herramienta de BLAST en la base de datos del NCBI y se obtuvo
una clasificacion donde resultaron 6 grupos de secuencias distintas.

| . | |
1D , 2:0 E!D T-'ID

AFT-1 Lald GEFERE VT---CPEGQKFC LYYFG---IRF‘PNVSPKWGE ESP KI}I} CNG - - - - - - -
AFT-2 LOEYGGF ERGY VT - - - CPEGRAKFEYLYYFG- - - IRPPNVSP KWGEC S CsSP YK - KIEE CHMA- - - - - - -
AFTa-3 LOCY¥GGFERGY YT - - - CPEGRKEC LYYFG---IRF‘PNVSPKWGE CsSP - KIEE CNG - - - - - - -
AFT-4 MICHYNOQSSEPPTTKTEPDGA - - CYKKHWS - D RGSK ERGI}E EPNVKPEIRINEI} CHMA- - - - - - -
3FTa-5 PQiC GEFERE.U ---EPEGAKEC LYYFG---IRF‘PNVSPKWGE.S.ESP WK - - KIEE CNG - - - - - - -
IFT-8 MICYNOQOQSSEPPTTKTER DG SENKEKNWS - - - RGSK ERGECG - - CPNWKPG IR I NGEC CHMA- - - - - - -
3FT-T VICHNOODSSEPPTTKTCPRGE - - N KKNWNS - - - RGSK ERGCG - - CPHNWKPG | R I NGG CHMA- - - - .-
3FTx-8 | TEYRODF&E- EPEP- - -CPPGRANLEY THTWCDWVF CASRERRIERGCEMASCYKDERY KT I TEE NECMPHP - - - - -
SFT-2 LOCHGGF ERGYWT - - - CPEGRAKFEYLYYFG- - -l RPPNVEPKWGEEHSSESPHY K- - - - KIGEG CNG - - - - - - -
SFT-10 LOCHGGF ERGHWT - - - CPEGRAKFEYLFYFEG- - -[IlRPPNVEPKWGEEHSSCSPHY K- - - - KIGEG CNG - - - - - - -
SFT-11 RKELTK.SPSRE SHIGPWVGRMNLEFE KK- - - - - - - LIKGKKHLRGI} ATCPKPKKDET | QEGEAK G- - - - - -
SFT-12 | TEYRODF&E- EPEP- - -CPPGRANLEY TOTWCDWF CASRERRIERGEMASCYKDERY KT I TEEG NECMPHP - - - - -
SFT-13 LOCHGGFERGYWT - - - CPEGRAKFEYLYYFG- - -l RPPNWVEPKWGEEHSSCSPHY K- - - - KIGEG CNG - - - - - - -
SFT-14 LOCKGGF ERGYW -EPEGRAKFEYLYYFG- - - |RPPHNESQKGGENSSECSPHY K- - - - KIGG CNG - - - - - - -
IFTx-15 LOEY&GGF ERGY -EPEGRKFECYLYYFG- - - |IRPPHNWVSPKWGECTSSCSPHYK- - - - KEG CHNG - - - - - - -
IFTx-16 | TE¥RDFG- EPEF- - - CPPGRNLEC TQTWCDVFGAIRGRRIERGEMA CVKDEPYKTITEE NEMPHPKKERS
IFT-17 ITE¥RDFG- EPEF- - - CPPGRANLCY TOTWCDWF CASRGREKI ERGEMASCVKDEPYKT I TEG NENMPHPKKKDR
IFTx-18 MIc NQQSSEPF‘.TKTEP.E - -ENKKHNWS - - - - D RGSK.ERGEE--EFNVKPEIRINEE CHMA- - - - - - -
Conservation

34 7437404337 - - - 3 11 55121 ----224735443 722 54154-- - -8 TTEE e

ooy plaa 0 W s sl B ] I

Consensus

LOCYGGFERGY VT TKTCPEGAQKFCYLYYFGDWF IRPP+VSPKRGCTSSCSPHYK++TIKCCTTDKOCNGHPKK+ ++

Figura 13. Alineamiento de secuencias de 3FTXs de M. euryxanthus. En la imagen se observa en la parte
superior indicada con lineas el establecimiento de los puentes disulfuro de este grupo de toxinas mientras que
en la parte inferior se muestran en barras el grande de conservacion y consenso de las secuencias alineadas.

De los 6 grupos definidos, las secuencias de toxinas tipo I o a-neurotoxinas fueron
analizadas nuevamente en la base de datos del NCBI para identificar el porcentaje de
similitud con otras toxinas reportadas a nivel de secuencia de proteina o transcritos que
permitieron seleccionar la secuencia de la toxina MTx18 (“M” de Micruroides y “Tx” de
toxina) dado que como se observa en la tabla 10 y figura 14 tiene un porcentaje de
identidad con toxinas aisladas a partir del veneno de serpientes del género Micrurus, de las
cuales dos de ellas (MlatAl y D.H) de Micrurus laticollaris y Micrurus diastema
respectivamente se expresaron heter6logamente en E. coli y P. pastoris con actividad
toxica.
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Tabla 9. Porcentajes de identidad entre a-neurotoxinas de serpientes de coral de
América

Toxinas MTx 18 Frontoxin MlatAl Mpyrrhocryptus D.H
MTx 18 100% 79% 78% 7% T71%
Frontoxin 79% 100% 61% 49% 66%
MlatAl 78% 61% 100% 43% 70%
Mpyrrhocryptus 77% 49% 43% 100% 56%
D.H 7% 66% 70% 56% 100%

MTx-18 VEFGIRINGE I}IFx
MatAl W PGIQI.I}I} CNG
Fromboxin VEPGWIKI I GCRE- - - -
Moymhocryotus VEPGWVIISCC I:IG
DH GCGCPTWVKEFGIHISCDA CHNA

Conservation . I I !
R W I il 11 s alle

Consensus

MICYHNOQOQSESQPPTTKTCSEGQACYKKTWEDHRGTI IERGCACPNVKPG IKISCCTSEDKON+

Figura 14. Alineamiento de secuencias de a-neurotoxinas y MTx18 de M. euryxanthus. Las especies con
mayor similitud con la MTx18 fueron Micrurus frontalis (Frontoxina), Micrurus laticollaris (MlatAl),
Micrurus pyrrhocryptus y Micrurus diastema (D.H) con 79, 78 y 77% respectivamente.
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7.5 Expresion de a-neurotoxinas en E. coli

7.5.1 Amplificacion y purificacion del inserto MTx18 mediante PCR

Con el uso de los oligonucledtidos especificos se amplifico el inserto MTx18 cuya longitud
es de 191 pb vy el cual posteriormente se purific6 como se observa en el gel de DNA de la
figura 15.

Kb

191 pb
01— €= 1O1p

Figura 15. Amplificacion y purificacién del producto de PCR (Inserto MTx18).
Gel de DNA de agarosa al 1%, MPM: Marcador de peso molecular, carril 1: Producto
de PCR purificado.

7.5.2 Andlisis de plasmidos pCR 2.1 TOPO-MTx18 mediante la digestion
con enzimas de restriccion BamHI y Hindlll

Los plasmidos se purificaron y se digirieron con las enzimas de restriccion BamHI y
Hindlll afadidas en los extremos 5 y 3" respectivamente mediante los oligonucleétidos
especificos de la toxina. En la figura 16 se observa la liberacion del inserto del tamafio
esperado (191 pb) que corresponde al gen MTx 18 de la a-neurotoxina de M. euryxanthus.
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€ Inserto MTxI18

Figura 16. Digestion de construcciones pCR 2.1 TOPO-MTx18 con BamHI y Hindl11.
Gel de DNA de agarosa al 1%, MPM: Marcador de peso molecular, carriles 1-4 plasmidos
digeridos con BamHI y Hindlll, carril 5: Control positivo.

7.5.2.1 Secuenciacion de plasmidos

Los plasmidos con el patron correcto de restriccion se enviaron a secuenciar para
corroborar la secuencia de la toxina de M. euryxanthus. En la figura 17 se muestra la
secuencia de la MTx18 depurada, con las secuencias correctas de las enzimas de restriccion
y sin cambios en el marco de lectura para su insercién en el vector de expresién pQE30.

EarnHI
GGATCCATGATATGT TACAARCCAACAGTCATCGGAACCTCCARCCACTARAAC T TGTCCCGATGGGCAGTGCTATARRARARAT TGGAGTGATCACCGTGEATCTARAACTG

PG S M I CY NMNOQQ S S EPPTTETT LCPTDGGIQOLCY KKMNWSDHERTGS KT
HindlIl

FIFIFIGGGI3FITGTGGTTGTI:I:TFIFII:GTGFIFII3I:EEGGTFITTI:GFIFITTFIFII:TGTTGI:FII:FIFIEFIGHEHHHTGEHHEBETTGHHHGETTE

ME R G C G C P MY EKPGI E I NMNCCTTTDET LCHNA®®LEL

Figura 17. Secuencia completa del gen que codifica la a-neurotoxina MTx18 de M. euryxanthus. En la imagen en color
azul se observa la secuencia de la proteina madura (MTx18) y en negritas el codon de inicio de la transcripcién (Metionina),
en rosa los sitios de restriccion de las enzimas BamHI y HindlIl y en verde el codén de paro de la transcripcion.
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7.5.3 Andlisis de plasmidos pQE30-MTx18 mediante la digestion con
enzimas de restriccion BamHI y HindlI1

Como se menciond en la metodologia, después de realizar la ligacion se seleccionaron
distintas clonas bacterianas para realizar el andlisis con las enzimas de restriccion BamHI y
Hindlll y discernir entre plasmidos vacios y aquellos que contienen clonado el gen MTx18,
en la figura 14 se muestran algunas de las construcciones analizadas.

Kb
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Figura 18. Digestion de construcciones pQE30-MTx18 con BamHI y Hindlll. Gel de
DNA de agarosa al 1%, MPM: Marcador de peso molecular, carriles 1, 3 y 5: Pl&smidos sin
digerir, carriles 2, 4 y 6: Plasmidos digeridos con BamHI y HindllIl, carril 7: Control positivo.

7.5.3.1 Secuenciacion de la toxina MTx18 a partir del plasmido de
expresion pQE30

Los plasmidos con el patron correcto de restriccibn se enviaron a secuenciar para
corroborar la secuencia de la toxina, sitios de restriccion y el marco de lectura que coloca
en fase a la proteina con la etiqueta de histidinas que es afiadida por el vector y que ademas
ayudo a purificar la toxina (Figura 19).

EarnHI
ATGHGHGGATCGCATCACCATCACCATCACGGATCCATGATATGT THCARCCAACAGTCATCGGAACC TCCARCCAC TAARAAC T TG TCCCGATGGGCAGTGC TATARAAAGAAT TGGAGTGATCACCG TG
M REE G 5 HHHHHHGS®™M | C Y N GJJ s 5 E FF T T KT LCPRFDIGOILC Y K KENWS D HE

Hindlll
GATCTARRACTGARAGGEGATSTGET TETCCTAACGTGARGCCCGGTATTEGARTTARCTGT TGCACARCAGACARATGCARCGETTGARAGCTT!
MG 5 K T ERGC G C P MY EPG I R I HNCCTTDERETLCHNA&®REL

Figura 19. Secuencia completa del gen que codifica la a-neurotoxina MTx18 de M. euryxanthus a partir del vector
de expresion pQE30. En la imagen en color azul celeste podemos encontrar 4 aminoacidos empezando con metionina que
es el coddén de inicio de la transcripcién (Flecha roja) que afiade el vector de expresion pQE30 seguido del tag de 6
histidinas Util para purificar la proteina, en rojo los sitios de restriccion que flaquean la toxina, en azul marino la secuencia
de la toxina madura y finalmente en negro el codén de paro de la transcripcion.
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7.5.4 Analisis de expresion total en la cepa de E. coli XL1Blue

La construccion pQE30-MTx18 se transformo en células de E. coli XL1Blue debido a que
esta cepa produce proteina soluble y en cuerpos de inclusion haciendo mas facil la
deteccion de la proteina. La toxina recombinante con un peso molecular de 7.9 kDa se
observo en geles de SDS-PAGE y western blot (Figura 20 y 21, indicado con flechas rojas)
y presentd un corrimiento andémalo en geles de proteinas (migra alrededor del marcador de
10 kDa) debido a la proporcion de aminoacidos hidrofobicos que se encuentran en este
grupo de toxinas y que le confieren una carga extra a la proteina. Para el analisis en gel de
SDS-PAGE las bacterias se indujeron con 1 mM de IPTG a 37°C durante toda la noche
mientras que para el ensayo de western blot para detectar la proteina se utilizd un
anticuerpo anti-histidinas y se empleé como control positivo la a-neurotoxina recombinante
(rD.H) de Micrurus diastema.
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Figura 20. Expresion total de la toxina recombinante MTx18 Figura 21. Deteccion de la toxina rMTx18 mediante ensayo de
(rMTx18) en la cepa XL1Blue. Gel de SDS-PAGE al 15%, MPM: western blot en la cepa XL1Blue. Membrana de nitrocelulosa
Marcador de peso molecular, carriles 1-2: Clona 1 no inducida e incubado con anticuerpo anti-histidinas acoplado a fosfatasa alcalina.
inducida con 1 mM IPTG, carriles 3-4: Clona 2 no inducida e = MPM: Marcador de peso molecular, carriles 1-2: Clona 1 no
inducida con 1 mM IPTG, carriles 5-6: Clona 3 no inducida e inducida e inducida con 1 mM IPTG, carriles 3-4: Clona 2 no
inducida con 1 mM IPTG, carriles 7-8: Clona 4 no inducida e inducida e inducida con 1 mM IPTG, carriles 5-6: Clona 3 no
inducida con 1 mM IPTG, carril 9: Control positivo (rD.H). inducida e inducida con 1 mM IPTG, carriles 7-8: Clona 4 no
inducida e inducida con 1 mM IPTG, carril 9: Control positivo
(rD.H)

7.5.5 Expresion de a-neurotoxina MTx18 en la cepa de E. coli SHuffle

Después de confirmar la expresién de la toxina recombinante, se transformé un abanico de
cepas comerciales para la produccién de proteina soluble con la construccion del vector de
expresion. Las células se crecieron a 37°C y se indujeron con 1mM IPTG durante toda la
noche, la cepa con mejor expresion fue SHuffle como se muestra en la figura 22 del gel de
SDS-PAGE, posteriormente se realiz6 un western blot (Figura 23) de algunas clonas para
validar la produccion de la toxina recombinante indicado con flechas rojas y usando como
control positivo la a-neurotoxina recombinante (rD.H).
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Figura 22. Expresion total de la toxina rMTx18 en la cepa Figura 23. Deteccion de la rMTx18 mediante ensayo de
SHuffle. Gel de SDS-PAGE al 15%, MPM: Marcador de peso western blot en la cepa SHuffle. Membrana de
molecular, carriles 1-7: Clonas distintas de la cepa SHuffle, carril nitrocelulosa incubado con anticuerpo anti-histidinas
8: Control positivo (rD.H). acoplado a fosfatasa alcalina. MPM: Marcador de peso

molecular, Carriles 1-2: Clonas distintas de la cepa SHuffle,
carril 3: Control positivo (rD.H).

Posteriormente se inoculé un matraz de 50 ml de medio LB con la clona sobreexpresante de
la toxina y se incubd a 16°C durante 20 horas inducido con 0.1 mM y 1 mM IPTG para
realizar las pruebas de localizacion de produccion de la proteina ya sea en forma soluble o
cuerpos de inclusion, la expresion se analiz6 en geles de SDS-PAGE (Figura 24) y se
observo que la proteina se produce de forma soluble (flecha roja) lo cual realizé mas facil
entre otras cosas su extraccion y purificacion.
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Figura 24. Prueba de expresion para la localizacién de la produccion de la
toxina rMTx18 en la cepa SHuffle. Gel de SDS-PAGE al 15%, MPM: Marcador
de peso molecular, carriles 1-3: Clona 1 inducida con 1 mM IPTG (proteina total,
cuerpos de inclusién y fraccion soluble).
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7.5.6 Purificacion de la toxina recombinante MTx18 mediante
cromatografia de afinidad a niquel

La toxina se produjo en matraces de 1 litro de medio LB con la clona sobreexpresante a una
temperatura de 16°C durante 24 horas con una concentracion de 1 mM IPTG. La proteina
se purifico mediante cromatografia de afinidad a niquel y después se analiz6 en un gel de
SDS-PAGE para verificar la pureza e integridad como se muestra en la figura 25, el
rendimiento de la toxina recombinante fue de 2.6 mg/litro de medio de cultivo.
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Figura 25. Purificacion de la toxina recombinante rMTx18 mediante
cromatografia de afinidad a niquel. Gel de SDS-PAGE al 15%, MPM:
Marcador de peso molecular, carril 1: Lavado PBS, carril 2: Lavado 25 mM
imidazol, carril 3: Elucidn 1, carriles 4-8: Toxina rMTx18 purificada.

7.5.7 Determinacion de la letalidad de la toxina recombinante MTx18 en
ratones CD1

Se logro producir la toxina recombinante MTx18 con actividad neurotdxica, posteriormente
se probaron diferentes concentraciones de toxina purificada en grupos de 3 ratones de la
cepa CD1 de 18-20 gramos, la mortalidad de determiné a las 24 horas y se graficaron los
resultados que se muestran en la figura 22. La dosis letal media calculada fue de 8.3 pg de
toxina/raton.
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Figura 26. Célculo de la dosis letal media de la toxina rMTx18 en
ratones CD1. Porcentaje de mortalidad versus el logaritmo de la toxina
recombinante expresado en microgramos/ratén.

7.5.8 Cuantificacion de titulos de anticuerpos de conejo anti MTx18
mediante ELISA y dosis efectiva media

Los titulos de anticuerpos de conejo anti-MTx18 determinados por ELISA fueron de 72335
y 37783 para los conejos 22 y 23 respectivamente (Figura 27), sin embargo en los ensayos
de dosis efectiva media (DEso) solo el suero del conejo 22 neutralizé la actividad de la
toxina con una DEsg calculada de 224.3 pl de suero de conejo/raton mientras que el suero

del conejo 23 neutralizd parcialmente la toxicidad usando el volumen maximo de suero
permisible.

Titulos anti-rMTx 18 de Micruroides
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Figura 27. Cuantificacion de titulos de anticuerpos de conejo anti-rMTx18. Se grafico la absorbancia a
405 nm versus el logaritmo de la dilucidn de los sueros de conejo. En la imagen en la linea negra se observa

el control (suero preinmune), en azul el suero del conejo 23 y en rojo el suero del conejo 22 con el cual se
determing la DEsq en ratones.
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7.10 Construccion del vector para la expresion de la toxina MTx18 de M.
euryxanthus en plantas de tabaco

7.10.1 Amplificacion y purificacion del gen MTx18 de la a-neurotoxina de
M. euryxanthus mediante PCR

A partir de la construccién pQE30-MTx18 y los oligonucledtidos especificos se amplifico
el gen de la a-neurotoxina MTx18 mediante PCR, el inserto tiene una longitud de 225 pb
que corresponde a la secuencia de la proteina madura y la etiqueta de histidinas para
facilitar su purificacion en plantas de tabaco.
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Figura 28. Purificacion del inserto MTx18 de la a-neurotoxina de M.
euryxanthus. Gel de DNA de agarosa al 1%, MPM: Marcador de peso molecular,
carril 1: Inserto MTx18 purificado.

7.10.2 Analisis de construcciones pCR8 GW TOPO-MTx18 mediante el
corte con la enzima de restriccion EcoRlI

Para realizar la clonacion del producto de PCR amplificado se utilizé el vector de clonacion
pCR 8 GW TOPO, posteriormente se analizaron diferentes construcciones mediante ensayo
de corte con la enzima de restriccion EcoRI debido a que este flanquea el sitio de clonacion
en el vector. En la figura 29 se muestra un gel de DNA con una de las construcciones con el
patrén de restriccion esperado, después se envié a secuenciar utilizando los
oligonucle6tidos M13 del vector de clonacion con los cuales se corroboré que la secuencia
de la toxina MTx18 se encontrada completa y sin cambios en el marco de lectura.
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Figura 29. Ensayo de restriccion de la construccion pCR8 GW
TOPO-MTx18 con la enzima EcoRI. Gel de DNA de agarosa al
1.5%, MPM: Marcador de peso molecular, carril 1: Plasmido
digerido con la enzima EcoRl.

7.10.3 Recombinacién del gen MTx18 en el vector de expresion pK2GW7

7.10.3.1 Amplificacién del gen de la a-neurotoxina MTx18 mediante PCR

El producto de PCR amplificado a partir del vector de clonacion PCR 8 GW TOPO-MTx18
con una longitud de 529 pb se purificd y se analizé en un gel de DNA como se muestra en
la figura 30. El amplicdon corresponde al gen completo de la toxina, etiqueta de histidinas y
los sitios de recombinacidn Attl necesarios para su insercién en el vector de expresion.
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Figura 30. Purificacion del inserto MTx18 de la a-neurotoxina de M.
euryxanthus para su recombinacion en el vector pK2GW?7. Gel de
DNA de agarosa al 1.5%, MPM: Marcador de peso molecular, carril 1:

Inserto MTx18 purificado. -



7.10.3.2 Analisis de construcciones pK2GW7-MTx18 mediante el ensayo
con la enzima de restriccion EcoRl

Los plasmidos previamente purificados se digirieron con la enzima EcoRI para corroborar
la insercion del gen MTx18 en el vector de expresion pK2GW?7, en el gel de DNA de la
figura 31 se observa el inserto liberado correspondiente a la toxina MTx18. Posteriormente
el plasmido se envio a secuenciar y dados los resultados se pudo validar la insercién del gen
de la toxina en el vector de expresion con el marco de lectura correcto (Figura 32).
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Figura 31. Digestion de la construccion pK2GW7-MTx18
mediante la enzima EcoRI. Gel de DNA de agarosa al 1.5%,
MPM: Marcador de peso molecular, carril 1: Plasmido digerido
con la enzima EcoRl.

ATGAGAGGATCG GGATCCATGATATGT TACAACCAACAGTCATCGGAACCTCCARCCACTARRAC T TGTCCCGATGGGCAGTSGCTATARARRG
M R G S H H H H H HGSM I CY¥ NQQI s s EPPTTIKTTCLCPDIGIQC Y KE
AATTGGAGTGATCACCGTGEATC TARARC TGARAGGGEGATGTGET TGTCCTARCG TGAAGCCCGGTATTCGAAT TARCTGT TGCACARCAGACARATGCARCGCTTGARRGCTT!
PN W S DHRGSETEZERTSGTLCOGLCP®NWMWYEPTGIRI NCCTTHDUEKETLCHNA®EL

Figura 32. Secuencia completa de la a-neurotoxina MTx18 de M. euryxanthus a partir del vector PK2GW7-MTx18.
En la imagen en verde se indica el codon de inicio de la transcripcion (Metionina), amarillo la etiqueta de histidinas, azul
celeste la secuencia de la toxina madura MTx18, en rojo los sitios de restriccion BamHI y Hindlll y por Gltimo en negro el
codon de paro de la transcripcion.
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8. Discusion

Es bien sabido que entre las distintas familias de serpientes venenosas, la familia elapidae
es una de las més estudiadas debido a las distintas especies de importancia médica que se
encuentran dentro de este grupo por lo que en lo que se refiere al estudio de sus venenos se
puede decir que solo se ha conocido la parte somera del problema ya que existen distintos
componentes en el veneno de eldpidos que a la fecha se desconoce su papel en el
envenenamiento o interacciones entre moléculas que potencian la toxicidad y finalmente
aquellas familias de toxinas de las cuales aun falta por conocer. Un ejemplo de ello son las
toxinas de tres dedos, una superfamilia de toxinas que a su vez esta integrada por familias
de toxinas entre las cuales podemos encontrar citotoxinas, cardiotoxinas, o-neurotoxinas
entre otras (Kini y Doyle, 2009). Este grupo de toxinas son de gran importancia puesto que
se encuentran en el veneno de todos los elapidos y la toxicidad de tales venenos esta
relacionada a la presencia de ellas o en su defecto por fosfolipasas, otro grupo abundante en
el veneno, pero en particular aquellas con actividad neurotoxica, conocidas como -
neurotoxinas. Sin embargo, éstas solo se han documentado en venenos de coralillos de
Norteamérica, particularmente la especie Micrurus fulvius que posee potentes fosfolipasas
que abarcan cerca del 33% del veneno siendo los componentes mas letales en ratones
(Vergara et al 2014).

Por otra parte, las a-neurotoxinas, un grupo de mayor envergadura y con mayor presencia
en los venenos tanto de las serpientes del viejo y nuevo mundo de la familia elapidae, son
potentes toxinas con una dosis letal media de aproximadamente 0.04 — 0.3 mg/kg de peso y
que tienen preferencia por el receptor nicotinico de acetilcolina muscular situado en la
placa del muasculo nervioso. Provocan paralisis, edema, dolor, vomito, sialorrea y
problemas respiratorios que debido a la gravedad puede llevar a la muerte (Kini y Doyle,
2009). Si bien actualmente se tiene mapeado el nimero de especies de eldpidos de
importancia médica y los avances en la caracterizacién de sus venenos para el futuro
desarrollo de antivenenos de amplio espectro, existen otros ejemplares que debido a su
rareza, poco conocimiento biolégico pero aun mas el potencial del veneno los hacen
excelentes modelos de investigacion desde el punto de vista toxinoldgico y evolutivo pues
todo indica que son serpientes que resguardan mas de lo que se conoce a cerca de los
venenos y el uso potencial de algunos de sus componentes en el area médica,
biotecnologica, etc. En América los géneros mas representativos de elapidos en orden de
relevancia son Micrurus, Leptomicrurus y Micruroides, las especies de serpientes de éste
ultimo género se distribuyen desde el sur de los Estados Unidos hasta en norte de México
en los estados de Sonora, Sinaloa y Chihuahua principalmente, la especie Micruroides
euryxanthus también conocida como coralillo de Sonora no representa un problema de
salud debido a los pocos reportes sobre personas mordidas por esta serpiente, sin embargo
se sabe que el veneno puede causar un envenenamiento considerable con la presencia de
sintomas neurotoxicos que hasta el momento no habian sido identificados (Russell, 1967.)
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Con el objetivo de identificar los componentes relacionados a la toxicidad del veneno de
Micruroides euryxanthus y su relacion con el resto de los eldpidos, en este trabajo se
secuenciaron transcritos de toxinas de tres dedos a partir del RNA de las glandulas de
veneno para después realizar un filtro y seleccionar aquellas secuencias parecidas al grupo
de las a-neurotoxinas, se empled el oligonucleodtido especifico del grupo de las 3FTXs
como previamente se habia utilizado en los trabajos realizados por Guerreo-Garzon y
Calbajal-Saucedo en 2014 y 2013 respectivamente, en contraste a los autores que contaban
con la caracterizacion del veneno disponible y material abundante (veneno) en nuestro caso
tuvimos que realizar analisis exhaustivos in silico con las secuencias obtenidas. Reportamos
18 secuencias clasificadas en 6 grupos distintos poniendo énfasis en 3 secuencias putativas
con actividad con actividad o-neurotoxina denominadas MTx (Micruroides toxinas)
seguidas de un numero que se les asignd6 como fueron identificadas, MTx6, MTX7 y
MTx18 que se iguald al nimero de secuencias reportadas (D.H, B.D y B.E por Guerrero-
Garzon con base a sus analisis bioinformaticos y filogénicos. La secuencia mTx18
seleccionada como candidata a expresarse heterélogamente en bacterias y plantas tiene una
identidad de cerca del 77% con toxinas aisladas del veneno de coralillos americanos entre
las cuales resalta la secuencia D.H de Micrurus diastema reportada por Guerrero-Garzén y
la MlatAl de Micrurus laticollaris por Carbajal-Saucedo (véase el alineamiento en la figura
28), esta compuesta de 60 residuos de aminoacidos de las cuales destacan 8 cisteinas que a
su vez forman 4 puentes disulfuro. La secuencia de la toxina MTx18 se subcloné y ligd en
el vector pQE30 donde la proteina ademas se le afiadié una etiqueta de histidinas para su
purificacion también se incluyeron algunos aminoécidos extras por parte del vector, en total
12 aminoécidos se incluyeron para dar un peso teérico de 7998.3 daltones (7.9 kDa) muy
parecido al peso molecular reportado por las toxinas recombinantes rD.H de bacterias y
rMlatAl expresado en levaduras. La proteina se expresd de forma soluble en bacterias
representando una ventaja para su extraccion tomando en cuenta que si esta se llegase a
expresar en la fraccion insoluble en cuerpos de inclusién debia ser tratada con detergentes
agresivos capaces de desnaturalizar la proteina y por ende la pérdida de la estructura
correcta que esté ligada a la toxicidad o en su defecto la necesidad de plegamiento in vitro
que conlleva pasos extra de purificacion, procesos caros y bajos rendimientos (Clement et
al 2016). Otra de las ventajas de expresion de proteinas solubles es la capacidad de ciertas
cepas bacterianas modificadas para propiciar la formacion de puentes disulfuro en el
citoplasma gracias a la presencia de chaperonas moleculares que asisten al plegamiento
correcto de proteinas u oxidasas y reductasas que cumplen el mismo papel (Sorensen y
Mortensen, 2005). Se probd la MTx18 en ratones la cual tuvo actividad tdxica,
posteriormente se calcul6 la DLso que fue 8.3 ug de toxina/raton, que en comparacion a las
DLso de la rD.H y MlatAl (3 pg/raton y 5 pg/raton) se necesita una ligera cantidad de
proteina extra para producir un envenenamiento sin embargo aun asi la mTx18 tiene una
potencia letal interesante pese a que Russel en 1967 observo pacientes con ligeros sintomas
a causa de la mordedura por M. euryxanthus, en todo caso esto podria deberse a que en el
Veneno se encuentran otros componentes que puede potenciar la toxicidad o disminuirla y
en este experimento se trata de una toxina purificada que entra en contacto directo con los
receptores en el raton (Guerrero-Garzén, 2014., Barron-Castillo, 2014).
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Del mismo modo en que se trabajaron algunos trabajos aqui citados, se inmunizaron
conejos con la toxina recombinante para producir anticuerpos y con ellos probar si estos
sueros son capaces de neutralizar la toxicidad en ratones, después de semanas de
inmunizacion se obtuvieron titulos de 72335 y 37783 para los conejos 22 y 23, que como se
not6 aun siendo el mismo modelo existen diferencias considerables a nivel de individuos y
en este caso la respuesta inmune fue mejor en el conejo 22 mientras que para el conejo 23
se obtuvo el 50% de anticuerpos anti MTx18. Los sueros de conejos hiperinmunizados se
probaron contra la toxina donde solo el suero del conejo 22 fue capaz de neutralizar la
toxicidad con 224.3 pl/ratobn mientras que los sueros del conejo 23 aun administrando el
volumen méximo no neutralizd la toxicidad de la MTx18 recombinante. Al comparar
nuestros resultados con los obtenidos tanto por Barrdn-Castillo y Guerrero-Garzon las
toxinas se neutralizaron con un volumen de suero de conejo de 227.7 pl y 327.5 pl
respectivamente lo cual demuestra que pese a los datos de nuestro grupo de trabajo donde
se argumentaba que el modelo de conejo no es un buen medio para generar anticuerpos
neutralizantes, con nuestros resultados y anexas es posible llegar a pensar que la
maduracion de la respuesta inmune y la consecuente produccion de anticuerpos
neutralizantes se obtiene gracias a la administracion de dosis altas de toxina potenciando la
produccién de mejores anticuerpos (Comunicacion personal: Alejandro Olvera Rodriguez)

En lo que respecta a la posible expresion de la MTx18 en plantas de tabaco se sabe que es
uno de los trabajos pioneros que se realizaran en este sistema de expresion que es el mas
utilizado en la produccién de vacunas, anticuerpos y moléculas de alto valor comercial en
el mercado. Hernandez-Campuzano y colaboradores en 2009, expresaron una toxina de la
arafia Macrotheles gigas llamada Magi6 la cual tiene propiedad insecticida en plantas de
tabaco para conferirle resistencia a insectos y con ello validar la actividad que presentaba
dicho péptido. Ensayos con larvas de Spodoptera frugiperda mostraron que al alimentarse
de hojas de plantas transgénicas se presentd un porcentaje de mortalidad considerable sin
embargo no fueron lo suficientemente concretos, pese a ello se observé que las larvas
tenian una preferencia por alimentarse de hojas de plantas de tabaco silvestres en lugar de
hojas con la toxina. A diferencia de nuestros objetivos, el proposito de expresar a futuro
una toxina de serpiente en plantas de tabaco tiene principal importancia en explorar otros
sistemas de expresion capaces de generar toxinas activas y en grandes cantidades o
visualizar el panorama de la expresion de este tipo de toxinas y otras con algun potencial
biotecnoldgico como insecticida, antimicrobiano etc. Basados en la secuencia de la toxina
insertada en el vector pQE30, se disefid una estrategia para poder clonar el mismo gen de la
MTx18 con la etiqueta de histidinas para su purificacion y para lograr dicho cometido se
empled el sistema de recombinacion Gateway que consiste en insertar un gen en un
plasmido de clonacién que a su vez se encarga de flanquear la secuencia por unos sitios de
recombinacion denominados AttL que son reconocidos por una enzima tipo ligasa que
transfiere el gen a un plasmido destino, en este caso el vector de expresion pK2GW7 que de
igual manera posee sitios de recombinacion especificos denominados AttR. La metodologia
empleada para este proposito a diferencia de los procedimientos convencionales logro ser
mas ventajoso ya que se realizd una clonacion directa llevada a cabo por sitios especificos
de recombinacion mientras que en el caso de bacterias se requirié de la liberacion del
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inserto de un vector de clonacion, la preparacion del plasmido destino digerido con las
enzimas que flanquean el inserto y por ultimo la ligacion que dependiendo del fragmento de
DNA puede resultar facil o no. Una lograda la construccion se transformaron plantas de
tabaco y qui hay un abanico de discusion pues después de varios intentos por lograr obtener
transformantes de plantas de tabaco ha sido dificil obtener lineas transgénicas por lo que
con los avances del proyecto y los resultados de la expresion en bacterias se llegd a la
conclusién de cubrir los objetivos restantes en un futuro proyecto.

Una de las limitantes como se menciond al inicio de este proyecto fue trabajar de manera
acertada en la seleccion de la toxina candidata para expresar heterélogamente en bacterias y
plantas, en contraste al trabajo de Guerrero-Garzon en su estrategia implemento la
separacion del veneno de Micrurus diastema mediante HPLC, determind cuales son las
fracciones que causaron sintomas neurot0Xicos en ratones y se enviaron a secuenciar para
determinar la composicion de aminoacidos e identificarlas posteriormente a manera de
comparacion con las secuencias obtenidas de las glandulas de veneno de donde seleccion6
la toxina D.H, mientras que para Micruroides euryxanthus no se contaba con veneno y
representd un cuello de botella, sin embargo al final del proyecto se pudo extraer el veneno
de un ejemplar y se probd la letalidad en ratones pero debido a la escases de muestra no se
pudo determinarla DLso, posteriormente se realiz una separacion de los componentes del
veneno y se secuencio, gracias a esto se pudo identificar una toxina del veneno de M.
euryxanthus que en cuanto al peso molecular coincide con el peso tedrico de la toxina
reportada en la glandulas de la misma especie por lo que en términos practicos la mTx18 es
uno de los componentes toxicos que se encuentra como tal en el veneno y que gracias a ello
actualmente se tiene un modelo de expresion de dichas toxinas con las cuales a futuro se
puedan realizar algunos estudios sobre la caracterizacion protedmica del veneno y
relaciones evolutivas que comparten con las demas toxinas de las serpientes de coral del
género Micrurus.
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9. Conclusiones

A partir de las glandulas de veneno de Micruroides euryxanthus se obtuvieron 18
secuencias totales de toxinas de tres dedos de las cuales tres secuencias correspondieron al
tipo I o a-neurotoxina. La a-neurotoxina MTx18 se expreso en forma soluble y activa en la
cepa de E. coli SHuffle utilizando el vector de expresion pQE30 y el suero obtenido a partir
de un conejo hiperinmunizado neutralizo el efecto de la toxina en ratones.

10. Perspectivas

e Fraccionar el veneno para confirmar la presencia de la MTx18 en el veneno
completo de M. euryxanthus.

o Realizar ensayos de neutralizacion cruzada con el suero de conejo anti MTx18 con
otras a-neurotoxinas nativas y recombinantes.

e Generar plantas transgénicas de tabaco con el vector pK2GW7-MTx18 generado en
el presente trabajo que expresen la a-neurotoxina MTx18 y comparar la actividad
con la expresada en E. coli.
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12. Anexos

Soluciones de electroforésis

Solucion de acrilamida (30% acrilamida + 0.8% bis-acrilamida)
49.5 g de acrilamida

1.32 g bis-acrilamida

*Disolver en un volumen final de 165 ml de agua desionizada.

Buffer inferior (1.5 M Tris + 0.4 % SDS)

18.17 g de Tris

2 ml de SDS 20%

*Disolver en 50 ml de agua desionizada, ajusta el pH a 8.8 con HCI concentrado y enrasar
a 100 ml.

Buffer superior (0.5 M Tris + 0.4% SDS)
6.06 g de Tris

2 ml de SDS 20%
*Disolver en 50 ml de agua desionizada, ajustar el pH a 6.8 con HCI concentrado y aforar a

100 ml con agua desionizada.

Buffer de corrida (0.25 M Tris + 1.9 M Glicina + 1% SDS): Solucion 10X
15.2 g de Tris

72.1 g de glicina

25 ml de SDS 20%

*Disolver en 300 ml de agua desionizada y enrasar a 500 ml con agua desionizada.
Persulfato de amonio (PSA 10%o)

0.1 g de N2HgS20s

*Disolver en 1 ml de agua desionizada.
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Solucion de tincion: Azul brillante de Coomasie

(25% isopropanol + 10% acido aceético + 0.2% azul brillante de Coomasie R-250)
1 g de azul brillante de Coomasie R-250

125 ml de C3HsO

50 ml de C2H402

*Disolver los reactivos y enrasar a 500 ml con agua desionizada.

Solucion de destincion (10% isopropanol + 10% de acido acético)
50 ml de C3HsO

50 ml de C2H402

*Mezclar los solventes y enrasar a 500 ml con agua desionizada.

Gel separador al 12.5%
Buffer inferior: 1.5 ml
Solucién de acrilamida: 2.5 ml
Agua desionizada: 2.0 ml
TEMED: 5 pl

PSA 10%: 20 pl

Gel concentrador al 4%
Buffer superior: 0.63 ml
Solucion de acrilamida: 0.33 ml
Agua desionizada: 1.54 ml
TEMED: 2.5 pl

PSA 10%: 12.5 pl
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Soluciones ELISA
Buffer de carbonatos

4.2 g de NaHCO3
*Disolver en 450 ml de agua destilada, ajustar el pH a 9.5 con NaOH 5N y aforar a 500 ml.

Solucion de bloqueo
25 ml de HCI

1 ml de Tween 20
2.5 g de gelatina

*Mezclar los reactivos y homogenizar la solucién, aforar a 500 ml con agua destilada.

Solucion de lavado
30 ml de NaCl 5 M
50 ml de Tris-HCI 1 M pH 8
0.5 ml de Tween 20

*Mezclar las soluciones, aforar a un litro con agua destilada.

Solucidén de reaccion

25 ml de Tris-HCI 1 M pH 8
50 ml de NaClI5M

1 ml de Tween 20

100 mg de gelatina

*Disolver los reactivos lentamente y aforar a 500 ml con agua destilada.
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