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Resumen

Las moléculas de anticuerpos disefiados y sus fragmentos se explotan cada vez
mas como herramientas cientificas y clinicas, existen diferentes tipos de fragmentos
de anticuerpos que se pueden obtener mediante protedlisis, tal es el caso de los
scFv que poseen ventajas sobre las inmunoglobulinas completas por su facil
difusién en el organismo, la neutralizacion especifica en el sitio blanco y su rapida
eliminacion, por lo que se han creado fragmentos anticuerpos recombinantes contra
venenos de animales considerados como una alternativa para producir nuevos
antivenenos para el tratamiento de picaduras de escorpion, ya que el escorpionismo
se considera un problema de salud publica, reportando a nivel mundial 1.5 millones
de casos por afo, por lo que se espera que el fragmento de anticuerpos de cadena
sencilla “scFv 6009F” que reconoce 6 toxinas de escorpiones del género Buthidae
destacando la toxina Cn2 de Centruroides noxius es considerado como el mas
peligroso para México. El objetivo de este trabajo es la expresion heteréloga del
scFv 6009F en la levadura Pichia pastoris empleando el plasmido pHIL-S1 para
evaluar el rendimiento de produccion sin perder la capacidad neutralizante hacia la
toxina Cn2 y el veneno del escorpion Centruroides noxius. Se utilizaron las cepas
de E. coli TOP10F para la transformacion, clonacion y propagacion de pSynl y
pHIL-S1 y las cepas de Pichia pastoris GS115 (HIS4, Mut*) y KM71 (HIS4, Mut®).
Se utilizo como control E. coli TG1l/pSym scFv6009F y se obtuvieron las
construcciones en Pichia pastoris GS115/pHIL-S1 scFv 6009F y KM71/pHIL-S1
scFv 6009F. Se expreso el fragmento de anticuerpo scFv 6009F, cultivando todas
las cepas. Las construcciones en P. pastoris se cultivaron en medio BMMY a 28°C,
hasta alcanzar una Absisgs = 2.0 nm. Se indujo la producciéon del scFv 6009F con
metanol al 0.5% cada 24 h por 4 dias, tomando muestras de 1 ml cada 6 h, éstas
muestras fueron analizadas mediante SDS-PAGE y Western blot, se confirmo la
presencia de bandas de 28 kDa correspondientes al scFv 6009F, que ademas
coincide con el PM del scFv 6009F obtenido en E. coli TG1 lo que sugiere que los
scFv 6009F obtenidos en P. pastoris con este plasmido no estan glicosidados. Se
purifico por cromatografia en columnas de niquel y se cuantificaron las muestras

para de la cepa GS115 P. pastoris pHIL-S1/6009F se obtuvieron 90 mg/L y para
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cepa KM71 pHIL-S1/6009F un total de 81 mg/L, es decir P. pastoris GS115 produce
un 10 % mas de proteina que P. pastoris KM71. Por dltimo, se evalu6 el
reconocimiento del scFv 6009F producido en P. pastoris GS115 contra la toxina Cn2
de Centruroides noxius y en veneno completo de Centruroides lipimdus mediante la
técnica de ELISA, usando en anti His* y el Anti Myc para revelar. Este anticuerpo
presento un mejor reconocimiento con el anti Myc que con el anti His*, lo que puede
deberse a la forma en como esta disponible dicho epitope en el anticuerpo scFv
6009F. Finalmente, este anticuerpo fue capaz de reconocer a la toxina Cn2 y el
veneno completo de Centruroides noxius y Centruroides limpidus en una relacion
molar 1:10. Hace falta evaluar el fragmento scFv 6009F expresado en P. pastoris
KM71.

1. INTRODUCCION

El escorpionismo o alacranismo se considera un problema de salud puablica, y las
incidencias por picadura de escorpion deben de ser atendidas inmediatamente,
debido a que las consecuencias pueden llegar a causar la muerte. A nivel mundial
se reportan 1.5 millones/afio de las cuales se estiman 3,250 muertes, siendo mas
vulnerables los nifios y adultos mayores (Chiappaux, 2012). México es uno de los
paises con mayor incidencia de picaduras por alacran, registrando anualmente
300,000 casos, la Organizacién Mundial de la Salud estima que cada afio suceden
aproximadamente entre 700 y 1400 muertes especialmente en nifios y ansianos
(Villa-Manzano et al., 2015). Dado que estos aracnidos se han adaptado a diferentes
ecosistemas durante su evolucion, en el mundo se han reportado 1,259 especies
de escorpiones. La fauna de escorpiones en México es la mas grande, con 281
especies, dentro de toda esta diversidad encontramos a las especies mas toxicas
del género Centruroides de la familia Buthidae que son responsables de la mayoria
de los casos de morbilidad y mortalidad (Chippaux y Goyffon, 2008, Santibafiez-
Lépez et al., 2015). Uno de los medicamentos mas eficaces para neutralizar los
efectos toxicos de las picaduras de escorpidén es el Alacramyn, un anti-veneno
faboterapico desarrollado por investigadores de la UNAM y comercializado en

México y toda América Latina por el Instituto Bioclon, se estima que ha reducido la



mortalidad asociada a picadura de escorpién en un 90 por ciento. Este Medicamento
comenz6 a ser distribuido en Estados Unidos bajo el nombre comercial “Anascorp,”
gracias a su aprobacion por la FDA, la agencia sanitaria que regula alimentos y
farmacos los Estados Unidos (Melville, 2011). Anascorp tiene una ventaja que otros
anticuerpos no tienen: neutraliza el veneno del escorpién en tan solo 2 horas,
dejando atras a otros anti-venenos que hacen el mismo trabajo entre 48 y 72 horas.
Al Dr. Alejandro Alagén le tomo mas de 12 afios el desarrollo de este proyecto y 10
afios mas de investigacion, protocolos y pruebas para su ingreso al mercado

norteamericano.

La expresion de proteinas recombinantes se ha vuelto cada vez mas popular en los
altimos tiempos y el uso P. pastoris como sistema de expresion debido a su facil de
manipulacion y crecimiento, por lo tanto, proporciona el potencial para producir
proteinas recombinantes solubles, plegadas correctamente que han sufrido todas
las modificaciones postraduccionales requeridas para la funcionalidad. Ademas, el
ADN extrafio linealizado se puede insertar con alta eficiencia mediante
procedimientos de recombinacion homéloga para generar lineas celulares estables,
mientras que los vectores de expresion se pueden preparar facilmente que permiten
multiples copias de la proteina objetivo, proteinas multiméricas con diferentes
estructuras de subunidades. Un beneficio adicional de P. pastoris son los
promotores fuertes que estan disponibles para impulsar la expresién de un gen o
genes extrafios de interés, lo que permite la produccién de grandes cantidades de
las proteinas objetivo con relativa facilidad técnica y a un costo menor que la

mayoria de los otros sistemas eucariotas (Daly y Hearn, 2005).

P. pastoris, a diferencia de los sistemas de expresién bacterianos, tiene la
capacidad de realizar muchas de las modificaciones postraduccionales que
generalmente se realizan en eucariotas superiores, por ejemplo, plegamiento
correcto de las proteinas, formacion de enlaces disulfuro, glicosilacion
Oy N ademas del procesamiento de secuencias de sefal. Las proteinas
glicosiladas producidas de P. pastoris tienen el potencial de desencadenar

respuestas inmunes inapropiadas si se usan como productos farmacéuticos. P.



pastoris, como otras levaduras y hongos, agrega O- oligosacaridos a los grupos
hidroxilo de serina y treonina de proteinas secretadas. Estos estan compuestos solo
por residuos de manosa, mientras que los eucariotas superiores, como los
mamiferos, tienen una composicion de azucar mas variada en estos
oligosacaridos. Es posible que P. pastoris glucosilara proteinas heterdlogas, incluso
cuando esas proteinas no estén glucosiladas normalmente por el huésped nativo, e
incluso cuando la proteina esta glicosilada en el huésped nativo, Pichia puede no
glicosilarla en los mismos residuos de serina y treonina por otro lado la glicosilacién
ligada a N, existe evidencia de una secuencia de reconocimiento de consenso
Unica para el inicio de la glicosilacion, Asn-Xaa-Ser / Thr, pero no siempre es
suficiente (Macauley-Patrick et al., 2005)

2. ANTECEDENTES
2.1 Diversidad de los escorpiones en México.

Los escorpiones son uno de los aracnidos venenosos mas antiguos existentes, se
originaron hace aproximadamente 430 millones de afios, El orden escorpion es un
grupo distintivos de aracnidos que se han mantenido sin cambios debido a que su
morfologia les ha permitido colonizar diferentes ecosistemas, la mayor diversidad
de los escorpiones se encontrado principalmente en las areas tropicales y
subtropicales y desciende hacia el ecuador y los polos, el orden de los escorpiones
comprende casi 2231 especies en 208 géneros y 20 familias en el mundo (Chippaux
y Goyffon, 2008). México, es uno de los paises con mayor diversidad de especies
de escorpiones donde se han descrito 8 familias, 32 géneros y 281 especias hasta
el 2015. Sin embargo, este porcentaje podria aumentar debido a que faltan areas
por investigar y estudios exhaustivos. Las 8 familias estan comprendidas por la
familia Buthidae, Caraboctonidae, Chactidae, Diplocentridae, Euscorpidae,
Superstitioniidae, Typhlochactidae y Vaejovidae, en la figura 1 se muestra la

distribucion de los géneros de escorpiones en mundo (Santos et al., 2016).
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Figura 1. Distribucion de los géneros de escorpion alrededor del mundo.

Dentro de la familia Buthidae y el género Centruroides, encontramos las especies
mas peligrosas para México, comprendido por 30 especies de los cuales solo 8 son
de importancia clinica, Centruroides noxius, C. limpidus, C. tecomanus, C. suffusus,
C. infamatus, C. elegans, C. balsasensis y C. meisei. (Figura 2), Centruroides noxius
es considerado el escorpiébn mas toxico de México localizado en el estado de sonora
(Riaflo-Umbarila et al., 2017)

' wiy @ o H€
_ Centruroides tecomanus

- ides noxius

Figura 2. Especies de Centruroides mas representativas de México
(Riafio-Umbarila et al., 2017).



2.2 Morfologia del escorpion.

Los escorpiones son aracnidos terrestres que presentan habitos nocturnos no
sociales, se estima que los escorpiones aparecieron durante la era silurica, por lo
gue con el paso del tiempo estos aracnidos han adquirido grandes adaptaciones de
acuerdo al ecosistema en el que se desarrollan (Gémez et al., 2007), los
escorpiones son artropodos que se han convertido en modelos de estudio debido a
su gran importancia médica, geograficamente la distribucion del escorpion varian
desde regiones tropicales, templadas, desiertos, sabanas, bosques tropicales,
montafias de gran altitud y la zona intermareal, dentro de las caracteristicas
morfolégicas generales de los escorpiones es que son artrépodos habitualmente de
buen tamafio (varian entre los 8.5 mm a los 23 cm). El color suele ser de amarillo o
pardo, hasta negro, salvo excepciones, como algunas especies cavernicolas y

humicolas como se observa en la figura 3.

Figura 3. Diversidad de escorpiones.

Los escorpiones se encuentran principalmente divididos en dos partes el, prosoma
y el opistosoma, este Ultimo compuesto por el mesosoma y metasoma. Dentro del

prosoma se localizan los pedipalpos o pinzas que les funcionan para capturar sus



presas y poder alimentarse, utilizados también para defensa contra sus
depredadores. Los escorpiones poseen seis pares de apéndices los cuales se
dividen en: queliceros, pedipalpos y cuatro pares de patas locomotoras. Los
queliceros, de tamafio habitualmente modesto, estan formados por tres artejos,
terminados en una pinza que tiene la funcion de sujetar y desgarrar a las presas. El
opistosoma estad compuesto por un mesosoma de siete segmentos y un metasoma
de cinco. El mesosoma presenta estructuras importantes, ventralmente presenta en
su primer segmento la abertura genital, que esta cubierta por un opérculo genital
formado por dos placas situadas entre el esterndn y la placa basal pectinal (segundo
segmento), En los segmentos IlI-VI aparecen los estigmas respiratorios o
espiraculos, los cuales representan las aberturas al exterior de los pulmones en
forma de libro y funcionan como "escotillas”, que el escorpion abre y cierra a
voluntad. El metasoma o0 cola es otro de los rasgos caracteristicos de los
escorpiones, este estd compuesto por cinco segmentos prismaticos o cilindricos que
termina en el telson, el cual contiene una glandula venenosa y el aguijon inoculador
(Figura 4) (Turel y Melic, 2015).

Pedipalpos Ojos

Queliceros

Prosoma
Patas

Mesosoma
Esternon

Opistosoma Opérculo r 4
Genital 7~ Pectenes

Metasoma

Estigmas
respiratorios

Figura 4. Morfologia general de los escorpiones.



2.3 Composicion y métodos de accion del veneno

Los escorpiones han sobrevivido durante 400 millones de afios, lo que les ha
permitido conservar gran parte de su morfologia, durante este largo tiempo
evolutivo, han desarrollado venenos cada vez mas eficientes para sus necesidades

defensa y alimentacién (Zhijian et al., 2006).

Los escorpiones poseen un aparato venenoso muy bien especializado para la
produccion de mezclas complejas de sustancias que se encuentran dentro del
veneno. Siendo el escorpidn la especie venenosa mas antigua, se ha estudiado
extensamente por las caracteristicas de su veneno. El veneno de los escorpiones
es un conjunto de biomoléculas, que puede alterar o dafiar la actividad fisiolégica
del huésped envenenado, el veneno de estos aracnidos generalmente consta de
varias neurotoxinas proteicas de bajo peso molecular, mocupolisacaridos,
oligopéptidos, nucledtidos, aminoacidos, ademés de enzimas como hialuronidasas,
fosfolipasas, lisozimas y otros péptidos con actividad antimicrobiana o funciones
inmunomoduladoras (Ma et al., 2012). Las neurotdxinas en los venenos poseen una
bioactividad muy especifica y muy potente destinada a atacar e inmovilizar a sus

presas o para defensa contra depredadores (Matthew et al., 2002).

Las toxinas se clasifican de acuerdo a cuatro criterios distintos: el canal i6nico
involucrado (en particular los del sodio, potasio, cloro y calcio); el receptor especifico
al que se une la toxina dentro del canal iénico; la estructura tridimensional de la
toxina; y el tipo de respuesta inducida (activacion o inactivacion del receptor)
(Chippaux, 2010).

Diversas toxinas se encuentran presentes en el veneno de una sola especie de
escorpion, con la finalidad para asegurar que el veneno sea capaz de producir
potentes acciones sinérgicas cuando se descarga en una victima. La bioactividad
de las neurotéxinas muestra un alto grado de especificidad para cada hospedero,
gue presentan selectividad para dirigirse preferentemente solo a insectos, otras solo

crustaceos y para mamiferos (Al-Asmatri et al. 2016).



Las neurotoxinas de escorpion se dirigen a los canales de sodio regulados por
voltaje (Na*) y los canales de potasio dependientes de voltaje (K*), de manera que
las neurotdxinas de escorpion actuan principalmente sobre células excitables como

nervios y musculos (Matthew et al., 2002).

Un primer grupo de toxinas, las cuales incluyen moléculas tipo a y 3, alteran las
compuertas del canal de sodio abriéndolo permanentemente. De esta manera, se
internaliza sodio a la célula lo que provoca que el potencial de membrana
despolarice las células en un periodo de tiempo mas largo o de manera sostenida.
Simultdneamente, otro grupo de toxinas bloquea fisicamente el canal de potasio
impidiendo la salida de estos iones. La consecuencia de la accion sinérgica de estos
dos grupos de toxinas ocasiona que la célula excitable no pueda regresar a su

estado de reposo (Borges et al., 2011).

2.4 Escorpionismo.

El escorpionismo es un problema clinico a nivel mundial, esto ha sido complicado
porque la epidemiologia por el envenenamiento aun sigue siendo un problema para
cada region y la localizaciéon de cada especie. El escorpionismo es relevante en al
menos 7 areas limitadas del mundo. La incidencia y la gravedad del
envenenamiento son mayores en el norte del Sahara; las regiones sur y este de
Africa; el medio Oriente; India del Sur; México; Brasil; y el area de la cuenca

amazoénica Guyanas, Venezuela y el norte de Brasil (Celis et al., 2007).

La incidencia de envenenamientos es alta, mas de 1,500,000 picaduras de
escorpion ocurren anualmente en el mundo, mientras que el nUmero de muertes
puede llegar hasta los 3,250 casos, la epidemiologia varia de acuerdo en al area
geografica en la que se dé la incidencia, sin embargo, aunque la incidencia de
picaduras de escorpién es mayor en los adultos, la gravedad del envenenamiento
es significativamente mas en los nifios, en quienes la tasa de letalidad es hasta diez
veces mayor (Chippaux y Goyffon, 2008; Chippaux, 2012; de Roodt et al., 2015).
En la figura 5 se muestran las areas hiperendémicas de escorpionismo al rededor

del mundo, las lineas interrumpidas en azul indican la distribucién global aproximada



del orden escorpiones. Las zonas en verde indican las &reas con incidencias

superiores a los 50 casos por cada 100,000 habitantes (Borges et al., 2001).

________

Figura 5. Areas hiperendémicas de escorpionismo en el mundo

En México se estima alrededor de 300,000 casos de envenenamientos al afio por
picaduras de escorpiones, como consecuencia algunos de estos casos conducen a
la pérdida de vidas humanas, afortunadamente estas pérdidas han disminuido por
el manejo adecuado de los antivenenos. Los estados mas afectados por
escorpiones Guanajuato, Guerrero, Morelos, Jalisco y Michoacan donde el contacto

con estos artropodos es mas frecuenté (Riafio-Umbarilia et al., 2017).

En el envenenamiento influyen varios factores, principalmente el tipo de escorpion
y la victima afectada, si hablamos del tipo de escorpion podemos mencionar la
especie, el tamafo, la especie de alacran, cantidad de toxinas y el niumero de
picaduras, ahora bien, si nos referimos a la victima se debe considerar el sitio de la
picadura, la edad, el peso y el estado de salud en que se encuentre la persona
afectada (Santos et al., 2017).

2.5 Sintomas y signos

Las manifestaciones clinicas del envenenamiento del escorpion estan
predominantemente mediadas por los sistemas simpatico y parasimpatico y
dependen de las especies de escorpion. Los efectos sistémicos del

envenenamiento del escorpion incluyen la liberacion masiva de neurotransmisores
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(neurotdxinas excitatorias del veneno del escorpidn). Se sabe que las neurotoxinas
presentes en los venenos de escorpién permiten que los canales idnicos en las
terminales nerviosas presinapticas se abran y, por lo tanto, inician la tormenta

autéonoma.

Los ancianos y nifios menores de 7 afios constituyen un grupo de riesgo porque el
sistema inmunitario en ambos se encuentra debilitado. Las altas tasas de morbilidad
y letalidad en los nifios generalmente se han asociado con la vulnerabilidad del
sistema inmune, otros aspectos que pueden influir en los signos y sintomas del
envenenamiento por escorpion incluyen la relacion entre la dosis de veneno vy el
peso corporal del paciente, provocan reacciones peligrosas que incluyen liquido en
los pulmones, problemas respiratorios, para tragar, exceso de saliva, vision borrosa,
dificultad para hablar, movimientos anormales de los 0jos y espasmos musculares
(Santos et al., 2016).

No todas las especies de escorpiones son dafiinas para el humano, pero dentro de
los sintomas mas generalizados puede manifestarse: dolor en el area del piquete o
area de inoculacién del veneno, dependiendo de la especie del escorpion si este no
es venenoso se observa hinchazon y enrojecimiento del area afectada, ademas de
perdida de sensibilidad. Si el escorpion es considerado peligroso, ademas de los
sintomas locales, se pueden presentar sintomas generalizados, como irritabilidad,
dolor en el cuerpo, sensacion de cuerpo extrafio en la garganta, escurrimiento nasal
o lagrimeo, fiebre, cambios en la frecuencia del latido cardiaco, dificultad para
respirar, naduseas, vomitos, diarrea y, en los casos muy graves, convulsiones,

edema pulmonar o paro cardiaco (Possani, 2005).

Se pueden distinguir la severidad creciente en las victimas en tres etapas: 1) Leve,
cuando los pacientes solo presentan signos locales, como edema, eritema,
sudoracién, entumecimiento y contracciones nerviosas, 2) Moderado, cuando los
pacientes también presentan vomitos, dolor abdominal, taquipnea, taquicardia o
bradicardia, hipertension leve, sudoracion generalizada, agitacion, hipersalivacion
(sialorrea), disfagia, fiebre, priapismo y/o hiperglucemia, 3) Grave, cuando los

pacientes presentan complicaciones cardiovasculares, como insuficiencia
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miocardica o miocardiopatia dilatada, insuficiencia cardiaca congestiva, shock,
arritmia o hipertension grave; complicaciones pulmonares, como edema pulmonar
o sindrome de dificultad respiratoria del adulto; complicaciones gastrointestinales,
como pancreatitis aguda o hemorragia por Ulcera péptica; complicaciones
metabdlicas, como hiperglucemia, hipocalcemia, hipercalemia, o desequilibrio
acido-base; y sintomas neurolégicos, como encefalopatia hipertensiva, estupor,
coma o convulsiones, asi como alteracion de la hemostasia y falla organica multiple
(Khattabi et al., 2011, Santos et al., 2016).

La atencién médica intensiva sigue siendo dominio exclusivo de una minoria de
especialistas. Las estrategias terapéuticas se basan en tratamientos sintomaticos
de apoyo, como analgésicos, antiinflamatorios, antihistaminicos y antipiréticos
segun la edad del paciente (Abrout et al., 1999, Osnaya-Romero et al., 2001). Los
anti-venenos deben usarse solo cuando se observan sintomas moderados o
severos. El uso de los antivenenos demanda que sean de alta calidad, eficacia y
seguridad del anti-veneno para el paciente, para que la aplicaciéon del anti-veneno
sea optima la administracion debe ser a tiempo para lograr neutralizar el veneno lo
antes posible. Los antivenenos mas nuevos, estdn compuestos de fragmentos
altamente purificados de inmunoglobulinas (IgG), lo que los hace mas seguros sin
alterar su eficacia y facilitar su manejo, Aungue los anti-venenos son muy eficientes,
sigue siendo de origen equino y puede generar una respuesta inmune a ciertos

pacientes. (Chippaux, 2012).
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3. ANTECEDENTES DIRECTOS
3.1 Antivenenos

El perfeccionamiento de los métodos de proteccion contra el envenenamiento ha
dado como consecuencia el desarrollo de terapias séricas basadas en anticuerpos,
utilizado ampliamente para el tratamiento de enfermedades infecciosas como la
difteria. Posteriormente Albert Calmette produjo antisueros capaces de contrarrestar
el envenenamiento por mordeduras de cobra demostrando asi la ventaja de la
terapia sérica en el tratamiento contra el envenenamiento por animales venenosos
(Alvarenga et al., 2014). En la actualidad la sueroterapia es el tratamiento mas
utilizado para proteger a las poblaciones contra el envenenamiento por animales
marinos, serpientes, arafias y escorpiones (Ahmad et al., 2012), en cada pais se
utilizan sueros provenientes de diferentes animales inmunizados. Una forma de
obtener anticuerpos contra el veneno o la toxina de alacran es inyectar estas toxinas

a ratas, conejos o caballos y purificarlos del suero de la sangre.

En México, desde 1953, los anticuerpos de suero de caballo producidos contra los
venenos de escorpion se usaron para la neutralizacion de toxinas y veneno contra

las especies de Centruroides (Gazarian et al., 2005).

La primera generaciéon de antivenenos se basé en la inmunizaciéon de caballos
inyectando fracciones del veneno provenientes de escorpiones, sin embargo,
ademas de poseer los anticuerpos del caballo también se encontraban otras
inmunoglobulinas, del mismo suero lo cual producia reacciones alergénicas. Por lo
gue surgio la segunda generacién de anti-venenos, que consistia en la separacién
de otras inmunoglobulinas para obtener solo inmunoglobulinas tipo G y eliminar
otras proteinas, pero a pesar de esto las consecuencias de hipersensibilidad
seguian manifestandose en muy pocos pacientes. Se considerd que el problema se
encontraba en la inmunoglobulina misma, por lo que se decidié eliminar la fracciéon
cristalizable (FC) del anticuerpo con pepsina. Dando paso asi a la tercera

generacion de anticuerpos conocida como faboterapicos constituidos por una
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mezcla de fragmentos de anticuerpos F(ab’)2, como se muestra en la figura 6
(Becerril et al., 2014).

1. Preparaciéndel veneno 2. Inmunizacién del caballo con
de diferentes especies los venenos

= =
Plasma sanguineo

VH
—
VL
I H1 Rico en anticuerpos
cu\ /

5. Los fragmentos (Fab’), son

purificados, evaluados en su (Fab’)

potencia neutralizante, 2

liofilizados y envasados 4. Los anticuerpos son procesados 3. De la sangre del caballo se separa el
con pep para el pl y a partir de éste se purifican
fragmento FC los anticuerpos

Figura 6. Proceso de obtencion de los fragmentos de anticuerpos (Fab’)2 (Becerril et al., 2014).

Actualmente, esté tratamiento contra la picadura de escorpion en México consiste
en la aplicacion de un antigeno polivalente F(ab) o F(ab')2 que son fragmentos de
anticuerpos obtenidos por protedlisis con pepsina o papaina (Alvarenga et al.,
2012), producidos a partir de la hiperinmunizacion de caballos con fracciones de

venenos de especies peligrosas de escorpiones (Espino-Solis et al.,2009).

La mayoria de los antivenenos se liofilizan antes de su envio desde las instalaciones
del fabricante. Para garantizar un rendimiento Optimo, deben mantenerse

refrigerados y usarse inmediatamente (Arya, 2000).
3.2 Anticuerpos recombinante.

En los ultimos afios, los cientificos han aprendido a manipular el ADN para producir
proteinas con diversas aplicaciones, como anticuerpos. Dado que muchos
anticuerpos son de gran valor comercial, numerosos estudios se han centrado en
encontrar formas de producirlos de manera eficiente, soluble y funcional. Hay dos

clases principales de anticuerpos recombinantes, el primero se basa en la molécula
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de inmunoglobulina intacta disefiada para reducir la inmunogenicidad del veneno o
la toxina. Usando como sistema de expresion a E. coli, la FDA desde 1980 han
aprobado diversas proteinas recombinantes como terapias, y en la actualidad se
siguen produciendo mas proteinas en diferentes sistemas de expresidon que
proporcionan ventajas como modificaciones postraduccionales mas parecidas a las
humanas, estos anticuerpos terapéuticos recombinantes son indiscutiblemente
esenciales para el tratamiento de enfermedades. La primera proteina terapéutica
recombinate aprobada por la FDA fue la insulina, desarrollada por Genentech y

aprobado en 1982 bajo el nombre comercial Humulin (Well y Robinson, 2016).

En segundo lugar, ésta la expresion heterdloga de fragmentos de inmunoglobulinas,
en esta area se han desarrollado moléculas quiméricas, que consisten en las
regiones variables murinas y las regiones constantes humanas también como
anticuerpos humanizados, en los que solo la regién determinante complementaria
CDRA4 son de origen de roedor. Estos incluyen fragmentos que son accesibles a
través de la protedlisis, tales como Fab, Fab ', F(ab')2, asi como otros fragmentos,
tales como moléculas basadas en Fv que incluyen sFv (Fv monocatenario), el dsFv
(Fv estabilizado con disulfuro), scFv el fragmento variable monocatenario o
fragmento variable de cadena sencilla, diacuerpo (scFv dimero), son tres de los
formatos de anticuerpos mas ampliamente utilizados (Figura 7). Un scFv esta
constituido por los dominios variables de una cadena ligera y una cadena pesada
unidas por un enlazador peptidico, habitualmente de 15 aminoéacidos (aa) de
longitud (Jiang et al., 2011). Este fragmento tiene actividad funcional similar a la de
un anticuerpo completo. Debido a que su tamafio es pequefio de 30 kDa, un scFv
tendria una mayor difusion en cualquier organismo, en comparacion con un IgG o
un F(ab’) 2, siendo esto una ventaja importante en los casos agudos de
envenenamiento por escorpiones. También pueden prepararse anticuerpos

bioespecificos y bivalentes, tales como los diacuerpos (Verma et al., 1998).

Los fragmentos de anticuerpos pequefios poseen ventajas sobre las
inmunoglobulinas completas para los tratamientos terapéuticos, como la buena

penetracion. Ademas, pueden producirse mediante bibliotecas de presentacién en
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fagos filamentosos (presentacion en fagos), para posteriormente utilizarlos como
anticuerpos recombinantes especificos para diferentes toxinas (Espino-Solis et al.,
2009). Estos fragmentos pueden dotarse de nuevas propiedades por fusidon con
otras moléculas, tales como proteinas de unidon a metales, citosinas, toxinas o

farmacos.

i\ﬂ: 1\&&

‘. F (ab )y fdb'
IgG Fv sFv dsFv

Fab Fv

Figura 7. Proceso de digestion de anticuerpos IgG.

Los fragmentos de anticuerpos conservan los sitios de unién a los antigenos
convirtiéndose en moléculas efectivas. A partir de linfocitos B de sangre periférica
humana se identificaron anticuerpos dirigidos a la toxina Cn2 y se gener6é una
libreria de 1.2 x 108 miembros. Solo 2 scFv 3F y C1 mostraron una constante de
afinidad de 107 M hacia la toxina Cn2. Del fragmento scFv 3F se obtuvo el
fragmento scFv 6009F, con 446 veces mas afinidad por la toxina parental Cn2. No
obstante su baja expresion en E. coli es de 1.1 mg/L, se logré establecer que puede
reconocer y neutralizar a las toxinas Cn2 y Cn3 de C. noxius, la Css2 y Css4 de C.
suffusus suffusus y las ClI1 y ClI2 de C. limpidus limpidus, se requieren mayores
cantidades para realizar experimentos de tiempo de reconocimiento en vivo, vida
media en infantes y adultos, cristalografia, etc. (Riafio-Umbarila et al., 2005, 2010,
2013).

El fragmento scFv 6009F, es una alternativa prometedora para usarse en un futuro
quiza en una mezcla como parte de un nuevo anti-veneno contra las picaduras de
escorpiones Centruroides (Espino-Solis et al., 2009, Rodriguez-Rodriguez et al.,
2016).
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Por lo tanto, la expresidn heterdloga en P. pastoris es un area de investigacion
importante buscando mejorar los rendimientos de expresion del fragmento scFv

6009F, su solubilidad al medio y su actividad bioldgica.
3.3 Sistema de expresion de proteinas heter6logas en P. pastoris.

P. pastoris, se convirti6 en un microorganismo GRAS por sus siglas en inglés
(Generalmente considerados como seguros), ha sido uno de los sistemas de

expresion de proteinas heterdlogas con resultados mas efectivos.

Una de las ventajas de P. pastoris es que no acumula etanol téxico, no secreta
una gran cantidad de proteinas enddgenas como Saccharomyces cerevisiae
(Yongkang y Huang, 2018). Existen varias cepas de P. pastoris con diferentes
caracteristicas que son derivados de la cepa salvaje Y-11430 de Northern
Regional Research Laboratories, (NRRL).

En la tabla 1, se muestra una lista de cepas de P. pastoris disponibles para la

expresion con diferentes genotipos (Higgins et al., 1998).

Tabla 1 Cepas de P. pastoris

Genotipos Fenotipo CARACTERISTICAS
Y-11430 SILVESTRE SILVESTRE | Consumo de metanol alto
X-33 SILVESTRE SILVESTRE | Consumo de metanol alto
GS115 his4 Mut+ His- consumo de metanol alto, auxoétrofa a histidina
his4, . . . o
KM71 arg4,aox1:ARG4 MutS His- consumo de metanol bajo, auxoétrofa a histidina
his4,
MC100-3 arg4,aox1:SARG4, Mut- His- In'ca.lp'az de consumir el metanol, auxotrofa a
aox2 histidina
PHIS4
Mut+ His- . o
SMD1168 Pep4, hisa Deficiente en Consume de met_anol alto, auxotrofia a histidina,
no produce proteinasa A
proteasas
Mut+ His- . L
SMD1165 prb, his4 e Consume de met'anol alto, auxotrofia a histidina,
no produce proteinasa B
proteasas
Mut+ His- Consume metanol alto, auxotrofa a histidina, no
SMD1163 pep4, prbl,his4 deficiente en | produce proteinasa A, proteinasa B ,ni
proteasas Carboxipeptidasa Y
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Asi como existe una amplia variedad de cepas que son utilizadas para la expresion
heterdloga, existen también un gran nimero de vectores que son compatibles con
diferentes cepas y con otras no. Todos los vectores de expresion de P. pastoris
contienen un origen de replicacion para el mantenimiento del plasmido en E. coliy
marcadores funcionales en uno o ambos organismos. Actualmente existen varios
vectores comerciales disponibles con diferentes caracteristicas y en la tabla 2 se
pueden observar la diversidad de vectores y sus cualidades (Logez et al., 2012).

En nuestro grupo de investigacién se cuentan con diferentes plasmidos pPICZa Ay
pPICZ A compatibles con la cepa silvestre de P. pastoris X-33, GS115 y KM71,
ademas también poseemos los plasmidos pPIC9, pPIC3.5 y pHIL-S1 que son
compatible con las cepas GS115 y KM71 por su complementariedad en el gen
histidinol deshidrogenasa, para su seleccionar colonias transformadas por
auxotrofia por histidina.

Tabla 2. Caracteristicas de vectores comerciales.

Nombre Marcador de Fenotipo de Promotor | Secuencia de | Etiquetas agregadas
seleccion transformantes secrecion

pAO815 HIS4 His* P aoxi Ninguna Ninguna
pPIC3.5 HIS4 His*, G418 R P nrox1 Ninguna Ninguna
pPIC9 HIS4 His*, G418 R P aox1 Factor a Ninguna
pPICZ A, B, C Ble ZeoR P aoxi Ninguna c-Myc / his6
pPICZa A, B, C Ble ZeoR P aox1 Factor a c-Myc / his6
pPIC6 A, B, C Bsd BlaR P aoxi Ninguna c-Myc / his6
pHIL-D2 HIS4 His * P aox1 Ninguna Ninguna
pHIL-S1 HIS4 His * P aox1 PHO1 Ninguna
pFLD Ble ZeoR P Fip1 Ninguna Epitope V5 / his6
pFLDa Ble ZeoR P FLp1 Factor a Epitope V5 / his6
pGAPZ A, B, C Ble ZeoR P cap Ninguna c-Myc / his6
pGAPZa A, B, C Ble ZeoR P cap Factor a c-Myc / his6
pPink-HC ADE2 Ade * P aox1 Ninguna Ninguna
pPink-LC ADE2 Ade * P aoxt Ninguna Ninguna
pPinka-HC ADE2 Ade * P aox1 Factor a Ninguna

Las ventajas de P. pastoris en comparacién con otros sistemas de expresion, se
debe a que pude actuar tanto como un microorganismo, asi como una célula
eucariota, posee: a) Vias especializadas para el plegamiento de proteinas, b) Los
productos de expresion puede ser secretadas a los medios de cultivo mediante una

secuencia sefal, c) Las proteinas recombinantes que son secretadas afuera de la
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célula tiene varias ventajas sobre las que proteinas que se expresan
intracelularmente. Mediante la secrecion se producen proteinas solubles y pueden
inducirse por periodos de tiempo mas largos ya que la proteina no se acumula en
un sitio limitado que es el citoplasma, donde esto puede tener un efecto toxico para
el huésped. La secrecibn puede aumentar el rendimiento de nuestra proteina
recombinante, ademas no se requiere de un proceso de lisis celular, las proteinas
secretadas pueden recuperarse directamente del medio de cultivo y esto simplifica

el proceso de purificacién (Logez et al., 2012).

En latabla 3, se muestran algunas sefiales de secrecion que se utilizan de proteinas
recombinantes. La levadura P. pastoris es ampliamente utilizada para la
fermentacion a escala industrial debido a sus altos rendimientos en medios de
crecimientos simples a diferencia de los sistemas de expresion de mamiferos.
Varios anticuerpos completos y fragmentos se han expresado usando P.pastoris

como sistema de expresion (Verma et al., 1998).

Tabla 3. Sefales de secrecién para proteinas heterélogas.

Nombre Secuencia desefial de proteina Estructura de secuencia
85 residuos, 3 sitios de N-glicosilacion
Factor a Factor de apareamiento de S. cerevisiae a | Sitios de procesamiento Kex2 / Ste13
PHO1 Fosfatasa acida de P. pastoris 15 residuos, 6 sitios de N-glicosilacion
Suc2 P. pastoris invertasa 19 residuos
PHA-E Fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris 21 residuos
KILM1 Toxina asesina tipo | 44 residuos
29 residuos, Sitio de procesamiento
pGKL Proteina asesina de 128 kDa Kex2
CLY Péptido sefial de lisozima de pollo 18 residuos
CLY-L8 Péptido sefial rico en leucina disefiado 16 residuos

En P. pastoris pueden expresarse proteinas heterdlogas tanto intracelularmente o
extracelularmente debido a que algunos vectores poseen secuencias sefial para
liberar las proteinas. P. pastoris tienen la capacidad de secretar gramos por litro de
proteinas extrafias en un medio pobre, econdémico y quimicamente definido. La
expresion de proteinas en P. pastoris se basa en el uso del promotor AOX1 del gen
alcohol oxidasa (AOX1). Los genes bajo el control del promotor AOX1 se transcriben
rapidamente tras la adicion de metanol (Eldina et al., 1997).
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3.4 Produccién de anticuerpos scFv en P. pastoris

Los estudios hasta la fecha sobre la expresién de fragmentos de Fv de cadena
simple (scFv) en P. pastoris han sido limitados, pero se han interpretado para

ofrecer un sistema de expresion genérico superior al de E. coli.

Eldin et al. (1997), informardn la expresion extracelular en P. pastoris utilizando
pPIC9 y pHIL-S1 como vectores del fragmento sFV anti-DMI especifico para
desipramina (DMI), que es un farmaco antidepresivo triciclico, esto es de interés
clinico porque la toxicidad antidepresiva triciclica es la principal causa de muerte
por sobredosis intencional de drogas en los Estados Unidos, y de un segundo
fragmento sFv anti-CD7 es especifico para CD7, una glicoproteina transmembranal
expresada a altas densidades en casi todas las leucemias linfoblasticas agudas de
células T humanas, donde extracelularmente obtuvieron rendimientos que varian de

100 a 250 mg/L purificados con por afinidad usando una columna de DMI-Sefarosa.

Yoshimasu et al. (2002), ilustran la expresion de una pepsina A porcina
recombinante soluble usando como huésped la cepa KM71 de P. pastoris y el
plasmido pHIL-S1 como sistema de expresion, esta pepsina A recombinante mostré
propiedades estructurales y bioguimicas similares a las de la proteina nativa la
enzima recombinante se purific6 138 veces por intercambio anionico y
cromatografia en columna de afinidad obteniendo como produccién alrededor de 30

mg/L.

Freyre et al. (2000), dan a conocer sobre el desarrollo de una cepa recombinante
de la levadura metilotréfica P. pastoris que expresa un anticuerpo scFv antigeno
carcinoembrionario  (anti-CEA) extracelularmente como una proteina
biol6gicamente activa, mediante la modificacion del plasmido pPACIB.9 y el péptido
sefal de sacarosa invertida de S. cerevisiae obtenido un rendimiento de 1.2 g de

scFv por litro de medio de cultivo después de 41 h de induccién.

Emberson et al. en el 2005 reportaron el uso de la levadura metilotrofica P. pastoris
cepa KM71H y el plasmido pPICZa con la secuencia sefial del factor de

apareamiento a completo e incompleto para producir un fragmento variable de
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cadena simple (scFv) anti-CD33, con la intencién de conjugarse a un radioisétopo
CD33 gque es una glicoproteina de la superficie de células leucémicas obteniendo
como resultado 48 mg/L (CS) y 11 mg/L (INCS).

CD14 es una proteina que media las respuestas biologicas inducidas por
lipopolisacéaridos (LPS) tales como la activacion de un factor transcripcional, factor
nuclear. Existe como una forma soluble (sCD14) en el suero que controla las
respuestas de LPS de células epiteliales y endoteliales, asi como una forma unida
a la membrana (mCD14) en monocitos y macréfagos. Para obtener sCD14 en gran
cantidad para su caracterizacion estructural y funcional, expresamos la forma
completa de sCD14 recombinante humano (rsCD14) en una levadura metilotréfica,
P. pastoris con la cepa GS115y el plasmido pHIL-S1. La proteina recombinante se
expresO en el sobrenadante del cultivo y se purific6 mediante precipitacion con
sulfato de amonio, seguido de tres etapas de cromatografias de intercambio ionico.
Consiguiendo 1.6 mg de la proteina en alta pureza a partir de 2 L del sobrenadante
(Nomura et. al., 2003).

Las proteinas recombinantes expresadas en P. pastoris a veces presentan
problemas de purificacion en columnas de Niquel. Se ha reportado que la falta de
pureza de la muestra puede ser uno de los motivos por lo que la etiqueta de His+
no funcione durante la purificacién por columna de Ni+, los contaminantes pueden
ser de la propia cepa de P. pastoris entre ellos la alcohol deshidrogenasa
mitocondrial isozima Il (mADH), endonucleasa de reparacion por escision de
nucledtidos y las proteinas hipotéticas TPHA 0L01390 (Tetrapisispora phaffii) y
TDEL_0B02190 (Torulaspora delbrueckii,) que son proteinas homologas derivadas.
Para eliminar este problema se ha disefiado una nueva cepa de expresion de P.
pastoris GS115 con el plasmido pGEX-4T-mADH que elimina dichos
contaminantes predominante mADH, mediante la interrupcién del gen. logrando
disminuir un 55% las proteinas contaminantes sin afectar el crecimiento célular
(Chen et al., 2014). y el segundo, una posible razon seria el recorte de la etiqueta

His C-terminal por proteasas en el sobrenadante.
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4. JUSTIFICACION

El fragmento scFv 6009F es capaz de neutralizar el veneno del escorpion
Centruroides noxius ofreciendo ventajas al ser menos inmunogénicos que las
inmunoglobulinas completas debido a su tamafio y origen humano. Sin embargo, su
expresion en E. coli alcanza valores de 1.1 mg/L, aunque ha permitido realizar
muchos estudios importantes de reconocimiento con tres venenos y al menos seis
toxinas, sigue siendo baja. Por lo que ahora se busca un sistema de expresion que
produzca mejores rendimientos y un anticuerpo soluble y biolégicamente activo. P.
pastoris es un sistema de expresion que ofrece ventajas en la produccion de
proteinas heterdlogas como altos rendimientos, plegadas, solubles, biolégicamente
activas y secretadas en el medio. Por lo que en este trabajo se pretende utilizar él
plasmido pHIL-S1 junto con las cepas compatibles de P. pastoris GS115 Y KM71
para obtener un mayor rendimiento comparado con el obtenido en E. coli y otras

cepas en combinacién de otros plasmidos para fines comparativos.

5. HIPOTESIS

La expresion extracelular del fragmento scFv 6009F usando el plasmido pHIL-S1
en P. pastoris GS115 y KM71 permitir4 obtener el anticuerpo soluble y

biol6gicamente activo.

6. OBJETIVO GENERAL

Emplear las cepas P. pastoris GS115 y KM71 con el plasmido pHIL-S1, para la

expresion del fragmento scFv 6009F extracelularmente, soluble y activo.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener extracelularmente el fragmento scFv 6009F en P. pastoris en las cepas
GS115 y KM71 con el vector pHIL-S1.

Comparar la produccién del scFv 6009F en ambas cepas.

Evaluar el reconocimiento del scFv 6009F frente a la toxina Cn2 y el veneno de C.

noxius.
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8. METODOLOGIA

8.1 Sistemas bioldgicos

Los sistemas biologicos que se utilizaron para la realizacion de este proyecto fueron
la cepa de E. coli ToplOF, esta cepa proporciona una eficacia de transformaciéon de
1 x 10° CFU/ug de ADN plasmidico y son ideales para la clonacién y propagacion
de plasmidos de alta eficacia, E. coli TG1 como control para la expresion de scFv
6009F y las cepas de P. pastoris GS115 (HIS4, Mut*) y KM71 (HIS4, Mut®) que
utilizan el metanol como fuente de carboén y el fenotipo HIS4 les permite realizar
recombinacién homaologa con vectores compatibles y seleccionar las transformantes

por auxotrofia de histidina.

8.2 Plasmidos

Se utiliz6 el vector pSynl construido por Riafio-Umbarila et al., en el 2005 que
contiene el fragmento de interés scFv 6009F. También se utilizé el plasmido pHIL-
S1 de Invitrogen (Tabla 4 y Figura 8), contiene una sefial de secrecién (S) PHO1
para la obtencion de la proteina soluble y activa al medio extracelular, es compatible
con las cepas GS115y KM71 de P. pastoris.

Tabla 4. Caracteristicas del plasmido pHIL-S1.

GEN CARACTERISTICAS
5" AOX1 Promotor AOX
(S) PHO1 Sefial de secreciéon
MCS: Sitio de clonacion mdltiple
(TT) Transcrito de terminacion
HIS4 Gen histidinol deshidrogenasa
PBR322 Origen para replicacién en E.col
f1 ori Origen de replicacién en fagos ) o
Ampicilina Gen de resistencia a ampicilina Flguri?]tSe;;iisglii %ﬁg&?&,ﬁfra .
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8.3 Medios de cultivo

A continuacion, se presenta una tabla de medios de cultivo que se utilizan para el
crecimiento y expresion de proteinas en P. pastoris. En este trabajo se utilizaron los
medios Luria-Bertani (LB) para expresar la construccién en E. coli TG1, BMGY y
BMMY para la expresion en P. pastoris KM71y GS115

Tabla 5. Medios para el crecimiento y expresién de Pichia pastoris.

Medio Descripcién Aplicacion
YPD o YEPD Caldo rico y complejo Crecimiento general y almacenamiento
MDH o MD Medio minimo que c_o_nnene Determinacién de Fenotipo Mut
glucosa y / o histidina
Medio minimo tamponado que Expresion secretada: se usa para controlar el
BMGH o BMG . . g : .
contiene glicerol y / o histidina pH del medio y generar biomasa
Medio minimo tamponado aue Expresion secretada: se usa para controlar el
BMMH o BMM . ponado g pH del medio e induce la expresion de la
contiene metanol y / o histidina .
proteina deseada
Medio compleio tamponado Expresion secretada: se usa para controlar el
BMGY pi€jo tamp pH del medio y disminuir la actividad de la
gue contiene glicerol :
proteasa y generar biomasa.
Medio compleio tamoonado aue Expresion secretada: se usa para controlar el
BMMY confier{e metznol q pH del medio, Disminuir la actividad de la
proteasa e inducir la expresion.

8.4 Propagacién del gen de interés en la cepa de E. coli Top10F

El gen de interés scFv 6009F se encuentra en el plasmido pSynl el cual se replicé
en la cepa ToplOF de E. coli. Esta cepa se reactivd en medio Luria-Bertani, y se
cultivd en el mismo medio con ampicilina (100 ug/ml) y tetraciclina (10 ug/ml) por 24
h, y se seleccionaron las colonias con el vector pSynl y posteriormente se hizo la
purificacion del plasmido pSyn1, utilizando el kit Gene JET Plasmad Miniprep, una
vez purificado el plasmido se comprobo realizando un gel de agarosa al 0.8 % y
mediante un marcador de peso molecular GeneRuler de 1kb se corroboré el tamafio
del plasmido correspondiente al peso molecular. Posteriormente se realiz6 una
amplificacion de PCR del gen scFv 6009F con oligonucleotidos previamente
disefiados con adicion de sitios de restriccion para las enzimas EcoRI (5' GAATT
C3)yBamHI (5"G G AT C C 3) (Tabla 6) que se unen especificamente en el

fragmento del anticuerpo scFv 6009F con las siguientes condiciones de PCR: un
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ciclo a 94°C durante 5 min, 30 ciclos a 94°C durante 1 min, 55°C durante 1 min y

72°C durante 1 min, con un ciclo de extension final a 72°C por 10 min.

Tabla 6. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de PCR.

Oligonucleodtidos especificos parala region scFv 6009F
3971 FW 3’- GTA GAA TTC GAG GTG CAG CTG GTG G-5

2856 RV: 5-TTG CGG ATC CTT ATT AAT GGT GAT GAT GGT G-3

Una vez obtenido la amplificacién del scFv 6009F PCR se comprobd el peso
molecular mediante la realizacién de un gel de agarosa al 0.8%, (Figura 9).

Sfil

Antibody

fragment ECOR | BamH |
__Not \—/
| |Cmyc tag
G Hiifs FRAGMENTO
" ‘ scFv-6009F

Figura 9. Extraccion del fragmento scFv 6009F del plasmido pSynl

8.5 Ligacion del vector

Después de obtener el fragmento scFv 6009F ya amplificado con los sitios de
restriccion de las enzimas, se realiz6 la reaccion de ligacién con la enzima T4 ligase
ADN (Thermo Scientific) en el vector pHIL-S1 y por medio de un gel de electroforesis
de agarosa 0.8% se confirmé mediante el peso molecular, para esto se preparo una
mezcla de reaccion que se muestra en tabla 7, cabe destacar que se probaron
varias proporcione DNA: Vector hasta determinar la 6ptima. La mezcla de reaccion
se incubd a 16°C durante 16 h, una vez obtenida la ligacion se transformaron células
guimiocompentes de E. coli TOP10F para preservacion y clonacion del vector

transformado, se seleccionaron en medio LB con Ampicilina (100 uyg/ml) de las
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cuales se tomaron colonias al azar y mediante secuenciacion empleando los
oligonucledtidos especificos de P. pastoris y los disefiados para el scFv 6009F se

rectificé la construccion del plasmido.

Tabla 7. Componentes de una reaccion de ligacion

Componente Proporcion
ADN del vector Lineal 20-100 ng
Inserto de DNA Relacion molar de 1:1 a 5:1 sobre el vector.
Buffer 10x T4 DNA Ligasa 2 uL
Agua libre de nucleasas Ajustar el volumen para 20 yL
Volumen total 20 L

8.6 Transformacién de P. pastoris y seleccidon de clones recombinantes

Se linealiz6 el vector pHIL-S1/6009F con Sal |, esta enzima corta en el gen HIS4
favoreciendo la recombinacion homodloga con el gen histidinol deshidrogenasa
(his4) endogeno, no funcional de las células KM71 y GS115 de P. pastoris. Por lo
tanto, la transformacion complementaria la mutacion de las células de P. pastoris
que les impide la sintesis de histidina, y al integrar el plasmido pHIL-S1 esté
complementa el gen, obteniendo asi transformantes (His+) por auxotrofia capaces

de crecer en medios con ausencia de histidina durante 3-4 dias a 30° C.

Las células electrocompetentes de P. pastoris se prepararon antes de la
trasformacion creciéndolas en medio YPD agar a una temperatura de 30° C durante
4 dias hasta la aparicion de colonia puras, subsiguientemente se cultivaron las
colonias puras de P. pastoris en 50 ml medio liquido YPD en un tubo falcén y se
incubara en agitacion a 30°C durante 2 dias después se inocularan 25 ml del cultivo
en falcon a un matraz de 2 litros con 500 ml de medio YPD nuevo y se dej6 crecer

por 24 h en agitacién a 30° C hasta alcanzar una densidad 6ptica (D.O.) de 600 nm.

Para la transformacion se centrifugaron las células de P. pastoris 1500 rpm durante
5 minutos, se resuspendio el pellet con 50 ml de agua estéril y nuevamente se volvié
a centrifugar en las misma condiciones y resuspendié nuevamente el pellet en
ahora en 25 ml de agua estéril, se centrifugaron y resuspendié con 5 ml de sorbitol

1 M, centrifugar una vez mas y por ultimo se resuspendio el pellet con 250 ul de
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sorbitol 1 M, se almacenaron las células electrocompetentes para su posterior uso
realizando alicuotas de 80 ul y almacenarlos a —80° C.

Para la transformacion en P. pastoris se trasfirieron 80 ul de células competentes a
una cubeta de electroporacion de 0.2 cm, se agrego el plasmido linealizado de pHIL-
S1/6009F y se mezcldé con una pipeta, se incubo en hielo durante 5 minutos y
posteriormente se realizo la electroporacion en un Bio-Rad_GenePulser con las
siguientes condiciones Tension de carga (V): 2500; Capacitancia (uF): 25;

Resistencia (Q): 200. Inmediatamente se agregd 1 ml de sorbitol 1 M a la cubeta.

Se transfirio el contenido de la cubeta a un tubo estéril de 1.5 ml. Se dejo el tubo
incubando a 30°C sin agitar durante tres horas. Posteriormente las células
transformadas se cultivaron en medio MD donde se seleccionaron las colonias
mediante auxotrofia de histidina a 30°C, aislando las transformantes con el gen

completo del histidinol deshidrogenasa.
8.7 Andlisis de PCR de transformantes de P. pastoris

Se realizaron extracciones de ADN gendmico apartir de colonias puras para
confirmar la integracion del vector en el genoma. Medinate PCR con
oligonucleotidos especificos AOX1 del kit de P. pastoris (Tabla 8), observando la
presencia de la banda correspondiente a el fragmento de interés de
aproximadamente 760 pb, como controles negativos se usaron el ADN genémico
de P. pastoris sin transformar y el vector pHIL-S1.

Tabla 8. Oligonucledtidos especificos para la amplificacién del gen alcohol oxidasa.

Oligonucleétidos del gen alcohol oxidasa (AOX1)
5 AOX1 5 GACTGGTTCCAATTGACAAGC 3
3'AOX1 5 GCAAATGGCATTCTGACATCC ¥

8.8 Expresidn del anticuerpo scFv 6009F en P. pastoris

Para la expresion del fragmento scFv 6009F se seleccionaron las colonias de P.
pastoris puras, se inocularon en 50 ml de medio BMGY en un matraz de 250 ml,

incubando a 26°C con 170 rpm de agitacion, hasta alcanzar una D.O. (600 nm) de
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2-6 nm entre 16-18 h. Se transfirid el cultivo de 50 ml a un tubo Falcon del igual
volumen y se centrifug6 a 7,000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente y
se recolecto el pellet. Se lavo el pellet, en 20 ml de BMMY para eliminar cualquier
medio BMGY restante, ya que el glicerol del medio BMGY puede inhibir la expresion.
Se centrifugo de nuevo a 7,000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente y se
decanto el sobrenadante para obtener solo la biomasa celular. El pellet se ajusté a
una D.O. (600 nm) de 2.0 nm en 50 ml de medio BMMY en un matraz bafleado de
250 ml para iniciar la expresion, se incubo a 26°C durante 96 h. Se le agrego
metanol puro a una concentracion final de 0.5% para inducir la expresion durante 4
dias. Se tomaron alicuotas de 1 ml al inicio de la expresién y cada 24 h,
depositandolas en tubos de Eppendorf de 1.5 ml centrifugandolas a 7,000 rmp
durante tres minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante fue transferido a otro
tubo de Eppendorf de 1.5 ml, se almaceno a -80°C para posteriormente ser
analizados mediante geles SDS-PAGE y Western Blot.

8.9 SDS-PAGE y anélisis de Western Blot

Las muestras de sobrenadante del cultivo se analizaron mediante electroforesis en
un gel de poliacrilamida al 10% de acuerdo para separar proteinas pequefias (1-
1,000 kDa). La electroforesis se llevd a cabo bajo las siguientes condiciones: 80-
120 Volts, durante 2.5 h. Los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie a
temperatura ambiente y agitacion constante, se uso una solucién de destefiido que
contiene 40% etanol, 10% &acido acético para revelar las bandas. Posteriormente se
realizé la inmunodeteccion de la proteina recombinate implementando la técnica de

Western Blot mediante la deteccion de la etiqueta Anti-His.

8.10 Purificar por columnas de Niquel

La muestra recuperada se clarificard centrifugando 20 min, 10,000 rpm. EIl
sobrenadante se recuperé y se transfirio a una columna de 10 ml, que contiene 3
ml de resina Ni**-NTA Agarosa (QUIAGEN). El sobrenadante final concentrado y
dializado obtenido de la expresion del scFv 6009F en ambas cepas de P. pastoris
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se paso a través de la columna, para posteriormente lavarse con 20 ml de buffer
PBS (NaCl 8.06 gr KCI 0.22gr Na HPO4 1.15g KH2PO4). En un segundo lavado se
agrego a la columna 10 ml de buffer de elucion (Imidazol 25 mM) posteriormente un
tercer lavado usando el buffer de elucion (Imidazol 300 mM) donde la proteina eluye
en fracciones de 500 pL, cada fraccion se almacena en tubos eppendorf de 1.5 ml.
Las proteinas obtenidas del proceso de purificacion se evaluaron en un gel SDS-
PAGE tefiido con azul de Coomassie y por Western Blot utilizando el anticuerpo
Anti-His.

8.11 Cuantificacién de proteina total

La cuantificacion proteina se llevo a cabo mediante el método Bradford utilizando
como estandar de referencia la Albumina de Suero Bovino, preparando distintos

estandares con las siguientes concentraciones: 800, 400, 200, 100, 50 y 25 ug/ml.

El ensayo se llevo a cabo en una placa de 96 pocillos, en cada pocillo se depositaron
10 ul de estandar mas 200 pl del reactivo Bradford, se incubd por 5 min y se midié
a una longitud de onda de 595 nm. Las muestras obtenidas de las expresiones de
las cepas GS115 y KM71 se procesaron de la misma manera, posteriormente se
realizo el calculo para conocer la concentracion proteinica de cada muestra de cada

cepa.
8.12 Reconocimiento del scFv6009F frente a la toxina Cn2 y los venenos de
C. noxius y C. lipimdus

Para el reconocimiento del anticuerpo se utilizaron placas de ELISA las cuales se
recubrieron durante la noche con 0.3 yg de Cn2 (100 yL/ pozo) en un tampodn de
bicarbonato a 50 Mm pH 9.4 a 4° C. Las placas se lavaron tres veces con NaCl / P;
y Tween al 0.1%, después se bloquearan con BSA al 0.5% en NaCl / Pi durante 2
horas a 37°C. Se afnadira el fragmento scFv 6009F en una proporcion 1:10 a cada
pocillo y se incubaron durante 1 hora a 37°C.
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9. RESULTADOS

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de la construccion del
plasmido pHIL-S1 con la integracién del fragmento scFv 6009F y su transformacién

en la cepa E. coli Top10OF para su preservacion y mantenimiento.

9.1 Obtencién del gen scFv 6009F a partir del plasmido pSynl

9.1.1 Purificacion del plasmido

Se reactivo la cepa de E. coli ToplOF que contiene el plasmido pSynl con el gen
del anticuerpo scFv 6009F mantenida en glicerol, se inoculé en medio liquido y agar
LB. A partir de este cultivo se purifico el plasmido pSyn1 utilizando el protocolo del
kit Gene JET Plasmad Miniprep (thermo scientific). Las reacciones de purificacion
de plasmido se corrieron en un gel de agarosa al 0.8% en una camara de
electroforesis por 40 min a 100 volts, el gel fue tefiido con bromuro de etidio para su
visualizacion con luz ultravioleta. En la figura 10, se observa en el carril 1 el
marcador de peso molecular de 1 Kb, en los carriles 2, 3, 4, 5y 6 una banda de

3,178 pb que corresponde al peso molecular del plasmido pSynl con el gen scFv
6009F.

Plasmido pSynl

Figura 10. Purificacién en Gel de agarosa al 0.8% por electroforesis de la del plasmido pSyn1.
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9.1.2 Amplificacion del gen scFv 6009F

Se utilizé el plasmido purificado como templado en la técnica de PCR junto con los
oligonucledtidos 3971 Farword y 2856 Revers para amplificar el gen scFv 6009F.
Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 0.8% en una camara de
electroforesis por 40 min a 100 volts, el marcador de peso molecular en el carril 1
de 1 Kb, en los carriles 2, 3, 4, 5, 6 y 7 se obtuvo una banda de 823 pares de bases

correspondiente al peso molecular del gen scFv 6009F més los sitios de restriccion
de las enzimas EcoRI y BamHI (Figura 11).

scFv 6009F

Figura 11. Amplificacién por PCR del gen scFv 6009F
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9.1.3 Reconocimiento de los oligonucledtidos disefiados en el gen scFv
6009F

Mediante la utilizacién del programa SnapGene se confirmo el apareamiento de los
oligonucledtidos disefiado con el gen scFv 6009F. La secuencia del plasmido pSynl
junto con los oligonucledétidos se introdujeron a un PCR virtual. El resultado arrojo
la secuencia completa del gen scFv 6009F amplificada con los sitios de restriccidén
de las enzimas de EcoRI y BamHI que fueron adicionados en los extremos a cada
uno de los oligonucledtidos del gen (Figura 12). Estos sitios se afiadieron para poder
integrar el gen al plasmido pHIL-S1 y asi poder ser expresado en la levadura P.

pastoris en las cepas GS115 y KM71.

CACCATGGCCGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGEGECAGGCTTGETACAGCCTGGEGEGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGGCTCTGGATTCACCTTTGATAATTATGCCATGCATTGEATACGCCAAGTTCC
: 1 4 ! N 1 4 ! N ! : 1 4 ! N 1 : ! N ! : 1 : ! N 1

T T T T T T T T T T T T T T
GTGGETACCEGCTCCACGTCEACCACCT CAGACCCCCTCCGAACCATETCGEACCCCCCAGGEACTCTEAGAGCACACETCCCAGACCTAAGTGEAAACTATTAATACGETACGTAACCTATGCGETTCAAGE

AGGGGAGGGCCTGGAGBTGGGTCTCAGGTATTAGTCGGGGCAGTGGTGACATAGGBCTATGCGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACGACGCCAAGAAGTCCCTGTCTCTGCAAATGAACAGCCTGAGAG
" ! 1 ! 1 ! ! 1 ! 1 ! ! 1 ! 1

T T T T T T T T T T T T T T T
TCCCCTCCCGGACCTCACCCAGAGTCCATAATCAGCCCCGTCACCACTGTATCCGATACGCCTGAGACACTTCCCGGCTAAGTGGTAGAGGTCTCTGCTGCGGTTCTTCAGGGACAGAGACGTTTACTTGTCGGACTCTC

CCGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGGGEGTTCGGAAGTTTTGATACCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCTTCTGGAGGTGGCGGATCAGGAGGCGGAGETTCTGGTGEAGGTGGGAGTGAAATT
" ! 1 ! 1 ! ! 1 ! 1 ! ! 1 ! 1

T T T T T T T T T T T T T T T
GECTCCTGTGCCEGCACATAATGACACECTCTCCCCCCAAGCCTTCAAAACTATGGACCCCGETTCCCTGTTACCAGTGECAGAGAAGACCTCCACCGCCTAGTCCTCCGCCTCCAAGACCACCTCCACCCTCACTTTAA

GTGCTGACTCAGTCTCCTGCCACCCTGTCTGTGTCTCCCGEGGAAAGAGCCATCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGGAGCTTCTTAGCCTGGTACCAACAGAAACCTEGGCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTC
N ! : 1 : ! N 1 N ! ! 1 ! 1 ! ! 1 ! 1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
CACGACTGAGTCAGAGGACGGTGGGACAGACACAGAGGGCCCCTTTCTCGGTAGGAGAGGACGTCCCGGTCAGTCTCACAATCCTCGAAGAATCGGACCATEGTTGTCTTTGGACCCGTCCGAGGGTCCGAGGAGTAGAG

TGATGCATCCAACAGGECCACTGGCATCCCAGCCAGETTCACTGGCGGTGGETCTEGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTAGAGBCCTGAAGATTTTGCAATTTATTACTGBTCAGCAGTATCGTTACTCACCTE
" ! 1 ! 1 ! ! 1 ! 1 ! ! 1 ! 1

T T T T T T T T T T T T T T T
ACTACGTAGGTTGTCCCGGTGACCGTAGGGTCGGTCCAAGTGACCGCCACCCAGACCCTGTCTGAAGTGAGAGTGETAGTCGTCGGATCTCGGACTTCTAAAACGTTAAATAATGACAGTCGTCATAGCAATGAGTGGAG

Figura 12. Reconocimiento de los oligonucleétidos en el fragmento scFv 6009F

9.2 Integracion del plasmido pHIL-S1 en E. coli Top10F

El plasmido pHIL-S1 para la expresién en P. pastoris fue trasformado en células
competentes de E. coli Top10F para su mantenimiento y clonacion, esto se confirmo
mediante el crecimiento de colonias de E. coli en medio LB agar suplementado con
los antibioticos Ampicilina y Tetraciclina, debido a que la cepa de E. coli Topl0F
posee un gen de resistencia a tetraciclina y el plasmido pHIL-S1 a Ampicilina y al
presentarse colonias en el medio se confirma la integracion del plasmido en la cepa

bacteriana. Posteriormente las colonias se crecieron en medio LB liquido para
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realizar una purificacion de plasmido con el kit Gene JET Plasmad Miniprep (Thermo
Scientific) y se verific6 mediante la técnica de electroforesis. En la figura 13, se
muestra el gel de agarosa al 0.8 %, en el carril 1 el marcador de peso molecular y
en los carriles 2, 3, 4, 5, 6 y 7 las bandas de 8,300 pb que corresponden

respectivamente al peso molecular del plasmido pHIL-S1.

pHIL-S1

Figura 13. Purificacién de plasmido de pHIL-S1 en gel de agarosa al 0.8%.

9.3 Ligacion del plasmido pHIL-S1 con el gen scFv 6009F

Una vez purificados el gen scFv 6009F y el plasmido pHIL-S1, se sometieron a una
dobles digestién con las enzimas EcoRl y BamHI, en el caso del inserto fue para
retirar cualquier base nucleotidica de mas y en el plasmido para poder linealizarlo y
posteriormente poder integrar el gen scFv 6009F. La reaccion para linealizar el
plasmido y tratar el gen scFv 6009F se dej6 por 2 horas a 37°C, pasando este tiempo
se inactivaron las enzimas EcoRIl y BamHI a 65°C. Se cuantificaron los productos
mediante un Nanodrop y una vez determinadas las concentraciones de plasmido
linealizado y gen scFv 6009 F se calculé la masa del inserto y del plasmido requerido
para realizar las reacciones de ligacion, mediante el programa NEBioCalculator,
como resultado se obtuvieron las relaciones 3.1, 5:1 y 7:1. Siendo la proporcién
Optima 5:1.
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9.3.1 Transformacion del pHIL-S1/6009F en E. coli Top10F

Posteriormente después de realizar las reacciones de la ligacion se trasformo el
nuevo plasmido pHIL-S1/6009F en células quimiocompetentes de E. coli Top10F y
se sembraron en cajas de medio LB agar suplementadas con antibiéticos
(Ampicilina y Tetraciclina). Las colonias obtenidas se resembraron en medio LB
liquido con los dos antibidticos ya antes mencionados dejandose crecer por 16
horas, consecutivamente cada colonia obtenida se resembro en medio LB agar y se
dej6 crecer durante un dia, posteriormente se procedi6 a realizar un PCR de colonia
con los oligonucledtidos AOX1 Forward y Reverse que amplifican el promotor
alcohol oxidasa de la construccion del plasmido pHIL-S1/6009F. Los productos de
PCR se corrieron en un gel de agarosa al 0.8% en una cadmara de electroforesis por
40 min a 100 volts y se obtuvieron cuatro colonias positivas de 20 colonias obtenidas
de la transformacion de E. coli Topl0F, lo que sugiere que quiza en las otras 16
colonias obtenidas posiblemente el plasmido se religo sin el inserto. Los resultados
se muestran en la figura 14, en un gel de agarosa al 0.8 %, en el carril 1 el marcador
de peso molecular de 1 Kb, en los carriles 2, 3, 4 y 5 la banda de 1,085 pb
correspondientes al promotor AOX1 con el inserto del gen scFv 6009F de 823 pb y

en el carril 6 y 7 el promotor AOX de 262 pb sin el inserto.

pHIL-S1/6009F  pHIL-S1 (Vacio)

Figura 14. Gel de electroforesis de la Amplificacién del gen AOX1 mas el inserto scFv 6009F.
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Las colonias positivas fueron confirmadas por el incremento en el peso molecular
del plasmido pHIL-S1, su peso sin el gen es de 8,300 pb y con el gen scFv 6009F
aumenta a 9,123 pb, es decir la suma 8,300 pb + 823 pb= 9,123 pb. Resultado que
se confirm6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, en el carril 1 el
marcador de peso molecular 1 Kb, en los carriles 2, 3, 4 y 5 el aumento del peso
molecular de 9,123, esto comparado con el control negativo el plasmido pHIL-S1 sin

el inserto del gen en los carriles 6 y 7 (Figura 15).

Figura 15. Electroforesis de la Purificacion del plasmido pHIL-S1/6009F.
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9.4 Liberacion del gen scFv 6009F del plasmido pHIL-S1/scFv 6009F

Para observar la liberacion del fragmento de scFv 6009F del plasmido pHIL-S1 se
realizé una doble digestion con las enzimas EcoRI y BamHI a las cuatro clonas de
E. coli Top10F obtenidas. El resultado de la doble digestion se visualizé en un gel
de agarosa al 0.8% con luz ultravioleta. Se observé en el carril 1 el peso molecular
del marcador 1 Kb, en los carriles 2, 3, 4y 5 en la parte superior del gel una banda
mas intensa que corresponde al plasmido pHIL-S1 de 8,300 pb, en la parte inferior
de dichos carriles se puede observar el gen scFv 6009F con un peso molecular de
823 pb (figura 16).

pHIL-S1

scFv6009F

Figura 16. Liberacion del gen scFv 6009 de las construcciones.

Los resultados sugirieron que las 4 clonas poseen las construcciones correctas, sin
embargo, esto se confirmd mediante secuenciacién. Para andlisis se purificé y
cuantificé el plasmido de la construccion pHIL-S1/6009F de las cuatro colonias. Los
resultados obtenidos de la secuenciacion se confirmaron mediante un BLAST de
secuencias, obteniendo solo una construccion con el gen scFv 6009 F completo, sin
mutaciones o alteraciones en la secuencia de la proteina, obteniendo un 100% de
identidad con el scFv 6009F depositada en la base de datos de NCBI. Al analizar

los resultados mediante el programa de SnapGene se verifico la integracion del
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inserto al vector con las etiquetas del epitope C-Myc y los residuos de histidina para

como se muestra en la figura 17.

PfIMI
BcivI
AlWNI PFIFT - Tth111iI
KFIT - PpuMI T:”::I' Xmal
BaeGI -Bme1580I-Bsp12861
Apol - EcoRIL Sfel
PaeR7I - Xhol Pstl - Sbfl BamHI
PHO1 sighal sequence Asel
Alel - MslI Acc651 - Banl
BstBI Tsol NmeAIIl KpnI
BpuEI Btsal xemr  BseYI

P PshAI Geerr | PSPFI

Start| BStEIT ( se PMmeI Acul

Figura 18. Mapa lineal de la secuencia del gen integrada en el plasmido de pHIL-S1.

Del mismo modo se ratificé el marco de lectura de la proteina, que inicia con la
secuencia sefial de la fosfatasa acida (POH1) y continua con la secuencia del gen
scFv 6009F sin cambios, terminando con la etiqgueta C-Myc, la etiqueta de histidinas

y el codén de paro TTA de manera correcta.

GMCGTTTACGACACT TGAGAAGAT CAAAAAACAACTAATTATTCOAAACGATETTCTCTCCAATTTTGTCCT TEGAAAT TAT T TTAGCT TTGGCTACTTTOCAATCTGTCTTCGCTCOAGAATTCGAGOTGCAGCTOGTGOAGTCTGGGG6GAGEC
1 1 I 1 1 1 I I 1 1 1 I 1 1

+ M + I " + " N 4 " 4 4 N + N " "

T T T T T T T T T T T T T T T
CKGCAAATOCTETGAACTCT T CTAGT T T T T TG T TCAT TAATAAGCT T TG CTACAAGAGAGGTTAAAACAGGAACCT T TAATAAAATCGAAACCGATGAAACGTTAGACAGAAGCGAGCTCTTAAGCTCCACGTCGACCACCTCAGACCCCCTCCE

) WS R S - RIS a—— - N — L 29 . . .. 20

PHO1 signal sequence

TTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTC TG TG AGGCTCTGGATTCACCT T TGATAAT TATGCCATGCATTGEATACGCCAAGTTCCAGGGGAGGGCCTGEAGTGGGTCTCAGGTATTAGTCGGGGCAGTGGTGACATAGGCTATGCGEA
1 1 1 1 1 1 1 1 I Il 1 Il

N 1 + + + " + ) + I + + + " " 1 " + +

1 t 1 t T + T + T + T + T + T + T + T + T t T t T T T T T T T
AACCATGTCGGACCCCCCAGGGACTCTGAGAGGACACGTCCGAGACCTAAGTGGAAACTATTAATACGGOTACGTAACCTATGCGGT TCAAGGTCCCCTCCCGGACCTCACCCAGAGTCCATAATCAGCCCCGTCACCACTGTATCCGATACGECT
LV Q P G G $ L R L $ CAG S G F T F D NY A M HW I RQV P G E G L E WV $ G S R G $ 6GD I G VY AD

» signal sequence d

CTCTETCAAGEECCOATTCACCATCTCCAGAGACOACGCCAAGAAGTCCCTOTCTCTOCAAATCAACAGCCTGAGAGCCOAGGACACEGCCOTETATTACTETOCCACAGGOGGETTCECAAGTTTTGATACCTEOGGCCAAGGGACAATEETCA
1 ! 1 1 1 1 ! 1 1 1 1 1 1 ! i

+ T + T + T t T + T + T + T + T + T + T + T + T + T + T + T t
GAGACACTTCCCGOCTAAGTEETAGAGGTCTCTECTOCEETTCTTCAGGBACACAGACET TTACTTETCGEACTCTCEGCTCCTOTECCOOCACATAATGACACGCTCTCCCCCCAAGCCTTCAAAACTATEGACCCCOETTCCCTETTACCAGT
$ V XK G R F T I S R DD A KK S L S L QMN S L RAEUDTA AV Y Y CARGU G TF G S F DT WG QUG T MYV

sme with PHO1 signal seque >

CCGYCYCYYCYGGAGGYGGCGGAYCAGGAGGC6EA%HTCYGGYGGAGGYGGGAGYGAAAVYGYGCYGACYCAGYCYEC7GCCACCCYGYCYGYSYC7CCCGGGEAAAGAGCCAYCC7CYCCYGCAGEGCCAGYCAGAGYGYYAGGAGCYYCYYA
1 + 1 1 1 1 " 1 + 1 1 1 1 1 " 73 " I 4 i " i 1 }

T ¥ T T T T T T T * T * T M T ¥ T T T T T ¥ T T T ¥ T T T T T
GGCAGAGA!GACCYCCACtGCCYAGYCCYCEGCCY*AAGACCACCYCCACECYI:ACYYYAACAL‘GAEYGAG'CAGAGGACGGYGGSACAGACACAGAGGGCECtYYYCYCGGYAGGASAGGACGTECCGSYCAETCYCACAAYCCYCGAAGAAV

'-VSSGGGGSGGG-GSGGGGSElVLYQSPAY $ V S P G E R A 1 L §$ CR A S Q S V R S F L

GCCTGGTACCAACAGAAACCTGGGCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTCTGATGCATCCAACAGGGCCACTGECATCCCAGCCAGGTTCACTGGCEGTEGETCTGOGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAAT
N 1 + ! " ! N 1 + 1 + 1 N 1 : 1 N il + 1 N fl . 1 " 1 N 1 N I N

+ T t T + T + T + T + T t T + T t T + T + T * T * T * T T T M
CGGACCATGGTTGTCTTTGGACCCOTCCOAGGETCCOAGGAGTAGAGACTACGTAGGTTGTCCCOGTOACCOTAGGGTCOOTCCAAGTGACCGCCACCCAGACCCTOTCTGAAGTGAGAGTOGTAGTCGTCGGATCTCGGACTTCTAAAACGTTA
A W Y Q QK P G Q A P R L L I S D A S NRAT G P ARTF T GGG S$ G T DO F T L T 1 8 S L E P E D F A 1

TTATTACTGTCAGCAGTATCOTTACTCACCTCEGACET T GO CAAGEOACCAAGETEGAGAT CAAACGTOCOGCCECAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTOAATOGEECCOCACATCACCATCATCACCATTAATAAAGSATCCTTA
1 1 1 i 1 1 N 1 1 1 I } } 1 f 1

T T T T T T T T T T T T T T T X
AATAATGACAGTCOTCATAGCAATGAGTGEAGCCTOCAAGCCOGTTCCCTGOTTCCACCTCTAGT T TGCACGCCOGCOTCTTGT T T T TGAGTAGAGTCTTCTCCTAGACTTACCCCOGCOTOTAGTGGTAGTAGTGGTAATTATTTCCTAGGAAT

MY EN I v Y VI NP T ) b U S W U -
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Figura 19. Marco de lectura del gen scFv6009F.
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9.5 Transformacion del pHIL-S1/6009F en las cepas de P. pastoris KM71y
GS115

El plasmido de la construccion pHIL-S1/6009F se confirmo por secuenciacion y se
mantuvo en E. coli Top 10 F, el plasmido se obtuvo mediante el kit de purificacion y
posteriormente fue linealizado con la enzima Salt 1 para la trasformacion de células
electrocompetentes de las cepas de P. pastoris de KM71 y GS115. Las células
transformadas fueron sembradas en un medio minimo (MD) para la seleccién por
auxotrofia de histidina, obtenidas las colonias se les realizo una extraccion de DNA
gendmico y se realiz6 un PCR con los oligonucleétidos del promotor AOX1 del
plasmidos pHIL-S1/6009F para confirmar cepas trasformadas en P. pastoris y las
amplificaciones se correinaron en un gel de agarosa a 0.8%, de los cuales solo se
obtuvo una colonia confirmada para la cepa de KM71 y cinco de la cepa GS115
como se observan en la figura 19.

pHIL-S1/6009F (KM71) pHIL-S1/6009F (GS115)
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Figura 19. Electroforesis del gen AOX1 del plasmido pHIL-S1/6009F en las cepas KM71 y GS115.

9.6 Expresién del scFv 6009F en P. pastoris GS115y KM71

Las colonias confirmadas por PCR de P. pastoris KM71 y GS115 se emplearon para
la expresién del anticuerpo scFv 6009F. Se realiz6 un preinoculé de una clona para
cada cepa en medio BMGY para crecimiento de las células y mantener la expresién
reprimida, posteriormente la biomasa obtenia fue trasferida al medio BMMY para le
expresion del anticuerpo scFv 6009F, la induccion se realizdé con 1% de metanol.
Se tomaron muestras de 1 ml cada 24 h finalizando a las 96 h, éstas fueron

38



analizadas por geles de SDS-PAGE. Los resultados que se muestran en la figura
20 pertenece a la expresion en P. pastoris KM71 de la proteina scFv 6009F,
observandose una banda en los carriles 4, 5, 6, y 7 con PM de 28 kDa
correspondiente a nuestra proteina de interés y en el carril 8 una muestra purificada
por columna de Ni2+-NTA proveniente de la misma expresion. En la figura 21 se
muestra la expresion con la cepa de P. pastoris GS115 con dos bandas muy
cercanas al PM de 28 kDa en los carriles 4, 5y 6, En el carril 7 se muestra la

purificacion por columna de Ni2+-NTA de la expresion en GS115.

1 2 3 4 5 6 7 8 Tabla 9. Muestras KM71 en los carriles.
L e e — . — —— 01 t=
25(]1:8 &3 g Carril Muestra
100 ===
75 || — 1 Marcador molecular
37 (- 3 24 h
‘ L -~ 28 kD 4 48 h
25 (. 5 72 h
20 |-
l!: 6 96 h
10 | - 7 Dilisis
b ; 8 Purificacién por niquel
5 . ;
Figura 20. Gel de poliacrilamida SDS- PAGE de las horas de expresion del scFv-6009F en KM71.
1 2 3 4 5 6 7
250 KD . 7ife - =t " Tabla 10. Muestras de GS115 en los carriles.
% |
75 - . Carril Muestra
1 Marcador molecular
50 2 oh
37 = 3 24 h
4 48 h
25 - 5 72 h
20 * 6 96 h
10 = 7 Purificacién por Niguel

Figura 21 Gel de poliacrilamida SDS- PAGE de las horas de expresion del scFv-6009F en GS115.
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9.7 Reconocimiento del scFv 6009F por Western Blot

Para el reconocimiento por Western Blot de las proteinas expresadas en ambas
cepas de P. pastoris KM71 y GS115 se utiliz6 el anticuerpo Monoclonal Anti-poly
Histidinae, el cual reconoce la etiqueta de 6 histidinas adicionada en el extremo del
scFv 6009F. Se realiz6 un gel de SDS-PAGE y posteriormente fueron transferidas
las proteinas a una membrana de nitrocelulosa donde se hizo el reconociendo con
el Monoclonal Anti-polyHistidine. Se obtuvieron resultados positivos, de color azul
intenso en el reconocimiento del scFv-6009F en ambas cepas de P. pastoris KM71
y GS115 como se muestran en la figura 22 y 23. Y algo importante de mencionar es
gue la cola de His esta accesible para reaccionar con el anti His

1 2 3 4 5 6 7 8 Tabla 11. Muestras de KM71 en los carriles
Western Blot.
- Muestra
' Carril
1 Marcador molecular
— = . 2 pPIC9/6009F (Control)
5 Marcador molecular
LR}
8 pPIC9/6009F (Control)
-
. 9 pHIL-S1/6009F Cepa KM71

Figura 22. Western Blot del scFv 6009F expresado en la cepa KM71.
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8 9 10

Tabla 12. Muestras de GS115 en los carriles del

Western Blot.

Carril

Muestra

1
2
3

Marcador molecular
pPIC3.5/6009F sobrenadante GS115(Control)
pPIC3.5/6009F sobrenadante KM71(Control)

pPIC3.5/6009F pellet GS115 (Control)
pPIC3.5/6009F pellet KM71 (Control)
pPIC9/6009F Exclusion molecular GS115 (Control)
pPIC9/6009F GS115(Control)
pHIL-S1/6009F Cepa GS115
pPICZa/6009F GS115 (Control)

pPICZa/6009F X-33 (Control)

Figura 23. Western Blot del scFv expresado en la cepa GS115.

9.8 Cuantificacion de proteinas.

La concentracion proteica fue determinada utilizando el método de Bradford. Se

utilizé el protocolo para placas de 96 de pozos, ya que requiere poca cantidad de

muestra (10 pL). Se prepararon estandares de albumina sérica bovina. Una vez

agregado el reactivo de Bradford, se colocoé la placa en un shaker por alrededor de

30 segundos para mezclar el contenido de los pozos. Las muestras se dejaron

incubar a temperatura ambiente 5 min. Transcurrido el tiempo de incubacion se ley6

la absorbancia de los pozos en un lector de microplaca a 595 nm. Se grafico la

absorbancia para determinar la concentracion proteica. La concentracién proteica

de la muestra problema se determiné comparando su valor contra la curva estandar.

Tabla 13. Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford.

GS115 Absorbancia | Proteina KM71 Absorbancia | Proteina
Sobrenadante 0.463 429 mg/L Sobrenadante 0.373 299 mg/L
Concentrado 0.675 782 mg/L Concentrado 0.620 652 mg/L

Concentrado/Dializado 0.587 634 mg/L Concentrado/Dializado 0.540 557 mg/L
Purificacion por Ni2*-NTA 0.333 212 mg/L | Purificacion por Niz*-NTA 0.322 194 mg/L
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9.9 Reconociendo del scFv 6009F contra la toxina Cn2y el veneno de
Centruroides noxius y Centruroides limpidus

Mediante la técnica de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) se determino
la interaccion del fragmento scFv 6009F en entre la Toxina Cn2 y los venenos
completos de Centruroides noxius y Centruroides limpidus en una relacion molar
1:10 fragmento/toxinas donde se demostrd que el fragmento scFv 6009F producido
en el plasmido en pPIC9 es el que presentd reconocimiento en el ensayo en
comparacion a los otros plasmidos y la produccion en E. coli TG1. Como se observa
en la figura 24, el anticuerpo con mayor reconocimiento es el expresado en P.
pastoris pPIC9, seguido por pPICZaA, pHIL-S1 y E. coli TG1. Al momento solo se
ha realizado un experimento de dicroismo circular con la expresién en P. pastoris
KM71/pPIC9, para ver su plegamiento, y tiene 8.02% de a hélice y 22.14% de hoja
B. Las proteinas expresadas en los plasmidos pPICZaA y pHIL-S1 al tener menor
reconocimiento pueden estar plegadas de diferente forma, por lo que sera
importante hacer experimentos de dicroismo circular con estas proteinas. Un

plegamiento anormal evitaria una correcta interaccion contra la toxina.

Cn2 C.nosiux C.limpidus

E. coli

pHIL-S1
e Anti-myc-HRP

Antibody
(Invitrogen™)

E. coli

pHIL-S1 Q‘ A : L Anti-His - HRP
' (Milipore)

Figura 24. Reconocimiento de la toxina Cn2 y los venenos de Centruroides noxius y Centruroides limpidus contra scFv 6009F
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10. DISCUSION

En este trabajo se logré expresar el fragmento de anticuerpo scFv 6009F, mediante
la utilizacion de las cepas P. pastoris KM71 y GS115 el plasmido pHIL-S1 es un
sistema eucaribtico y ofrece ventajas en las modificaciones postraduccionales como
glicosilacién, la formacién de enlaces disulfuro y el procesamiento proteolitico, una
maquinaria de plegamiento mas especializado, crecimientos celulares altos en
medios minimos y una purificacion simpe de las proteinas expresadas secretadas.
Se obtuvo un mayor rendimiento mucho mayor del anticuerpo scFv 6009F en ambas
construcciones de P. pastoris GS115/ pHIL-S1 212 mg/L y P. pastoris KM71/ pHIL-
S1 194 mg/L con respecto al 1.1 mg/L obtenido en E. coli reportado en el 2011 por

Riano-Umbarila.

El codigo genético de P. pastoris puede influir en el nivel de transcripcion, la
eficiencia de traduccion, la via secretora, la calidad de la proteina, la estabilidad del
plasmido y el namero de copias del pldsmido es importante encontrar la
combinacion éptima de cepa y vector para expresar la proteina analizando dichos
puntos en diferentes articulos sobre el tema (Ahmad et al., 2014). Cabe mencionar
gue en nuestro grupo de trabajo se estan utilizando diferentes cepas y plasmidos
con la finalidad de elegir la mejor combinacién para la produccion del scFv-6009F
de forma soluble y activa. Otro factor que determina la expresion y estabilidad de la
proteina es la glicosilacion. La glicosilacion es una de las modificaciones post-
traduccionales mas comunes realizadas por P. pastoris no obstante el scFv 6009F
no pose sitios de N glicosilacion, pero si de O glicosilacion Serina y treonina. Es
posible que P. pastoris O-glicosilé el scFv 6009F de forma aleatoria, causando
posiblemente respuestas inmunes inapropiadas al paciente que use este anticuerpo
Si estas proteinas llegaran a ser utilizadas farmacéuticamente (Nett, et al., 2013 y
Idiris et al., 2010). Otras complicaciones que pueden observarse en la produccion
de proteinas recombinantes secretadas por P. pastoris es que pueden degradarse
por proteasas extracelulares, proteasas unidas a la célula y/o por proteasas
intracelulares de células lisadas. Sin embargo, las proteasas extracelulares de P.
pastoris no estan bien documentadas segun se reporta, secreta solo niveles bajos
de proteinas endégenas (Macauley-Patrick et al., 2005). P. pastoris GS115 y KM71
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en este caso y a las condiciones de expresion 28°C a 250 rpm en medio BMMY no
produce proteasas que degraden al scFv 6009F.

Algo que se puede resaltar en este trabajo es que el plasmido pHIL-S1 permite
expresar la proteina extracelularmente y de forma soluble en ambas cepas de P.
pastoris GS115y KM71. pHIL-S1 al igual que el plasmido pPic9 funciona bien para
la expresion del scFv con la cepa P. pastoris GS115 como se muestra en la figura
23 (Adame, 2019). El plasmido pPICZaA usado como control en este trabajo solo
ha expresado la proteina de forma soluble cuando se transforma en la cepa GS115
Amezcua, 2019). El plasmido pPic3.5 transformado en las cepas GS115y Km71 en
cambio expresa la proteina, pero no puede ser reconocida con el anticuerpo de
histidinas (Lopez, 2019), parece ser que existe la remocion de la cola de Histidinas
por proteasas, al igual que sucede al usar el plasmido pPICZAa en la cepa X-33,
que no posee delecién de proteasas (Garcia, 2019). Finalmente, los resultados
obtenidos hasta el momento muestran que el fragmento scFv 6009F fue purificado
por columna de niquel y reconocida por el anticuerpo Monoclonal Anti-polyHistidine
en ambas cepas de P. pastoris. Hace falta realizar el reconocimiento de la toxina
Cn2 de la cepa de KM71 y dicroismos del scFv 6009F producido en ambas cepas
KM71y GS115.
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12. CONCLUSIONES

Se obtuvieron dos construcciones para P. pastoris GS115/pHIL-S1 scFv 6009F se
obtuvieron 90 mg/L y para P. pastoris KM71/pHIL-S1 scFv 6009F para ser
expresadas y comparadas con la expresion en E. coli TGl y con otras

construcciones en el grupo de trabajo.

La expresion en P. pastoris GS115/ scFv 6009F produjo un total de 212 mg/L de
proteina activa y soluble, es decir produce un 10 % mas de proteina expresada en
P. pastoris KM71/ scFv 6009F 198 mg/L. Los cambios se atribuyen a las diferencias

en cepas una es de alto consumo de etanol y la otra de bajo.

Se evaluo el reconocimiento del scFv 6009F producido en P. pastoris GS115 contra
la toxina Cn2 de Centruroides noxius, el veneno completo de Centruroides noxius y
Centruroides limpidus mediante la técnica de ELISA, usando en Anti-His* y el Anti-
myc para revelar, en una relacion 1:10, tenido el mismo reconocimiento del scFv
6009F producido en pHIL-S1y E. coli TG1 contra la toxina Cn2 . Hace falta evaluar

el fragmento scFv 6009F expresado en P. pastoris KM71.
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