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RESUMEN

El desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas ha incrementado a lo largo de los
altimos afos, tal es el caso de la generacion de anticuerpos mas eficaces gracias a
las nuevas tecnologias. Existen diversos formatos de anticuerpos, tal es el caso de
los fragmentos de cadena sencilla, que gracias a su tamafio pequefio presenta
ventajas importantes tales como: una mejor distribucion, menor inmunogenicidad y
facilidad de eliminacion. En 2005 a partir de una libreria de fagos surge una variante
de fragmento de cadena sencilla scFv llamada 6009F, proveniente de sangre
periférica humana, este anticuerpo es capaz de reconocer el veneno de Centruroides
noxius y la toxina Cn2; por lo que es de gran importancia su produccién, por lo que
en este trabajo se ha empleado la utilizacibn de un sistema de expresién de
proteinas heter6logas como es la levadura de Pichia pastoris, ya que este modelo de
expresion proporciona ciertas ventajas en comparacion con otros sistemas tales
como la capacidad de ser inducida por metanol y de esta forma favorecer a la
generacion de proteinas heterdlogas, facil mantenimiento, al ser un organismo
eucarionte tiene la maquinaria celular para realizar modificaciones postraduccionales

tales como la glicosilacion.

En este trabajo se utilizé la cepa de P. pastoris X-33 inducible por metanol la cual se
transformé con los plasmidos pPICZA (expresion intracelular) y PICZAa (expresion
extracelular); la expresion se llevé a cabo en reactor de 1L y en matraces de 500mL.
Los resultados arrojaron que utilizando el plasmido PICZAa no fue posible purificar la
proteina scFv6009F mediante una columna de afinidad a niquel, ya que en los geles
SDS-PAGE no se observé su presencia en ninguna de las concentraciones de
imidazol utilizadas para su elusion durante su purificacion en columnas de Niquel, ni

tampoco se pudo identificar en Western Blot utilizando el anticuerpo anti-His.

Mientras que los experimentos con el plasmido pPicZA de expresion intracelular

estan en proceso



1.- Introduccion

1.1.- Alacranismo

La picadura de “Alacran” del arabe al'aqrab o “Escorpion” del latin scorpio, -0nis,
(Alacran y escorpion son dos formas de llamar al mismo animal), es muy dolorosa. Al
contacto accidental entre un alacran (picadura) y una persona se le llama
“Alacranismo”, convirtiéendose en una rama de salud publica mundial (Celis et al.,
2007, Possani, 2005).

Los sintomas de picadura de alacran resultan diferentes en cada persona y varia
dependiendo de la cantidad de veneno que inyecte, ademas es dificil saber cuanto
veneno inyecto al paciente ya que ésta en funcion de, si, la glandula venenosa, ésta
llena o vacia dependiendo de sus hébitos de alimentacion (Possani, 2005). El
envenenamiento por mordedura de alacran se considera una enfermedad de salud a
nivel mundial y que afecta a mas de 1.2 millones de personas al afio, lo que provoca
mas de 3250 muertes, sobre todo en los paises tropicales y subtropicales donde las
picaduras por alacran afectan a grandes nucleos de la poblacién, tanto en el medio
rural y urbano (Chippaux et al., 2008).

México es uno de los paises con mayor numero de personas intoxicadas por
alacranes a escala mundial, la Secretaria de Salud del gobierno federal informé que
la intoxicacion por picadura de alacran ocupo el lugar No. 15 entre los padecimientos.
La picadura de alacran es considerada una urgencia médica debido al efecto dafino
gue representa en la victima por lo que se clasifica en México como efectos tdxicos
por sustancias producidas por la ponzofia de acuerdo al cédigo internacional de
enfermedades se conoce como “10° Rev (CIE-10° Rev)”. Y se subclasifica como
intoxicacion por veneno de escorpion T63.2 X22 (Palomera et al., 2016). Por regla
general, cuanto mas grandes son las tenazas del alacran, mas débil es su veneno.
En los casos mas graves el veneno es mas toxico por su contenido de neurotoxinas
en C. noxius es la toxina Cn2, que pueden causar un disparo excesivo de axones
neuronales y células excitables, reflejandose diversos sintomas que se clasifican

segun su gravedad en 4 grados (Palomera et al., 2016).



Grado 1. Corresponde a dolores locales intensos en el sitio de la picadura y edemas
locales, sensacion de pelos en la garganta, intolerancia a la luz, comezén en la
faringe y nariz, generalmente, no se necesita tratamiento médico. Sin embargo, si los
sintomas se intensifican se necesitaria recibir tratamiento en un hospital por via
intravenosa como analgésicos, sedantes e hidratacion

Grado 2. Participacion sistémica de tipo autondmico y neuromuscular causado por la
produccion excesiva de acetilcolina, dificultad para caminar, vision borrosa, fatiga,
inflamacion, adormecimiento en el sitio de la picadura.

Grado 3. Extremidades frias, taquicardia, hipotensién o hipertensién con edema
pulmonar.

Grado 4. Taquicardia, hipotension, extremidades calientes, colapso cardiovascular,

falla respiratoria, cianosis, disnea y muerte (Bawaskar y Bawaskar, 2012).

El costo para el tratamiento de la picadura varia, ya que no siempre se recurre a un
tratamiento médico con antiveneno. En algunas poblaciones sobre todo en zonas
rurales los tratamientos son de dudosa efectividad no sustentadas en la
fisiopatologia, y de esta manera en muchas ocasiones es la razén por la cual el costo
se agudiza y pone en peligro la vida del paciente, esto sucede debido primeramente
a la poca disponibilidad del antiveneno y su costo elevado; en México el antiveneno
“Alacramyn” tiene un costo aproximado de $750 pesos, es dificil de encontrar y en la
mayoria de las ocasiones los pacientes no tiene la disponibilidad econémica para
adquirirlo (Jaramillo et al.,.2007).

1.2.- Alacranes

La distribucién de los alacranes es amplia, de las 1.500 especies conocidas en el
mundo solo 25 especies distribuidas en 18 familias son peligrosas. Los paises que
reportan accidentes por picadura de alacran son principalmente Australia, Estados
Unidos, Tanzania, México, Brasil, Panama, Colombia, Venezuela, Sudafrica, Argelia,
Pakistan, India y Tunez. (Celis et al., 2007). Una de las familias de alacranes mas
peligrosas para los humanos es la Buthidae, es también la mas extensa y existe en
México, incluye 80 géneros y a las especies mas toxicas del género Centruriodes,

responsable de los cuadros de intoxicacion de mayor morbilidad y mortalidad, en



todo el mundo. (Chippaux & Goyffon 2008). Los alacranes que pueden producir
picaduras mortales son: el alacran: cola gorda arabe o Androctonus crassicauda,
amarillo brasilefio o Tityus serrulatus, corteza de Arizona o Centruroides sculpturatus,
acosador de muerte o Leiurus quinquestriatus, emperador o Pandinus imperator, y

rojo indio o Hottentotta tamulus (Celis et al., 2007).

En México existen aproximadamente 250 especies de alacranes, 37 pertenecientes
al género Centruroides de la familia Buthidae. Las especies de importancia médica
en México son: Centruroides noxius, C. limpidus, C. tecomanus, C. suffusus, C.
infamatus, C. elegans, C. sculpturatus, C. balsasensis y C. meisei (Palomera et al.,
2016). Se considera que Centruroides noxius es la especie mas letal por las toxinas
en su veneno y el impacto en la salud poblacional donde estos organismos habitan.
Los estados en México que tiene mayor presencia de alacranes venenosos son
principalmente Michoacén, Oaxaca, Durango, Estado de México, Jalisco, Nayarit,
Guerrero y Morelos. Los estados mas afectados por picaduras de escorpion son

Jalisco y Morelos (Jaramillo et al.,. 2007).

1.3.- Composicién y mecanismo de accion del veneno.

El veneno de escorpiones es una mezcla de proteinas como neurotoxinas,
nucleétidos, aminoacidos, oligopeptidos, cardiotoxinas, nefrotoxinas, toxinas
hemoliticas, fosfodiestarasa, fosfolipasa A, hialuronidasa A, acetilcolinesterasa,
glicosaminoglucanos, Histamina, serotonina y angiotensina. Los péptidos téxicos de
cadena corta bloquean los canales de potasio de las membranas celulares, mientras
que los péptidos de cadena larga interactian con los canales de sodio provocando el
ingreso desmedido de sodio a la célula y la imposibilidad de salida de potasio,
alterando el potencial de membrana y la funcién celular liberando acetilcolina, este
neurotransmisor afecta principalmente el sistema nervioso central y musculo
esquelético (Escalona y Possani, 2011). La gravedad de los envenenamientos
causados por picaduras de escorpion en México y en todo el mundo esta asociada
con la presencia de neurotoxinas la importancia médica de estas se basa en dos
elementos clave, abundancia y toxicidad reflejados por su afectacién en canales de

sodio presentes en los sistemas nerviosos central y periférico. El efecto letal de las



toxinas se relaciona con su alta concentracion en el veneno que afecta algunas
funciones vitales como la movilidad del corazon y el sistema respiratorio, que

conduce a la muerte (Rodriguez et al., 2016).

1.4.- Toxinas del veneno de alacran.

A la fecha se han analizado bioquimica y molecularmente los venenos de 30
especies de alacranes, en las Ultimas décadas se han logrado purificar varios
péptidos (Gazarian et al., 2005). Se conoce solo el 0.02% de los péptidos presentes
en el veneno, de éstos 121 péptidos son especificos en canales de sodio, 74 en
canales de potasio y 5 en canales de cloro (Possani et al., 2000). Los péptidos de
cadena corta de 22-47 aminoacidos, normalmente son bloqueadores especificos de
canales de potasio, mientras que los péptidos de 60-76 residuos de amino&cidos son
moduladores especificos de activacion de los canales de sodio; estos se subdividen
en a-ScTx y B-ScTX. Las a toxinas se unen al sitio 3 y las B-toxinas se unen al sitio 4
produciendo un cambio de potencial volviéndolo mas negativo (Gazarian et al.,
2005). Las B-toxinas de escorpién inducen un cambio en el voltaje para la activacion
del canal de sodio y su mecanismo de accién implica la interaccion con el extremo
extracelular del segmento 11S4 en el canal activado a través de la uniéon al asa S3-S4;
el segmento IS4 se mueve hacia afuera durante la despolarizacion causando un
cambio en la dependencia de voltaje de la activacion volviéndolo negativo (Catterall
et al., 2007).

1.5.- Toxina Cn2

Centruroides noxius es considerado uno de los escorpiones mas peligrosos por la
letalidad de su veneno que tiene una LD50 =0.31 mg/Kg y en gran medida se debe a
la presencia de una toxina llamada Cn2, la cual representa el 6.8 % del veneno total
de estos organismos. La toxina Cn2 estructuralmente estd conformada por una
lamina B antiparalela de triple cadena, una a-hélice y cuatro enlaces disulfuro que le
proporcionan estabilidad a su estructura; contiene 7 residuos de tirosina, 2 de
triptéfano y 1 de fenilalanina, que representan una importante cantidad de residuos
aromaticos que definen la parte hidrofébica en su hoja beta, opuesta a su alfa hélice
(Rodriguez et al., 2016). Las - toxinas se unen al asa formada entre los segmentos



S3-S4 causando una despolarizacion en la membrana de las células y provocando
una entrada continua y desmedida de iones sodio, que provocan una sobre
estimulacion neuronal reflejandose en sintomas musculares y neuronales
principalmente, bloqueando la entrada de los iones potasio, en las células excitables
del organismo victima y provocando sintomatologia de leve a severa (Riafio et al.,
2011).

1.6.-Antivenenos

El uso de un antidoto para la picadura de un escorpion que reduce e inactiva
significativamente el nivel circulacién del veneno en su organismo sigue siendo la
Unica alternativa para salvar la vida de personas picadas por alacranes peligrosos.
La aplicacion del antiveneno en algunas circunstancias es controvertido debido a su
eficacia, efectos secundarios, costo y el acceso a atencion médica. El antidoto es
mas eficaz si se administra antes de que se presenten los sintomas, sin embargo, no
se realiza de manera cotidiana una vacunacién contra picaduras de alacranes
especialmente en nifios y ancianos; por lo que los nifios picados por alacranes se
atienden después de la picadura; si los sintomas son severos y se cuenta con el
antidoto se aplica inmediatamente al paciente, pero en salas de urgencias rurales
distantes, donde el acceso a centros médicos y unidades de cuidados intensivos es
limitado, no siempre se cuenta con la aplicacién del antidoto o su disponibilidad
(Espino et al.,., 2009)

1.7.-Sueroterapia y Anticuerpos.

Los anticuerpos son también llamados inmunoglobulinas IgG reconocen a moléculas
extrafias 0 antigenos. Las IgG son las mas abundantes en la sangre, tiene un peso
aproximado de 160 kDa. Se conocen 5 diferentes: I1gG, IgM, IgA, IgD e IgE. Todas
ellas tienen en comun que su unidad basica ésta formada por dos pares de cadenas

peptidicas F(ab’), ( Figura 1).
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Figura 1.- Esquema de un Inmunoglobulina IgG (Lujan et al., 2014).

Cada F(ab”), posee un par de cadenas ligeras (formadas por VL y CL) con unos 220
aminoacidos y un par de cadenas pesadas (VH, CH1, CH2 y CH3), formadas por
unos 440 aminoacidos cada una. Estas cuatro cadenas estan ligadas por tres
enlaces disulfuro, uno entre residuos de cisteinas de las 2 cadenas pesadas, y dos
mas entre cadena ligera y cadena pesada de cada lado (Figura 1). Las cadenas
ligeras (L) tienen dos regiones o dominios diferentes, la region VL y CL, mientras
qgue en las cadenas pesadas (H) pueden encontrarse 4 regiones: VH, CH1, CH2 y
CHS3. Cada una de esas regiones ésta compuesta por 70 a 110 aa. Las regiones o
dominios V se denominan variables debido a que la secuencia de aa son altamente
variables, ademas ,dentro de ellas, tanto en la cadena L como en la H, hay regiones
hipervariables. Llamados CDRs o regiones determinantes de complementariedad por
sus siglas en inglés “Complementarity-determining regions”, forman los sitios de
enlace con el antigeno que son complementarios a la topologia del antigeno

especifico (Figura 1).



Desde los afios 50 a través de la inmunizacién principalmente en caballos con
toxinas o venenos de alacranes, se ha logrado que los linfocitos B de estos
organismos produzcan anticuerpos (IgG) en la sangre, esta es utilizada para separar
por centrifugacion el suero y precipitado; el suero contiene diversas inmunoglobulinas

gue funcionan como un antiveneno (Jiménez et al., 2017).

Debido a que a menudo estas IgG procedian de la inmunizacion de ratones, conejos
y caballos, resultaban ser menos especificos como tratamiento para los humanos, ya
que presentaban inmunogenicidad; por lo que los sueros fueron purificados para
obtener inmunoglobulinas puras de interés, para disminuir las reacciones alérgicas
resultantes, de tal manera que asi se obtuvieron los anticuerpos de segunda

generacion (Riafio et al., 2017).

Estudios posteriores permitieron el desarrollo de anticuerpos monoclonales que
resultan de la fusidon de una célula B secretora anticuerpo especifica con una célula
de anticuerpo no secretor, es decir que cada célula proviene de una misma célula
madre por lo tanto serd capaz de producir siempre el mismo anticuerpo y pueda
unirse a su antigeno especifico, de esta manera se asegura que en el caso de que el
anticuerpo tenga la funciobn de actuar como antiveneno, el 100% de las células
producidas serdn capaz de neutralizar al veneno, mas tarde y gracias a las
innovaciones tecnoldgicas se pudieron desarrollar anticuerpos monoclonales
humanizados donde se injertan residuos determinantes de la complementariedad
murina CDR’s en estructuras de origen humano, consiguiendo moléculas cuyas

secuencias son similares a los anticuerpo humanos (Alvarenga et al., 2014).

Algunos afios después se logra el desarrollo de los anticuerpos de tercera
generacion que resultan de la obtencion de los fragmentos F(ab’), al separarse del
fragmento Fc (Fragmento cristalizable) mediante pepsina (Figura 2). El fragmento
Fab contiene la region VH+ CH1 y CL y es de 50 KDa, (Joosten et al., 2003), la
regiones variable de estos fragmentos reconocen los antigenos y se utilizarian para

la terapia denominada “Faboterapia” (Alvarenga et al., 2014).



En 1994 El Dr. Alagon colaboré con el Instituto Bioclon para la produccién de un
faboterapico antialacran conocido como “Alacramyn” que se utilizan en la industria
farmacéutica mexicana, Cruz Roja y por el Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS). Con la implementacion de este anti-veneno se ha evitado un considerable
namero de muertes al afio en México. Este antiveneno fue aprobado por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos en 2011,
y se comercializa bajo el nombre de Anascorp. El faboterapico mas conocido
comercialmente es el llamado “Alacramyn”, es eficiente y permite disminuir

significativamente la letalidad del veneno a 0.03% (Gazarian et al.,2005).

YN

F(ab’), Fab Diabody  scFv V.H
(~110 kDa) (~50 kDa) (~55kDa) (~25kDa) (~15 kDa)

lgG
(~150 kDa)

Figura 2.- Diferentes fragmentos obtenidos de una inmunoglobulina (Laustsen et al., 2018).

Gracias a las herramientas moleculares y biotecnoldgicas se desarrollan los
fragmentos ScFv que son pequefias proteinas recombinantes de cadena simple, que
debido a sus diversas variantes pueden tener funcion de antivenenos. Se componen
de los dominios variables de cadenas ligeras y pesadas del anticuerpo, unidos por un
péptido hidrdfilo y flexible que tiene de 10 a 25 residuos de aminoacidos de longitud
entre ellos cuatro glicinas y una serina repetidas de dos o tres veces. Los scFv son
considerados una herramienta poderosa en inmunoterapia y para la investigacion
cientifica, El sitio de union del anticuerpo se mantiene intacto dentro del scFv y no
hay pérdida de especificidad, debido a su tamafio logran una rapida difusion tienen la
propiedad farmacocinética de ser eliminados rapidamente de la sangre y tienen

menor tiempo de retencidén en tejidos no diana y al ser de origen humano resultan



ser menos inmunogenicos. También pueden fusionarse con otras moléculas como
farmacos para administrar estos agentes especificamente hacia las células diana que
se requiere. Se han expresado mas de 400 moléculas scFv dirigidas a diferentes
proteinas humanas con fines diversos tales como: a) Desarrollar diagnostico de
enfermedades, b) Tratamiento  biomédico  antivenenos, andlisis de
inmunotransferencia y citometria, entre otros (Malpiedi et al., 2013).

Las herramientas que permiten la obtencion de estos anticuerpos son la ingenieria
de proteinas recombinantes, el despliegue en fagos, la evolucion dirigida que
permiten la obtenciébn de bibliotecas combinatorias para poder seleccionar los
anticuerpos con la especificidad que se desee (Alvarenga et al., 2014).

Actualmente se han realizado varios reportes expresion heteréloga de fragmentos de
cadena sencilla que funcionan como antivenenos contra diferentes organismos

(Tabla 1)

Tabla 1.- Ejemplos de scFv con funcién de antiveneno.

FRAGMENTO VENENO REFERENCIA
ScFvBaP1 Bothrops asper Castro et al., 2014
Afribumabs Africanized bees Pessenda et al., 2016

Scfv: DAS1, DASS5, DAS14,y
DAL1

Deinagkistrodon acutus

Lee et al., 2016

ScFv P2B7 Bothrops sp Roncolato et al., 2013

ScFv 15e Tityus serrulatus Amaro et al., 2011

ScFv 2A(serumab) Tityus serrulatus Pucca et al., 2012

ScFv 3F Centruroides suffusus Riafio et al., 2011
suffusus

ScFv 4C1 Androctonus australis Mousli et al., 1999

1.8.- Fragmento scFv 6009 F.

El fragmento de cadena sencilla 6009F es capaz de reconocer y neutralizar a la

toxina Cn2 y al veneno completo presente en el veneno del alacran Centruroides




noxius, su caracteristica principal es que es un fragmento humano, lo que
tedricamente disminuye la inmunogenicidad y ofrece mayor compatibilidad (Riafio et
al., 2005).

El fragmento scFv 6009F se obtuvo a partir de RNA purificado de linfocitos B
proveniente de la sangre periférica de humanos, se tomaron las regiones variables y
se amplificaron por PCR, posteriormente todo el pool de las regiones variables se
combinaron obteniendo 72 variantes y se realizaron varias rondas de biopaneo,
dando como resultado dos variantes capaces de reconocer la toxina Cn2, que fueron
las variantes 3F y C1. El scFv 3F fue sometido a tres ciclos de evolucion dirigida para
proporcionar a los scFv de una mejor estabilidad y capacidad de reconocimiento de
su objetivo. Asi se obtuvo el fragmento 6009F del parental 3F. El scFv 6009F
reconoce el epitope de la toxina Cnh2 en experimentos de reto toxina-anticuerpo de

manera exdgena para después ser inyectado en ratones (Riafio et al., 2005).

El fragmento scFv 6009F tiene un efecto neutralizante contra el veneno del alacran
Centruroides noxius y puede neutralizar a la toxina Cn2 presente en el veneno. Las
dosis letales de Cn2 en ratones fue LDsp; = 0.25 pg/20g del peso de ratén y del
veneno total una LDsy=2.5ug/20g del peso de ratén. Los ensayos probaron que el
anticuerpo logro una sobrevivencia del 100% de los ratones utilizando una proporcion
1:10 del anticuerpo. Este scFv 6009F reconoce 6 toxinas de tres venenos Cn2y
Cn3 de Centruroides noxius, Css2, y Css4 de Centruroides suffusus, y Cll1 y ClI2

Centruroides limpidus (Riafio et al., 2005).

Muchos laboratorios siguen estudiando el antidoto ideal, sobre todo en paises donde
la picadura de alacrdn tiene una alta incidencia alta, como México, Panama,
Marruecos y los paises del Magreb, y otras zonas de Sudamérica y Asia, Panama
(Joosten et al., 2003) y los avances biotecnolégicos estan impulsando a la busqueda
de nuevas alternativas de desarrollo de anticuerpos cada vez mas pequefios y
genéticamente modificados, permitiendo tener una amplia variedad de fragmentos de
anticuerpos, incluyendo los fragmentos Fab, Fab’s, los fragmentos de cadena

sencilla scFv, que pueden nanobodies y diabodies; estas moléculas se pueden



producir en diferentes células hospedadoras como células de mamiferos, de

insectos, levaduras y bacterias (Alvarenga et al., 2014).

1.9.- Sistemas de expresion para proteinas recombinantes.

La funcionalidad de una proteina depende mucho del sistema de expresion que se
utilice para su produccion, es decir células animales insectos, plantas bacteria u
hongos. Por lo que dicho sistema de expresion debe proporcionar ventajas para ser
considerado una buena opcién para la produccién de proteinas heterdlogas. Entre
algunas caracteristicas importantes se encuentran, su facil manipulacién, su rapido
crecimiento en un medio de cultivo minimo que sea de bajo costo, y poder manipular
los pardmetros de crecimiento como temperatura, pH, medio de cultivo (Silva et al.,
2009).

Diversos organismos se han utilizado como herramientas de sistema de expresion de
proteinas heterologas; tal es el caso de E.coli, Saccharomyces cerevicie y Pichia
pastoris entre otros. Si se comparan los diferentes organismos como sistemas de
expresion, Pichia pastoris proporciona diversas ventajas como; es un organismo de
facil manipulacion, su costo es muy bajo, de facil mantenimiento, aumenta su escala
de crecimiento facilmente, su transformacion se puede llevar a cabo facilmente por
electroporacion, sus requisitos de crecimiento son baratos, puede crecer en un rango
de pH de 3-7 y no es un organismo tan sensible a contaminacién, y el nivel de
expresion es bastante elevado comparado con otros sistemas de expresion como
E.coli o S. cerevisiae; su crecimiento a alta densidad proporciona un medio para
producir grandes cantidades de anticuerpo de manera econOmica y eficaz. Las
levaduras se han utlizado desde los afios 80°s, desde ese entonces se han
expresado alrededor de 300 proteinas heterologas varias de ellas se han expresado
en Pichia pastoris y han tenido popularidad debido a las caracteristicas de sus
factores como: la alcohol oxidasa (AOX I), que es uno de los promotores mas
regulados; y también por su capacidad para integrar plasmidos de expresién en su
densidad, asi como su disponibilidad siendo accesible a través de un kit de
Invitrogen EE.UU. (Silva et al., 2009).



1.10.- Pichia pastoris.

Las caracteristicas generales de Pichia pastoris desde el punto de vista taxondmico
la ubican en reino de Hongos, phylum Ascmyceta, subfilo Saccharomycotina, clase
Saccharomycetes, orden Saccharomycetales, familia Sacchamomycetaceae, genero
Pichia y especie pastoris, habitan primordialmente en exudados de arboles, plantas,
insectos en el suelo, como contaminantes de alimentos y pueden contribuir a la

fermentacién de vino, queso y salmuera (Silva et al., 2009).

Esta levadura tiene la capacidad de utilizar metanol como fuente de carbono y
energia, esta caracteristica fue descubierta por Koichi Ogata hace mas de 30 afios.
Debido a que el metanol podria ser sintetizado a partir de gas natural metano resulta
relativamente barato, por lo que se comenzaron a explorar métodos para el cultivo de
P. pastoris como herramienta para generar biomasa en proporciones de ser
comercializada, en ese entonces este organismo era utilizado para la generacion de
alimento animal. El éxito que tuvo la levadura para la generacion de biomasa fue de
gran interés. En 1970 la compaiiia Phillips Petroleum Company desarrollo nuevos
métodos para el cultivo continuo a altas densidades celulares, sin embargo en esa
década el precio del metanol subié por lo que este organismo dejo de ser
considerado con fines de uso industrial al no poder ser competitivo frente a otros

organismos como E. coli (Fischer et al., 1999).

Posteriormente gracias a los avances de genética molecular se logré la identificacidon
y el aislamiento del gen AOX1 y su promotor, este gen es el encargado de que este
organismo pueda ser inducido por metanol como fuente de carbono, por la presencia
de importantes enzimas, como la enzima alcohol oxidasa, catalasa y la
dihidroxiacetona sintasa. Las reacciones del metabolismo del metanol se lleva a cabo
en los peroxisomas, que son organelos fundamentales para el crecimiento de la
levadura; la enzima alcohol oxidasa (AOX) cataliza la primera reaccion convirtiendo
al metanol en formaldehido y peréxido de hidrogeno, la AOX es capturada por el
peroxisoma junto con la catalasa, esta ultima degrada el peroxido de hidrogeno a
oxigeno y agua. Posteriormente parte del formaldehido producido en la primera

reaccion se libera del peroxisoma para después oxidarse a dioxido de carbono



gracias a la enzima deshidrogenasas presentes en el citoplasma, estas reacciones
proporcionan la fuente de energia suficiente para el crecimiento celular en el metanol
(Silva et al., 2009); favoreciendo el control para la produccion de moléculas fordneas
tales como las proteinas heterdlogas (Cregg et al., 2000). Esta levadura ofrece
ciertas ventajas que permiten considerarla como herramienta primordial para la
obtencién de proteinas heterologas, ya que tiene la capacidad de crecer en un medio
minimo y al ser un organismo eucarionte puede realizar modificaciones
postraduccionales como el plegamiento de proteinas, la formacion de puentes
disulfuro y la glicosilacion (Cos et al., 2006). Ademas se ha comparado a Pichia
pastoris con la levadura de S. cerevisiae con respecto a la produccion de proteinas
heterdlogas y se ha reportado que Pichia pastoris ofrece mejores rendimientos de
proteinas secretadas, esto se atribuye a que sus glicanos son mas cortos y por tanto

menos inmunogénicos (Tran et al., 2017)

Actualmente la produccién de proteinas de interés comercial farmaceéutico y
alimentario se han logrado gracias a la levadura P. pastoris como sistema de
expresion, debido a que su crecimiento es facilmente escalable, un ejemplo
importante es el farmaco Kalbitor, farmaco inhibidor de la calicreina, Insungen
farmaco para el tratamiento de la diabetes, Shanvac para el tratamiento de hepatitis,
Shanferon para tratamiento de cancer, entre otros productos aprobados por la FDA
(Ahmad et al., 2014); también se han expresado con éxito anticuerpos
monocatenarios como el scFv anti-fluoresceina y el factor inhibidor de la leucemia

humana anti-recombinante (Li et al.,2007).

1.11.- Clasificacion de Pichia pastoris.

Su clasificacién se da con respecto a la capacidad que tiene de metabolizar metanol
Mut; entonces las cepas Mut® pueden crecer en metanol en cantidad igual al de la
cepa silvestre ya que portan los genes AOX1 y AOX2, las cepas Mut® poseen un
lento crecimiento en presencia de metanol con respecto al crecimiento de la cepa
silvestre debido a que solo posee el gen AOX2 funcional, y por ultimo las cepas Mut’
estas, no pueden utilizar el metanol como fuente de carbono ya que poseen los
genes AOX1 y AOX2 inactivados (Serrano et al., 2016) (Tabla 2)



Tabla 2.- Clasificacion de las cepas de P. pastoris con respecto a su fenotipo.

Cepa Genotipo Fenotipo Caracteristicas

Y-11430 | Silvestre silvestre Consumo metanol alto.

X-33 Silvestre silvestre Consumo metanol alto.

GS115 His 4 Mut®, His’ Consumo metanol alto, auxotrofia a

Histidina.

KM71 His4, Mut®, His’ Consumo metanol bajo, auxotrofia a

arg4,AOX1 Histidina.

MC100-3 | His4, Mut’, His Incapaz de consumir metanol,

arg4,AOX1 auxotrofia a Histidina.

SMD1168 | pep4, His 4 Mut”, His" | Consumo metanol alto, auxotrofia a
deficiente  en | Histidina, no produce proteinasa B.
proteasas

SMD1163 | pep4, prbl, | Mut’, His" | Consumo metanol alto, auxotrofia a

His 4 deficiente en | Histidina, no produce proteinasa A,
proteasas proteinasa B ni carboxipeptidasa Y.

Se han reportado diversos rendimientos de las proteinas heterologas expresadas en

P. pastoris (Tabla 3), esta levadura cuenta con una etiqueta de 6 Histidinas (HIS-6)

gue le permite una purificacion rapida del sobrenadante del cultivo, varios fragmentos

de anticuerpos monocatenarios scFv se han expresado mostrando un alto

rendimiento en Pichia pastoris (Fischer et al., 1999).

Tabla 3.- Proteinas heterologas expresadas en cepas de P. pastoris y sus rendimientos.

Cepa Plasmido | Proteina Rendimiento Referencia
expresada
X-33 pPICZc EGFR 8-10mg/L Omidfar et al., 2016
X-33 pPICZaA Aahl 17 mg/L Ezzine et al., 2012
GS115 pPIC9 MUCI 10-15mg/L Rahbarizadeh et
al.,2006




GS115 pPICZoA TNFa 5 mg/L Jietal, 2015
Glycoswitch- | pPpT4aS Albumina, 2.4-26.8mg/L De Meyer et al.,
MANS5 globulina 2015

1™ pPink-HC BONT/E 16mg/L Baghban et al.,2016

1.12.-Vectores de expresion empleados en P. pastoris.

La maquinaria celular de P. pastoris permite expresar proteinas heterdlogas en los
vectores que se integran al genoma lo que ayuda a mejorar la estabilidad genética de
los elementos recombinantes (Macauley et al., 2005). Los vectores de expresion
desarrollados para P. pastoris para expresar de manera intracelular o extracelular las
proteinas heterdlogas son comercializados por la Corporacion Invitrogen (Carlsbad,
CA, USA) y se describen en la Tabla 4. Estos se componen basicamente de un
promotor, un sitio de clonaje multiple (SCM) con uno 0 mas sitios de restriccién para
la insercidon del gen heterélogo, un terminador transcripciénal, un marcador de
seleccion que puede ser usado en E. coli (DH5a 0 TOP 10) y P. pastoris 0 en ambos,
poseen un marcador de seleccién que puede ser usado en ambos microorganismos
y opcionalmente una secuencia que codifica para un péptido sefial (FAT-a o PHO5)
entre el promotor y el SCM que garantiza la secrecion (Cereghino et al., 2002).

Los vectores para la expresidon de proteina intracelular pHIL-D2, pPIC 3.5 y
extracelular pHIL-S1, pPIC Z a, pPIC 9, pPIC6a que contienen 3 'AOX1 poseen
secuencias que se pueden integrar facilmente en el genoma de P. pastoris en un
solo evento de cruce en cualquiera de los Loci AOX1 o HIS4 o por un reemplazo de
genes en AOX1l. Estos eventos representan del 10 al 50% de las colonias
transformantes de His" y parecen ocurrir con una frecuencia mas alta cuando se usa

electroporacién para introducir vectores ADN (Cregg et al., 2000).




Tabla 4.- Plasmidos que expresan proteinas de manera intracelular o extracelular en P. pastoris.

Plasmido Marcador Caracteristicas
de
seleccion
Intracelulares
pHIL-D2 His4 Resistencia ampicilina, AOX1, sitio Notl.
pPIC 3.5K His4 y kan" | Mdltiple sitio de clonacion.
pAO8015 His4 BamHI y Bglll Sitios que flanquean el cassette de
expresion para la generacién del vector de expresion
multicopia.
pPIC 6 bsd' Resistencia a blasticidina utilizada para la seleccion
directa de cepas multicopia.
pPIC Z Ble' Sitio de clonacién multiple; etiquetas de His6 y c-
myc; Seleccion de zeocina para cepas multicopia
pPIC 3.5 His4 and Resistencia a ampicilina, AOX1, HIS4.
kan'
Extracelulares
pPIC Z a ble' AOX1. fusionado a la secuencia sefal a-MF; sitio de
clonacion mdltiple His6 y c-myc; Seleccion de
zeocina para cepas multicopia
pHIL-S1 His4 AOX1p fusionado a la sefial de secrecién de PHO1,;
Sitio Xhol, EcoRIl y BamHI para la insercion de
genes extranos, resistencia a ampicilina.
pPIC 9 His4 and AOX1p fusionado a la secuencia sefal de a-MF;
kan' Sitios EcoRlI, Notl, SnaBl y Avrll para la insercion de
genes extrafios; Seleccion G418 para cepas
multicopia.
pPIC6a bsd' AOX1, fusionado a la secuencia sefal a-MF; sitio de
clonaciébn mdltiple His6é y c-myc; resistencia a
blasticidina para seleccion de cepas multicopia.
pGAPZa ble' GAPp fusionado a la secuencia de senal de a-MF

sitio de clonacion multiple etiquetas de epitopos His6
y c-myc; Selecciobn de zeocina para cepas
multicopia.

Mas especificamente

los vectores de expresion pPICZA y pPICZAa son

frecuentemente utilizados para la expresion de proteinas recombinantes en P.

pastoris, algunas de sus principales caracteristicas son: el promotor fuerte AOX1 de




la enzima alcohol oxidasa que es inducible con metanol, sitio de clonacién mditiple,
la etiqueta c-Myc util para la inmunodeteccion, una etiqueta de polihistidinas Gtil para
la purificacion, un sitio de terminaciéon de la transcripcion del gen AOX1, y la
resistencia al antibiético zeocina. La integracidén del vector en P. pastoris se lleva a
cabo por recombinacion homéloga, entre las secuencias comunes del vector
previamente linearizado y del genoma de la levadura. Las diferencias entre ambos
vectores se encuentran en la forma de secrecion de las proteinas heterélogas siendo
para el primero intracelular y el segundo extracelular (Cregg et al., 2000). En nuetro
grupo de Investigacion se esta trabajando con las cepas P. pastoris GS115, KM-71y
X33 y con los vectores de expresion pHIL2, pHILD2, pPIC3.5, pPicZa y pPicZaa a,
con diferentes combinaciones entre cepas de P. pastoris con los plasmidos
compatibles para la expresion intracelular o extracelular (Tabla 5). En éste trabajo se

expresard el gen scFv 6009F en P. pastori X33/pPicZay P. pastori X33/ pPicZaa.

Tabla 5.- Combinaciones entre cepas de P. pastoris con los plasmidos compatibles para la expresion
intracelular o extracelular que se trabajan en nuestro grupo de investigacion.

Construccion Intracelular | Construccion Extracelular
P. pastori GS115/ pPIC3.5 | P. pastori GS115/ pPicZaa.
. pastori GS115/ pHILD2
. pastori GS115/ pHILD

. pastori GS115/ pPicZaB
. pastori KM-71/ pPic3.5 | P. pastori KM-71/ pPicZaa.
. pastori KM-71/ pHILD2
. pastori KM-71/ pHIL2

. pastori X33/ pPicZa | P. pastori X33/ pPicZaa
P. pastori X33/ pPicZaa

TU|T0| 0| 0|0 |00




2.- Justificacion

El fragmento scFv 6009F tiene la capacidad de reconocer y neutralizar el veneno del
alacran Centruroides noxius y las toxinas Cn2 y Cn3, ademas de presentar efecto
cruzado para las toxinas Cssl, Css4 de Centruroides suffusus y CIlI1 y CII2 de
Centruroides limpidus, por lo que pudiera ser parte de un anticuerpo terapéutico
potencial contra la picadura de alacran. Sin embargo hace falta realizar estudios
farmacocinéticos y de rescate en humanos antes de poder ser utilizado. Por lo cual
es necesario expresarlo heter6logamente en cantidades superiores a 1.1 mg/L
rendimiento obtenido en E. coli, y obtenerlo de manera soluble y biolégicamente
activo, por lo que la levadura Pichia pastoris puede ser un modelo apropiado para
cumplir con este propdésito, ya que proporciona algunas ventajas en comparacion con
E. coli tales como: presentar un crecimiento en biomasa elevado, rendimientos hasta
de 26 mg/L, la proteina a expresar puede ser secretada al medio y obtenerse de
manera soluble y biolégicamente activa debido a la maquinaria celular que le permite
la realizacion de procesos de maduracion y expresion caracteristicos de células

eucariotas.

3.- Hipotesis.

Es posible que la expresion del anticuerpo scFv 6009F usando dos diferentes
plasmidos que expresan la proteina intracelularmente pPICZA y extracelularmente
pPICZAa en la cepa de Pichia pastoris X-33 permita comparar con que plasmido se
obtiene mayor rendimiento y compararlos con los reportados en E. coli ; ademas de

poder evaluar si estos anticuerpos son capaces de reconocer la toxina Cn2.



4.- Objetivo general

Expresar el fragmento 6009F utilizando la cepa de levadura Pichia pastoris X-33 con
dos diferentes vectores para expresar heterélogamente proteinas intracelulares
pPICZA vy extracelulares pPICZAa y comparar los rendimientos obtenidos entre los

dos diferentes plasmidos.

4.1.- Objetivos particulares
e Expresion del fragmento 6009F en la cepa de levadura P. pastoris X33.
e Obtencion de clonas de Pichia pastoris capaces de producir el fragmento
6009F.
e Evaluar el rendimiento obtenido de la expresion del fragmento 6009F en
Pichia pastoris con respecto a los dos diferentes vectores de expresion.
e Verificar el reconocimiento de neutralizacién del anticuerpo scFv 6009F frente

a la toxina Cn2.



5.- Metodologia.

5.1.-Plasmidos

Se utilizé el pldsmido pSynl (Figura 3); donado por el Dr. Baltazar Becerril del
Instituto de Biotecnologia UNAM. Este plasmido contiene el fragmento de interés
scFv 6009F. Ademas de poseer caracteristicas que le permiten su facil replicacion y
purificacion (Tabla 6); asi como también se utilizaron los plasmidos pPICZAa que
permite la expresion de proteinas heterologas extracelularmente, y el plasmido
pPICZA que permite la expresion de proteinas intracelularmente ambos compatibles
con la cepa de Pichia pastoris x-33 Figura 4; sus caracteristicas principales se

describen en la Tabla 6
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Figura 3.- Esquema del plasmido pSyn1l.
Tabla 6.- Caracteristicas del pldsmido pSynl
ELEMENTO | FUNCION
PelB Secuencia sefal de secrecion periplasmatica, pectato-liasa B de
Erwinia cavolovora
Ecol ori Origen de replicacion
pLac Promotor lac
M13 ori Origen de replicacion del fago filamentoso M13
His tag Proporciona una cola de Histidinas que permite la purificacion de




la proteina mediante el uso de una columna Ni-NTA

C-myc Derivado de la proteina c-Myc, es una etiqueta de epitopo para la

deteccidn de la expresion recombinante.

pPICZ A,B,C (3.3 kb)

_ -3 .
E=-ESsousssSs
St TRl p s C-mycC epitope 6xHis |

,C (3.6 kb)

Frame-dependent variations

Figura 4.- Esquema del plasmido pPICZ

Tabla 7.- Caracteristicas del plasmido pPICZA y pPICZAa.

ELEMENTO FUNCION

5"A0X1 Promotor que permite la induccién por metanol.

pUC ori Origen de replicacion y mantenimiento en plasmido de
E. coli.

Gen de resistencia a | Sitio que le confiere resistencia a Zeocina para

zeocina (sh ble) seleccion.
C-myc Etiqueta para la expresion recombinante
His-6 Etiqueta de Histidinas que permite la purificacion de la

proteina por columna de Ni-NTA




MCS Sitio multiple de clonacion

a -factor * Sefal de secrecion extracelular.

5.2.- Organismos

5.2.1.- Cepa de Escherichia coli Top 10

Esta cepa es ideal para la propagacion y clonacion de plasmidos, ademas de poseer

una resistencia al antibiético tetraciclina para su seleccion

5.2.2.-Cepa de levadura Pichia pastoris X-33.

Esta cepa tiene genotipo de tipo silvestre y es compatible con vectores que tienen

resistencia a zeocina como los plasmidos pPICZA y pPICZAa.

5.2.3.- Medios de cultivo
e Luria bertani

1% Extracto de levadura
2% Peptona de caseina
2% Cloruro de sodio
2% Agar*
e YPD Yeast Extract Peptone Dextrose Medium (1 litro)

1% Extracto de levadura
2% Peptona de caseina
2% Dextrosa

2% Agar*

100 pg/ml Zeocina™

e BMGY and BMMY Buffered Glycerol-complex Medium
Buffered Methanol-complex Medium (1 liter)

1% extracto de levadura
1% extracto de levadura



2% peptona de caseina

100 mM fosfato de potasio pH 6.0
1.34% YNB

4 x 10-5% biotin

1% glycerol or 0.5% methanol

5.2.4.-KITS
Kit de purificacion de plasmido “Thermo Scientific Gene Jet plasmid” para la

obtencion del plasmido purificado.

5.3.- Mantenimiento y propagacion del plasmido pSynl, pPICZA y pPICZAa en
la cepa bacteriana top10F.

Se procedi6 a hacer la propagacion del plasmido pSynl, pPICZA vy
pPICZAa previamente transformados en células quimio competentes (ver anexo) de
la cepa bacteriana de Escherichia coli ToplOF, que tiene funcién de servir para la
clonacion y el mantenimiento de plasmido. Una vez obtenidas las colonias
transformadas en E. coli ToplOF, se tomé una asada de cada colonia con el
plasmido y se inocularon de manera independiente cada una en tubos con medio de
cultivo LB. Para la cepa E. coli Top 10F con el plasmido pSynl el medio LB utilizado
se afadieron los antibioticos tetraciclina (10 pg/mL) y ampicilina (100 mg /mL). Para
la cepa E. coli Top 10 con los plasmidos pPICZA y pPICZAa de manera
independiente se afiadieron los antibioticos 25 pg/mL zeocina y 10ug/mL tetraciclina.
Los tubos inoculados de E. coli Top 10F se incubaron 12 h a 37°C. Transcurrido el
tiempo de incubacion se utilizo el Kit de purificacion de plasmido Thermo Scientific
Gene Jet plasmid kit para la obtencion del plasmido purificado. Posteriormente, los
tubos anteriores se centrifugaran durante 2 minutos. Para después purificar el

plasmido pSynl por medio de un Kit de purificacion de plasmidos Thermo Scientific.



5.4.- Amplificacion del fragmento 6009F.

A partir del plasmido purificado se realizo la amplificacion del fragmento de interés
6009F mediante PCR, con el uso del oligos previamente disefiados para cada
plasmido. La direccionalidad y el disefio de oligos se verificaron con el programa

computacional SNAPGene.

Una vez obtenida la purificacion del plasmido pSynl/scFv 6009F, se realiz6 un PCR
con los oligonucledtidos especificos disefiados para amplificar el gen scFv 6009F
para insercion en plasmido pPICZAaq, 1 Forward 5" y 2 Reverse 3" (Tabla 8). Se
estandarizaron las condiciones para la amplificacion del producto de PCR y se
llevaron a cabo tres reacciones de PCR de 50 pl de volumen total cada una (Tabla
9). Posteriormente se corrio un gel de agarosa al 0.8%.

Tabla 8.- Secuencia de los oligos 1y 2 utilizados para amplificacién scFv 6009F.

1 Forward 5’ TAA GAATTC ACC ATG GCC GAG GTG
2 Reverse 3’ TGC GGC CGC ACG TTT GA

Tabla 9.- Condiciones de PCR

Ciclos Temperatura Duracion

1 95°C 2:30 min
39 95°C 40 seg
ciclos 66°C 40 seg
72°C 1min
1 72°C 10 min

Para el caso de la amplificacion del gen scFv 6009F para clonacion en el plasmido
plasmido pPICZA se utilizaron los oligos 1 Forward 5° que contiene una regién Kozac
para el inicio de la traduccién y el oligo 2 reverso 3" (Tabla 10), de igual forma se
estandarizaron las condiciones para la amplificacion del producto de PCR y se
llevaron a cabo tres reacciones de PCR de 50 ul de volumen total cada una (Tabla

11). Posteriormente se corrié un gel de agarosa al 0.8%.



Tabla 10.- Secuencia de los oligos 3y 4 utilizados para amplificacién scFv 6009F.

Forward 5’ GTA GAATTC GAG GTG CAG CTG GTG G
4 Reverse 3’ TGC GGC CGC ACG TTT GA

Tabla 11.-Condiciones de PCR

ciclos temperatura Duraciéon

1 95°C 2:30 min
39 95°C 40 seg
ciclos 68°C 40 seg
72°C 1 min
1 72°C 10 min

5.5.- Doble digestién de los plasmidos pPICZA y pPICZAa y del gen scFv 6009F.

Una vez obtenida la purificacién de los plasmidos pPICZA y pPICZAa se realiz6 a
cada uno, una doble digestién, asi como a las amplificaciones del fragmento scFv
6009F, para lo cual todas las muestras serdn puestas en tratamiento de doble
digestion por separado cada una de 20pl de volumen final. Para estas reacciones se

utilizaron las enzimas EcoRI y Notl como se observa en la Tabla 12.

Tabla 12.- Condiciones para doble digestion

Buffer O 2 ul
EcoRI 0.5 pl
Notl 0.5 ul
DNA 10 ul
H,O 7ul

Volumen final por reaccion 20 pl




Las reacciones se dejaron en incubacién durante dos horas a 37°C, posteriormente

se inactivaron las enzimas a 20 minutos a 65°C.

5.6.- Ligacion del gen scFv 6009F con los plasmidos pPICZA y pPICZAa.
Se cuantifico la concentracion de cada muestra de los plasmidos y de los insertos
digeridos previamente. Una vez obtenidas las concentraciones se utilizé la pagina

https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation para estimar la concentraciéon de vector y

de inserto a utilizar para la ligacion con respecto a las concentraciones obtenidas. Se
utilizé la enzima T4 ligasa. Las muestras se dejaran incubar a 16°C durante 16 h, una

vez transcurrido el tiempo de incubacion se inactivo la enzima a 65°C por 10 minutos.

Se utilizaron células de la cepa bacteriana Topl0F quimio competentes preparadas
previamente para ser transformadas con los productos de la ligacion realizada
previamente, posteriormente se tomaron 50 ul cada una de las muestras y se
plaguearon por separado en cajas Petri que contenian medio de cultivo LB con los
antibiéticos de zeocina 25 pug/mL vy tetraciclina 10pug/mL para su seleccion, las cajas

se dejaran incubar overnight a 37°C.

5.7.- PCR de colonia de las transformantes

Se picaron 20 colonias al azar de las transformantes obtenidas previamente de la
ligacion pPICZA+6009F y pPICZAa+6009F, la mitad de cada colonia se utilizd para el
PCR de colonia y la otra mitad se plaqueo en caja Petri con medio de cultivo LB agar
con antibidticos zeocina y tetraciclina. Para las reacciones de PCR se utilizaron los
oligos que se muestran en la Tabla 13; y se utilizaron las condiciones de PCR como

se observa en la Tabla 14.

Tabla 13.- Oligos utilizados para PCR de colonia.

Forward AOX5’ GAC TGG TTC CAATTG ACA AGC

Reverse AOX3’ GCA AAT GGC ATTCTG ACATCC



https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation

Tabla 14.- Condiciones para PCR de colonia.
Ciclos temperatura Duracion

1 95°C 5 min

1 95°C 2:00 min
39 95°C 40 seg
ciclos 68°C 40 seg
72°C 1 min
1 72°C 10 min

5.8.- Doble digestién o liberacién del fragmento

A las clonas positivas se les realizo una doble digestion con la finalidad de observar
la liberacion del fragmento del gen scFv 6009F y asi comprobar la correcta
transformacion.. Se realizaron cuatro reacciones de doble digestion y las condiciones
utilizadas que se observan en la Tabla 15, los resultados se corroboraron por medio

de geles de agarosa al 0.8 % para observar las bandas de interés.

Tabla 15.- Condiciones de doble digestion para construccion.

Componente Volumen
Buffer O 2ul
EcoRI 0.5 pl
Notl 0.5 pl
H,O nucleasa free 7 pl
DNA. 10 pl

5.9.- Crecimiento de la cepa Pichia pastoris X-33.

A partir de la cepa P. pastoris X-33 mantenida en glicerol, se puso en crecimiento en
cajas Petri con medio YPD compuesto de extracto de levadura, peptona, dextrosa y
agar; se dejaron crecer a una temperatura de 28-30°C durante aproximadamente 5

dias hasta poder observar colonias aisladas.




5.10.- Transformacion por electroporacion de P. pastoris X-33.

En matraces de 500 mL se agregaron 250 mL de medio YPD fresco y estéril y se
inocularon con 250 mL del cultivo crecido previamente, se dejé en crecimiento toda la
noche a una temperatura de 28-30°C en agitacion constante 250-300 rpm; una vez
que el cultivo alcanzo una DOgg 0.2-0.3 se inicid la transformacion para lo cual el
cultivo se centrifugo a 1500 rpm durante 5 minutos; el pellet obtenido se
resuspendio en 250 mL de agua esteril; una vez resuspendido se volvié a centrifugar
y el pellet obtenido se resuspendio en sorbitol 1M para un volumen final de 1.5 mL

las células obtenidas se almacenaron a 4°C hasta su uso.

Se mezclaron 80 pl de la mezcla anterior con 5-10 ug de pPICZA linealizado en una
celda para electroporacion, esta celda se incubo en hielo durante 5 minutos y
posteriormente se utilizd un electroporador donde las células fueron pulsadas
utilizando los pardmetros Tension de carga (V): 1500; Capacitancia (uF): 25;
Resistencia (Q): 200 e inmediatamente se agregd 1 mL de sorbitol 1M frio y las
células se transfirieron a un tubo eppendorf para la recuperaciéon celular, este tubo

se incubo a 30° C sin agitar durante 1-2 horas.

Posteriormente la mezcla anterior se distribuyd de 50-200 ul en placas de agar con
ayuda de perlas de vidrio, las cajas Petri contenian medio de cultivo YPD con
antibiético Zeocina 100 pg / ml, estas placas se incubaron durante 3-5 dias a una
temperatura de 28-30°C hasta obtener colonias aisladas. Pasado este tiempo y una
vez obtenidas las colonias transformadas se eligieron 10-20 colonias para su
purificacion y crecimiento para mantenimiento esto se hara nuevamente utilizando

medio de cultivo YPD con zeocina en cajas Petri.

5.11.- Expresion del fragmento 6009F en la cepa de P. pastoris.

Se seleccionaron colonias puras de Pichia pastoris, cada una se inoculara en 50 mL
de BMGY en un matraz estéril de 250 mL se incubaron a 26 y 28 °C en agitaciéon
constante (250-300) rpm durante aproximadamente 16-8 horas hasta que el cultivo
alcanzo una DOgg = 2-6, posteriormente se realizé una centrifugacion a 3000 rpm
durante 5 minutos, se decanto el sobrenadante y el pellet obtenido se resuspendié en

medio BMMY para inducir la expresion ( 100-200 mL), el cultivo resuspendido se



transfiri6 a un matraz de 250 mL, se incubo a una temperatura de 28-30°C; se
agreg6 metanol a una concentracion final de 0.5% cada 24 horas para mantener la
induccion durante por lo menos los primeros 3 dias de crecimiento. Se tomaron
muestras de 1 mL antes y después de agregar metanol, estas muestras sirvieron
como referencia para observar el periodo de tiempo Optimo de la expresion del
fragmento de interés después de la induccion por metanol.

5.12.-Purificacién del anticuerpo scFv 6009F.

El cultivo para el caso del plasmido pPICZA de expresion intracelular sera sometido
al rompimiento celular por medio de un buffer de ruptura celular (para el caso del
plasmido pPICZAa este paso se omiti6 debido a que el pldsmido es de expresion
extracelular), una vez obtenido este cultivo se sometié a una dialisis mediante una
membrana de nitrocelulosa y se mantuvo en un buffer PBS durante toda la noche a
una temperatura de 4°C, el buffer PBS se cambié constantemente para mejorar la

purificacion.

Una vez transcurrido el tiempo de didlisis la muestra fue sometida a la purificacion
por columna de afinidad Ni*>-NTA, pasando la muestra de forma lenta,
posteriormente una vez que toda la muestra atraveso la columna de afinidad se
utilizaron diferentes concentraciones de imidazol ( 25mM, 250mM) para la obtencion

de la proteina.

Los sedimentos celulares se analizaron por medio de SDS- PAGE y western blot

donde se utiliz6 un anticuerpo anti- His.

También se utilizara el método de Bradford para la cuantificacion de la proteina total

y purificada.

5.13.- Verificacion del reconocimiento de la toxina Cn2 frente al scFv6009F.

Se incubara en placas de ELISA poliestireno de alta unién, esas placas seran
recubiertas durante toda la noche con 0.3 pg de la toxina Cn2 en un tampoén de
bicarbonato 50 mm pH 9,4 a 4°C,las placas seran lavadas tres veces con NaCl / Piy
0.1% (v / v) Tween, y se agregara 0,5% (p / v) de bloqueador BSA en NaCl / Pi
durante 2 horas a 37°C. Posteriormente se agregara el anticuerpo 6009F purificado



anteriormente a cada posillo de la placa y se incubara durante 1 hora a 37°C, una
vez transcurrido el tiempo de incubacion se lavaran las placas y el anticuerpo sera
detectado para su verificacion por el anticuerpo anti c-myc. Las placas se leeran a
492 nm en un lector de ELISA, las clonas que se uniran a Cn2 con valores de

absorbancia > 2 se consideraran positivos y seran enviados para su secuenciacion.

6.-Resultados

6.1.-Mantenimiento y purificacion del plasmido pSyn 1, pPICZA y pPICZAa
Después de la transformacion de las células quimio competentes ToplOF con cada
uno de los plasmidos se pudo observar el crecimiento adecuado de las colonias.

Figuras 5.

Figura 5. Cultivo de E. coli TOP 10F en LB agar con el de plasmido A) pSyn1, B) plasmido pPICZA y C)
pPICZAa

6.2.- Purificaciéon de los plasmidos pSynl, pPICZA y pPICZA«a

La purificacion de pSynl/scFv 6009F se muestra en la Figura 6, el control de los
pesos moleculares fue el marcador de 1KB que se muestra en el carril 5. En los
carriles 2, 3 y 4 se puede observar: a) La banda correspondiente al plasmido pSynl
de un P.M. de 3750 pb, b) Las bandas de arriba de un P.M. de 3750 que son el DNA



super enrollado y por debajo de éste P.M. las bandas corresponden al DNA en su
forma relajada. En la Figura 7, Se observa en el carril 1 el marcador de peso
molecular de 1KB, y en los carriles 2 y 3 la banda de 3300 pb que corresponde al
P.M. del plasmido pPICZA. En la Figura 8 En el carril 1 se observa el marcador
molecular de 1 KB, y en los carriles 2, 3y 4 la banda de 3600pb que corresponde al
P.M. del plasmido pPICZAa.

1 2 345

3750 pb

3600 pb

Figura 6. Purificacion del Figura 7. Purificacion del Figura 8.Purificacion del
plésmido pSynl. plésmido pPICZA plasmldo pPICZAa

6.3.- Amplificacion del gen scFv 6009F con oligos para insercion en pPICZA

para P. pastoris X-33.

Una vez amplificado el gen scFv 6009 F del plasmido pSyn mediante PCR, con los
oligos que contienen los sitios de restriccion para las enzimas Ecorl y Not I, ademas
del sitio Kozak, se corrié un gel de agarosa al 0.8% para observar el producto de
amplificacion una banda de 747 pb correspondiente al gen scFv 6009F. En la Figura
9 se puede observar en el carril 1 el marcador de 1 KB y en los carriles 2, 3, y 4 la
banda esperada de 747 pb.



ey 747 pb

Figura 9.- Gel de agarosa al 0.8 % que muestra la amplificacion del gen scFv 6009F.

6.4.- Amplificacion del fragmento scFv 6009F para clonarlo en el plasmido
pPICZAa para P. pastoris X33

De igual forma una vez amplificado el fragmento de interés scFv 6009F mediante
PCR con los oligos forward que no contiene el sitio Kozak a diferencia del
experimento anterior pero si el mismo oligo Reverse. Se corrié un gel de agarosa al
0.8% y se observé una banda de 738 pb que corresponde a la amplificacion del
fragmento scFv 6009F. En Figura 12, se puede observar en el carril 1 el marcador

de 1 KBy en los carriles 2, 3, 4 y 5 la banda esperada de 738 pb.

738 pb

Figura 10.- Gel de agarosa mostrando la amplificacion del gen scFv 6009F.



6.5.- Ligacion del plasmido pPICZA+ inserto 6009F y pPICZA a+ 6009F

Se muestra el crecimiento de las colonias de E. coli TOP 10 F transformadas con el
plasmido pPICZA y pPICZAa que contiene el gen scFv 6009F. Dicha transformacion
se realizo a dos diferentes concentraciones Inserto: Plasmido: A. 5:1. B. 7:1 y C.1:1

Control cepa sin transformar.

Figura 11.- Colonias de E. coli TOP 10F obtenidas a diferentes proporciones inserto: vector: a) 5:1, b) 7:1 y c) el control

Una vez obtenidas las colonias transformadas, se les realiz6 un PCR de colonia
empleando los oligos AOX5" y AOX3 para amplificar el gen scFv 6009F. Se corrid
un gel de agarosa 0.8%, en el carril 1 el marcador de 1 KB como control, en los
carriles 2, 3y 8 se observa una banda de aproximadamente 1100 pb correspondiente
a la amplificacion del promotor AOX y el gen scFv 6009F, mientras que en los
carriles 4, 5, 6 y 7 se observan bandas de 385 pb que corresponden a la
amplificacion sin el scFv 6009F Figura 13. Esto quiere decir que las clonas positivas
corresponden a las muestras de los carriles 2, 3 y 8 mismas que se enviaron a

secuenciar.



1100p

325p

Figura 12, Gel que muestra el producto de PCR de colonia con la construcciéon pPICZA+6009F

Se realiz6 la misma metodologia para el caso de la ligacién pPICZAa+6009F donde
se observan bandas positivas de 1100 pb en los carriles 4 y 5 mientras que en los

carriles 2, 3, 6, 7 y 8 las bandas tienen un peso de 588 pb que correspondientes al

plasmido vacio por tanto son clonas negativas (Figura 13).

1100 pb

588 pb

Figura 13.- PCR de colonia de las colonias con la construccién pPICZAa+6009F



6.7.- Purificacion de los plasmidos con las construcciones pPICZA y pPICZAa
Las colonias positivas de cada una de las construcciones se cultivaron en agar LB,
una vez crecidas se tomoé una asada de células que se pasaron a tubos de 5 mL con
medio LB, se resembro cada colonia por separado y se dejaron incubar toda la
noche a 37°C. Empleando el kit de purificacion de pladsmido Thermo Schientific
geneJet plasmid miniprep kit se purifico el plasmido y se corrié un gel de agarosa al
0.8%. En el gel se pudo observar el marcador de 1 KB en el carril uno, en los carriles
2, 3, 4 una banda de peso molecular de 4038pb que corresponde al peso de las
construccion del plasmido pPICZA /scFv6009F, en el carril 5 se observa el vector
pPICZA vacio como control negativo (Figural4).

4038pb
3300pb

Figura 5.- Purificacion de plasmido con la construccién pPICZA+6009F

6.8.- Doble digestion de las clonas con la construccion pPICZA/scFv 6009F y
pPICZAa/scFv 6009F.

A las clonas positivas se les realizd una doble digestion con la finalidad de
comprobar que tuvieran el plasmido con el gen scFv 6009 F, es decir, la construccion
correcta. En la Figura 15 se puede observar en el carril 1 el control positivo de PM 1

KB, en los carriles 2, 3 y 4 dos bandas, una de 3300 pb que corresponde al plasmido



pPICZA y otra banda de menor tamafo es decir de 747 pb que correspondiente al
peso del fragmento scFv 6009 F. En la Figura 16 se observa el control en el carril 1
de 1 KB, en los carriles 2, 3, 4 y 5 una banda de 3600 pb que correspondiente al
plasmido pPICZAa y otra banda inferior correspondiente al fragmento scFv 6009 F.
Lo que indica que las clonas de E. coli TOP 10F seleccionadas contienen el plasmido

con la construccion deseada y son positivas.

3600 pb

3300 pb (Vector vacio)

(Vector vacio)

738 pb
(Fragmento

747 pb 6009F)

(Fragmento 6009F)

Figura 6.-Doble digestion de pPICZA+6009F Figura 16.- Doble digestion de pPICZAa+6009F

Una vez confirmadas ambas construcciones, se procedi6é a purificar los plasmidos
correspondientes empleando el kit de purificacion GenelJet. En seguida se
cuantificaron las muestras obtenidas mediante nanodrop, se mandaron a secuenciar
4 clonas en total, dos clonas con la construccion del plasmido pPICZA y dos con la
construccion pPIZAa a la unidad de secuenciamiento de IBT-UNAM,

Tabla 16.- concentraciones de las construcciones de los plasmidos pPICZA y pPICZAa

Clona Concentracion Volumen final

1 pPICZA 70.3 ng/pl 7.11 pl

2 pPICZAa 50.6 ng/pl 9.88 ul




6.9.- Alineamiento de las secuencias obtenidas con la construccion
pPICZA+6009F y pPICZAa+6009F.

Una vez obtenidas las secuencias se procedi6 a realizar alineamientos mediante la
realizacion de Blast utilizando la herramienta de datos del NCBI. Se obtuvo que la
clona 1 presento un 100% de identidad con la secuencia del fragmento de interés
scFv 6009F, mientras que las otras dos clonas positivas presentaron cambios en la
mitad de la secuencia de aminoacidos donde cambio una alanina por una timina y
una arginina por una glicina, y tres cambios de aminoacidos mas al final de la
secuencia donde cambio isoleucina por aspartato, lisina por glutamina y arginina por
timina. Estos cambios podrian afectar para el reconocimiento de la toxina Cn2 o bien
para el correcto plegamiento de la proteina, por lo cual solo se transformé P. pastoris
X-33 utilizando el plasmido pPICZA+6009F con la secuencia correcta que no
presento ningun cambio en la secuencia y que tiene 100% de homologia con el gen
scFv 6009F depositado en el Genebank. Del mismo modo ocurrié con el plasmido
pPICZAa+6009F, de las clonas obtenidas solo una presento el 100% de identidad
con respecto el gen scFv 6009F depositado en el Genebank. En la Figura 13 se
puede observar el resultado que arrojo el alineamiento que se realizé con las

secuencias de las clonas positivas que no presentaron ningin cambio.

single chain Fv antibody 6009F, partial [synthetic construct]
Sequence ID: AAX11169.1 Length: 240 Mumber of Matches: 1

Range 1: 1 to 240 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
484 bits(1246) 7e-172 Compositional matrix adjust. 240/240{100%:) 240/240{100%) 0/240{0%)

Query 3 EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAGSGF TFONY AMHWIRQVPGEGL EWVSGISRGSGDIGY 62
EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAGSGF TFONY AMHWIRQVPGEGL EWVSGISRGSGDIGY
Sbjct 1 EVOLVESGGGLVQPGASLRLSCAGSGF TFONY AMHWIROVPGEGL EWVSGISRGSGDIGY &8

Query 63  ADSVKGRFTISRDDAKKSLSLOMNSLRAEDTAVYYCARGGFGSFOTWGRGTMVTVSS5G0G 122
ADSWKGRFTISRDDAKKSLSLOMNSLRAEDTAVY Y CARGGFGSFDTIHWGRGTMYTWVSS5GGG
Sbjct 61  ADSVKGRFTISRDDAKKSLSLOMMSLRAEDTAVYYCARGGFGSFDTWGRETMVTYSSGGE 128

Query 123 G506065G0GG5EIVLTOSPATLSVSPGERATILSCRASQSVRSFLAWYQQKPGQAPRLLT 182
G50006500005EIVLTOSPAT LSVSPGERATLSCRASOSVRSFLAWYQQKPGQAPRLLI
Sbjct 121 GSGEGGESGOGGSEIVLTOSPATLSVSPGERAILSCRASQSVRSFLANYQQKPGOAPRLLI 188

Query 183 SDASNRATGIPARFTGGGSGTDFTLTISSLEPEDFAIYYCQOYRYSPRTFGQGTEVEIKR 242

SDASNRATGIPARFTGGGSGTDFTLTISSLEPEDFATYYCQOYRYSPRTFGQGTKVEIKR
Sbjct 181 SDASNRATGIPARFTGGESGTDFTLTISSLEPEDFALYYCQOQYRYSPRTFGQGTKVEIKR 248

Figura 7.- Resultado del Blast realizado con las secuencias de ambos plasmidos pPICZA+6009F y pPICZAa+6009F



6.10.- Transformacion de la cepa a Pichia pastoris X-33.

Una vez obtenidas las clonas positivas se crecieron en medio LB suplementado con
antibiotico zeocina, posteriormente se purificaron ambos plasmidos con las dos
diferentes construcciones mediante el kit GeneJet. Una vez purificado el plasmido
se cuantifico y se realizdé una linealizacion utilizando la enzima Sacl para llevar a
cabo la integracion del plasmido al genoma de P. pastoris. Para la transformacion se
utilizaron células electrocompetentes de la cepa X-33 como se indica en el Anexo 2.
Posteriormente se tomaron 15 colonias al azar y se realizé PCR de colonia para
corroborar la integracion del plasmido al genoma de P. pastoris. El gel de agarosa
de la Figura 18 muestra el marcador de PM 1 KB en el carril 1, en el 2 una colonia
negativa, y en los carriles 3, 4, 5y 6 colonias positivas con una banda de 1100pb que
corresponden al gen scFv 6009F con AOX3'y 5’ del plasmido pPICZAa. En la Figura
19 se observé el marcador de P.M. de 1KB en el carril 1, en el dos un control
negativo de tal forma que no observamos ninguna banda, en el carril 3 un control
positivo una clona con la integracion del fragmento 6009F confirmada, en los carriles
3 y 4 colonias vacias, y en los carriles 5, 6 y 7 clonas positivas con las bandas

esperadas correspondientes al peso del fragmento de 1100 pb.
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Figura 88.-Clonas positivas de cepa X-33+pPICZAa Figura 99.- Clonas positivas de cepa X-33+pPICZA



6.11.-Expresion de la cepa de levadura X-33+ 6009F en reactor.

Una vez obtenidas las clonas con cada uno de los plasmidos integrados al genoma
de levadura X-33 se procedio a realizar la expresion del anticuerpo scFv 6009F. En
medio base con glicerol en un reactor de 1000mL. Usando un inoculo de 100mL
previamente cultivado en matraz con antibiético zeocina, se incubo a 28°C con
agitacion a 180 rpm. El cultivo se indujo con 1% de metanol cada 24 horas. Los
sobrenadantes del cultivo a diferentes tiempos se pueden observar en la Figura 20.
En los tiempos 72 y 96 horas se observa la produccion de proteina scFv 6009F con

una banda correspondiente a 28kD.
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Figura 10.- GEL SDS PAGE que muestra la expresion en reactor de la clona con el plasmido pPICZAa

6.12.- Expresion de la cepa de levadura X-33+pPICZAa scFv 6009F en matraz.

Para expresion en matraz se utilizaron matraces de 500 ml con 50 ml de medio base
con YNB vy glicerol, usando la construccion en P. pastoris X-33 pPICZAa+ scFv
6009F, se parti6 de una asada de un inoculo de agar YPD. El crecimiento se indujo
con 1% de metanol cada 24 horas hasta 96 horas incubado a 28, 30 y 26°C a 180
rpm. Se tomaron muestras cada 24 horas. Las muestras se procesaron centrifugando
y dializando en buffer PBS a 4° C usando una membrana de nitrocelulosa con
lavados constantes. La muestra se purifico mediante una columna de afinidad a

niquel Ni** -NTA dando tiempo a su retencién en la columna, se utilizaron dos



diferentes concentraciones de Imidazol 25mM y 250 mM para desprender la proteina

de la columna.

En el gel de SDS-PAGE de la Figura 21, se puede observar el marcador de peso
molecular en el primer carrril, posteriormente se observan las muestras de las
diferentes horas de incubacion 24, 48, 72 y 96 horas en los tres ultimos carriles se
puede observar la banda de 28 KDa que corresponde al scFv 6009F de tal manera
gue podemos observar que la expresion de la proteina de interes comienza a las 48

horas de induccion.

Las muestras de 48, 72 y 96 horas se dializaron y se pasaron por columna de
afinidad a niquel y se procedio a la recuperacion de la proteina con eluciones de
imidazol como se menciona en materiales y metodos, sin embargo no se observo
ninguna banda en las eluciones de imidazol, de tal manera se deduce que la proteina
no se pega a la columna. Se corrieron geles de SDS-PAGE al 12% con las muestras

de las eluciones con imidazol y no se observo ninguna banda (geles no mostrados).
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Figura 21 .- Expresion en matraz de la clona con el plasmido pPICZAa incubada a 28 °C

En el caso de la expresion incubada a los 26 °C en la Figura 22 se puede observar

las muestras de las diferentes horas de incubacion donde el primer carril



corresponde al marcador de peso, el carril 2 es la muestra de la hora O es decir aun
sin induccion por metanol, en los carriles 2 y 3 pertenecen a las muestras obtenidas
a las 24 horas de induccion, los carriles 4 y 5 corresponden a la muestra de las 48 h,
en los carriles 6 y 7 corresponden a las muestras de la hora 72, y los carriles 8 y 9
corresponden a las muestras de la hora 96.

Podemos observar (Fig 22) que se obtuvieron bandas correspondientes al peso de
nuestra proteina de interes (28KD) a partir de lasmuestras de 24, sin embargo en los
carriles 2 y 3 que peretencen a las muestras de las 24 horas de incubacion se puede
observar que la banda de interes se encuentra ubicada un poco mas arriba que las
muestras observadas en las horas posteriores, esta banda nos podria indicar una
probable glicosilacion enla proteina a las 24 horas de induccion.estas muestras

fueron dializadas y purificadas como se indica en los materiales y metodos.

Figura 22 1 Expresion en matraz de la clona con el plasmido pPICZAa incubada a 26 °C

En la Figura 25 podemos observar la expresion del fragmento scFv 6009F en la
cepa x-33 con el plasmido de expresion intracelular pPICZA donde el carril 1



corresponde al marcador de peso molecular, carril 2 muestra antes de induccién,
carril 3 y 4 muestra de la expresion a las 24 horas, carril 5 expresion 48 horas, carril
6y 7 expresion 72 horas y carril 8 expresion 96 horas. Donde se observa la banda de
interés a partir de las 24 horas. Estas muestras se pasaron por la columna de
afinidad a niquel y la posterior recuperacion con imidazol sin embargo no se observo

la recuperacion de la proteina en los geles de SDS-PAGE (geles no mostrados)
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Figura 25 1 Muestras lisadas de la expresion de la cepa x-33 con el plasmido pPICZA

Una vez que se pasaron las muestras por la columna de afinidad a niquel pudimos
observar la obtencién de la proteina purificada de las muestras obtenidas a las 24
horas (Fig. 23). Mientras que para las muestras de 48,72 y 96 horas no se pegaron
a la columna de afinidad ( gel no mostrado) por lo que se pudiera pensar que la
diferencia entre el peso de la banda obtenida a las 24 horas comparada con las
demas se debe a que probablemente a las 24 horas la proteina se encuentra en el
sobrenadante con la cola de histidinas de tal manera que por eso podemos purificarla
en ese momento de la expresién, mientras que conforme el tiempo de induccién pasa



se pierde la cola de histidinas probablemente a que durante el proceso de la
expresion se active alguna proteasa que la corta.

Figura 23 1 Eluciones de Imidazol 250 mM de las muestras de 24 horas de induccion.

6.13.- Western blot

Los resultados de un Western Blot revelando la proteina con la cola de 6 His+ con un
anticuerpo Anti-His se muestran en la figura 24 donde se observa:

Marcador de peso molecular

P. pastoris X-33 a las 0 horas (sin induccién)

Expresion a las 24 horas X-33 (sobrenadante)

Expresion a las 48 horas X-33 (sobrenadante)

Expresion a las 72 horas X-33 (sobrenadante)

Control proteina purificada de GS115

Purificacion de la proteina obtenida de la expresion a las 24 horas.

® N U A W N R

Expresion a las 96 horas X-33
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Figura 24 1 Western blot con diferentes muestras de clonas con el gen scFv6009F

El fragmento scFv 6009F pudo ser reconocido por el anticuerpo anti histidinas por
Western blot, lo que podria indicar por un lado, que a las 24 horas en la cepa de X-
33 con el plasmido de expresion extracelular pPICAa expresa el fragmento 6009F
con la cola de histidinas, sin embargo después de las 24 horas de expresion existe
probablemente degradacion por proteasas de la cola de histidinas ya que la proteina
scFv 6009F si se ve en geles de SDS PAGE ligeramente por debajo del peso

esperado.

Por otro lado, algo que se aprecia en el Western blot es que la proteina scFv 6009F
expresada en P. pastoris GS115 con plasmidos para su expresion extracelular y
utilizada como control si esta siendo reconocida por el anticuerpo anti-His, pero con
una ligera variacion en P.M., de tal manera que pudiera estar glicosilada y la
proteina expresada en X-33 se reconoce en el mismo peso que el control de tal
forma que también pudiera estar glicosilada, por lo que el peso molecular debera ser

determinado por masas.



7.-Discusion

En este trabajo se presenta la cepa de levadura X-33 como herramienta para la
expresion de la proteina heterologa scFv 6009F que es capaz de reconocer al

veneno completo y a la toxina Cn2 del alacran Centruroides noxius.

Se lograron obtener dos construcciones para ser utilizadas con la cepa X-33, la
primera con el plasmido pPICZA/6009F de expresion intracelular y la segunda con el
plasmido pPICZAa/6009F de expresidn extracelular, de tal modo que se utilizaron
dichos plasmidos para trasformar la cepa de levadura X-33 y de esta manera
integrar el gen de interés al genoma de levadura para poder llevar a cabo la

expresion de la proteina de interés scFv 6009F.

La cepa de levadura transformada con el plasmido pPICZAa es capaz de expresar la
proteina de interés en matraz y en reactor, ya que en geles de SDS-PAGE utilizando
las muestras obtenidas de las diferentes horas de expresion se puede observar la
banda correspondiente al peso del fragmento scFV6009F (28KDa). Por otro lado
una vez gque se realiza la purificacion de la proteina de las muestras obtenidas de la
expresion incubada a 28°C utilizando una columna de afinidad a niquel se observa
gue en las muestras correspondientes a los lavados de PBS se presenta la banda
correspondiente al peso del fragmento scFv 6009F, lo que nos indica que la proteina
no se esta pegando a la columna de afinidad a niquel.lo que pudiera indicar la
perdidad de la cola de histidinas durante la expresion y especificamente a esta
temperatura; al realizar el Western blot para la identificacion de la proteina utilizando
el anticuerpo anti-His no se logré reconocer la proteina, ni en la expresiéon en matraz,
ni en reactor pero si en los controles positivos. Estos resultados sugieren que pueda
estarse cortando la cola de histidinas debido a las proteasas localizadas en la via
secretora de la levadura, impidiendo la purificacién por afinidad a niquel; por otro
lado Zhang et al, en 2007 reporta que en levadura de P. pastoris las proteinas
normalmente se pliegan y ensamblan en reticulo endoplasmico, pero cuando se trata
de proteinas heterologas a veces se retienen en el citoplasma o en el reticulo
endoplasmico, causando una agregacion de proteinas que desfavorece al

plegamiento optimo, de tal manera que la proteina heterologa pudiera estarse



degradando dentro del mecanismo secretor de la célula o bien se envié mal plegada
al citoplasma.

También se han reportado diversos factores que impiden o favorecen la expresion
correcta de las proteinas o bien contribuyendo a que la cola de histidinas se pierda
durante la expresion heterologas en levadura P. pastoris, algunos factores
reportados son: la optimizacion de la temperatura, la induccion producida por
metanol, el pH, aireacion del cultivo celular; por lo que resulta complejo estandarizar
los pardmetros adecuados para el resultado de las proteinas expresadas
heterologamente en levadura, ademas de que cada cepa de P. pastoris requiere de
distintas condiciones para la expresion de proteinas, como reporta Ezzine et al.,
2012, donde obtiene la produccion de proteina heterologa disminuyendo la

temperatura hasta los 17°C.

En este trabajo una vez disminuida la temperatura a los 26°C se pudo obtener la
purificacion de la proteina de interés 6009F, de tal manera que para esta cepa C-33
con el plasmio de expresiéon extracelular pPICAa favorecio para la expresion de la

proteina.

En este momento se estda expresando el anticuerpo para obtener una mayor
produccién y generar un anticuerpo especifico para scFv 6009F en conejo, de tal
manera que no se requiera el anticuerpo de Histidinas o el Cmyc para detectarla en

el Western blof.



8.-Conclusiones y perspectivas.

Se obtuvieron las dos construcciones en los plasmidos pPICZA y pPICZAa cada

uno con el gen scFv 6009F.

Se obtuvieron las secuencias con homologia de 100% de identidad con respecto al

fragmento de interés 6009F para poder integrarse al genoma de P. pastoris.

Se llevé a cabo la expresion en matraz a dos diferentes temperaturas de incubacion
26 y 28 °C y en reactor 28°C de la cepa X-33/6009F.

Se obtuvo la purificacion de la proteina con el plasmido de expresién extracelular

incubada a una temperatura de 26 °C.

Se encuentra en proceso la generacién de un anticuerpo especifico para scFv 6009F
en conejo, de tal manera que no se requiera el anticuerpo de Histidinas o el Cmyc

para detectarla en el Western blot.



9.- Anexos
9.1.-Secuencia del fragmento 6009F

AGGGGGAGGAAAAGAGATCGAATCTTCTCGCGGCCAGCCGGCCATGGCCGAG
GTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGA
GACTCTCCTGTGCAGGCTCTGGATTCACCTTTGATAATTATGCCATGCATTGGAT
ACGCCAAGTTCCAGGGGAGGGCCTGGAGTGGGTCTCAGGTATTAGTCGGGGCA
GTGGTGACATAGGCTATGCGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAG
ACGACGCCAAGAAGTCCCTGTCTCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGAC
ACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGGGGGTTCGGAAGTTTTGATACCTGGGG
CCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCTTCTGGAGGTGGCGGATCAGGAGGCGGAG
GTTCTGGTGGAGGTGGGAGTGAAATTGTGCTGACTCAGTCTCCTGCCACCCTGT
CTGTGTCTCCCGGGGAAAGAGCCATCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTA
GGAGCTTCTTAGCCTGGTACCAACAGAAACCTGGGCAGGCTCCCAGGCTCCTCA
TCTCTGATGCATCCAACAGGGCCACTGGCATCCCAGCCAGGTTCACTGGCGGT
GGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGATTTT
GCAATTTATTACTGTCAGCAGTATCGTTACTCACCTCGGACGTTCGGCCAAGGG
ACCAAGGTGGAGATCAAACGTGCGGCCGCAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAG
GATCTGAATGGGGCCGCACATCACCATCATCACCATTAATAAGAATTCACTGGCC
GTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGC
CTTGCAGCACATCCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCLCCGC
ACCGGATCGCCCTTTCCCAACAGTTTGCGCCAGCCCTGAAATGGGCGAAATGG
GCCGCCCTGAATGGCGGGTATTTTTTCTCCCTTAACGGCAATCCTGGGTGGCGG
GTATTTCCACACCCCGCATAACGGTCAAAAGGCAAACCATTAAGGTTAACCGGC
GCGCGCCCCTGTGTTTTTACCGGGGGCGC.



9.2.- Preparacién de células quimio competentes.

Se crece un cultivo de células toda la noche a 37°C en LB sin antibidtico.
Posteriormente se inoculan tubos con 10mL medio de cultivo LB nuevo y se agrega
1mL de cultivo anterior y se deja crecer a una temperatura de 37 °C hasta obtener
una D.O. de 0.8.

Se centrifugan las células a 1400 rpm durante dos a tres minutos. Se resuspende el
botén celular en Cl,Ca+2H,00.1 M con un décimo de volumen de cultivo, vortexear

hasta resuspender e incubar durante 2 horas en hielo.

Después centrifugar durante dos minutos a 1400rpm y resuspende el boton celular

en Cl,Ca+2H,00.1 M nuevamente con un décimo del volumen del cultivo.

Se agrega 88ul de DMSO esteril por cada mililitro de células y se hacen alicuotas de

100 pl por vial en tubos eppendorf de 1.5mL.
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