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RESUMEN

Las aranas conocidas como viudas pertenecen al género Latrodectus, dentro del cual se han
descrito 40 especies. Entre ellas se encuentra Lafrodectus mactans, que se distribuye por todo
México. El veneno de la viuda negra contiene varios componentes, dentro de los que se encuentra
una proteina de 130 kDa denominada a-latrotoxina (aLTX), responsable de los sintomas de
envenenamiento en vertebrados. El tratamiento mas efectivo contra la mordedura de la viuda negra es
la administracion de antiveneno. En 1999, el Instituto Bioclon en colaboracion con el Instituto de
Biotecnologia de la UNAM lanzé al mercado mexicano el antiveneno Aracmyn®, el cual se compone
de fragmentos F(ab’), de inmunoglobulinas policlonales de caballos inmunizados con veneno de L.
mactans. El proceso de obtencion del veneno es muy riesgoso y poco eficiente, por lo que en nuestro
laboratorio se cloné y secuencid el gen de la aLTX de L. mactans con el objetivo de expresarla de
manera recombinante y utilizarla como un inmundégeno sustituto del veneno en la produccién del
antiveneno Aracmyn®. Para expresar la aLTX recombinante subclonamos su cADN en el vector de
transferencia baculoviral pMelBacA y esta construccién fue cotransfectada en células de insecto Sf9
junto con ADN de baculovirus. Al infectar células de insecto H5 con los virus recombinantes, logramos
expresar la aLTX, la cual se purific6 parcialmente mediante cromatografia de intercambio aniénico en
un sistema de FPLC. La aLTX recombinante mantuvo su toxicidad y al inmunizar conejos estos
desarrollaron una respuesta de anticuerpos capaces de reconocer al veneno nativo de L. mactans.
Nuestros esfuerzos futuros estaran dirigidos a la optimizacion del proceso de purificacion de la aLTX
recombinante.
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ABSTRACT

Envenomation caused by black widow spider bite is a health hazard in México and it is known that
o-latrotoxin, a 130 kDa protein isolated from the venom of various species of black widow is
responsible for all envenomation symptoms. Latrodectus mactans is the most common species of
black widow spider found in Mexico, and the a-latrotoxin gene from this species was cloned. Since
1999, the Bioclon Institute together with the Biotechnology Institute of UNAM, developed the

antivenom Aracmyn®, which is composed of F(ab’), fragments, obtained from the blood of horses
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immunized with the venom of Latrodectus mactans. This process is expensive and it requires large

amounts of spiders to obtain the venom for each immunization, which is why we decided to obtain a

heterologously expressed recombinant a-latrotoxin and use it as an immunogen for the production of

the antivenom Aracmyn®. Using the insect-cell baculovirus system we expressed the recombinant

toxin, which maintained the toxicity of the natural venom and, when it was injected into rabbits, elicited

an antibody specific response against the venom of Latrodectus mactans. Our future efforts will aim at

an improvement of the purification process of the recombinant toxin.

Keywords: latrotoxin, antivenom, antibody.

INTRODUCCION

La arafia conocida como viuda negra o
arana capulina pertenece al género
Latrodectus y se distribuye a través de todo el
mundo (Platnick, 1993 y 1997). Existen dentro
de este género 40 especies descritas, dentro
de las cuales se encuentra la especie mas
comun en México: Latrodectus mactans. El
veneno de la viuda negra es 15 veces mas
toxico (por peso) que el veneno de una vibora
de cascabel y produce un sindrome
neurotoxico conocido como latrodectismo. Los
sintomas mas comunes son: dolor en la zona
de la mordedura, vémitos, nauseas, lipotimias
y dificultad para respirar. En muy pocos casos
(menos del 1%) se han reportado
fallecimientos, siendo los nifios y ancianos el
grupo mas afectado.

La caracterizacion del veneno de
L. mactans mostro la existencia de una familia
de proteinas relacionadas pero selectivamente
toéxicas para los vertebrados, insectos o
crustaceos: o-latrotoxina, o-latroinsectotoxina
y a-latrocrustatoxina,
(Granata et al.,, 1972; Frontali et al., 1976;
Knipper et al., 1986). La a-latrotoxina (aLTX)

es la proteina que afecta a los vertebrados y

respectivamente
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estd compuesta por wuna sola cadena
polipeptidica no glicosilada de 130 kDa
(Ashton et al., 2000). Se ha propuesto que el
mecanismo de accion de la aLTX requiere su
insercion en la membrana plasmatica de las
terminales neuronales presinapticas de los
vertebrados, causando una liberacién masiva
de practicamente todos los neurotransmisores
conocidos como la acetilcolina, GABA y
norepinefrina. Se ha demostrado que la accion
de la toxina altera las propiedades de
conduccion de la membrana y desencadena la
liberacion de los neurotransmisores
almacenados en las vesiculas presinapticas
(Rosenthal y Meldolesi, 1989; Liu y Misler,
1998; Lang et al., 1998).

Para el tratamiento de los pacientes
mordidos por la viuda negra se han utilizado
diversos farmacos, pero el tratamiento mas
efectivo ha sido la administracion de
antiveneno. En México desde el afo 1999 el
Instituto Bioclon en colaboracion con el
Instituto de Biotecnologia de la UNAM lanzé al
mercado el antiveneno Aracmyn®, el cual se
F(ab’), de

inmunoglobulinas policlonales de caballos

compone de fragmentos

inmunizados con veneno de L. mactans. Para

la inmunizacion de los caballos se necesita el
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veneno de cientos de arafias, el cual se

obtiene mediante estimulacion eléctrica. La
obtencion del veneno es una actividad onerosa
y conlleva riesgos que comprometen tanto la
calidad del veneno como la salud del
trabajador. Es por esto que nuestro grupo se
dio a la tarea de expresar la a-latrotoxina de la
especie L. mactans de manera recombinante
con el objetivo de utilizarla como inmundgeno
sustituto del veneno en la produccion del
antiveneno Aracmyn®.Es importante sefalar
que el proceso de fabricacion de un
antiveneno no hace uso del veneno solamente
para la inmunizacion de los animales de
produccion, una parte igualmente importante
del mismo se utiliza para el control de calidad
del antiveneno y de ahi la importancia de
obtener preparaciones de aLTX recombinante
con potencias téxicas comparables a la del

veneno natural.

MATERIALES Y METODOS
Medios de cultivo

Para los experimentos de cotransfeccion se
utilizé el medio de cultivo Grace's Insect
Medium y el medio TNM-FH (Grace’s Insect
Medium suplementado con hidrolizado de
lactalbumina y extracto de levadura) al 10% de
suero de ternera fetal (STF) y 0.5% de pluronic
F-68 (Sigma). Para la titulacion de los virus
recombinantes se utilizé el medio TNM-FH y la
clonacién y amplificacion de las placas virales,
asi como la produccion de proteina
recombinante, se realizd6 con el medio de
cultivo Sf-900 Il SFM libre de suero. Todos

estos reactivos fueron de GIBCO-Invitrogen. El
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sustrato cromogénico para la deteccién de
aLTX recombinante por ensayos de Western
Blotfue el BCIP-Na (sal sodica del 5-bromo-4-
cloro-3-indolil fosfato) junto a una solucién de
NBT (azul de tetrazolio), ambos de Zymed. Los
reactivos de uso general fueron de Sigma,
Merck, GIBCO BRL, Qiagen, BioRad vy
Rockland.

Animales

Se utilizaron conejos New Zealand White
(NZW) y ratones CD1, obtenidos del bioterio
del Instituto de Biotecnologia, UNAM.

Clonacion del cADN de la ol TX en el vector
pMelBacA

Para lograr este objetivo partimos de un
plasmido obtenido en nuestro laboratorio que
tenia insertada la secuencia codificante de la
oL TX madura. A partir de esta construccion,
pCR2.1 TOPO-alLTX,

subclonamos el cADN de la aLTX en el vector

denominada

pMelBacA, con el objetivo de cotransfectarlo a
ADN de

baculovirus. El cADN de la aLTX subclonado

células de insecto junto con

queda fusionado con la secuencia que codifica
para el péptido sefal de la melitina, que forma
parte del vector pMelBacA. Esta secuencia
permite la posterior secrecion de la proteina
recombinante al sobrenadante de cultivo.

pCR2.1-TOPO-aLTX vy

pMelBacA (Invitrogen) fueron digeridos con las

Los vectores

enzimas de restriccion BamH | y Sal | (New
England Biolabs). Posteriormente el vector
pMelBacA fue

Fosfatasa Alcalina (Roche) para prevenir la

desfosforilado  utilizando

autoligacion del mismo. Los fragmentos de la
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mediante una

digestion se separaron
electroforesis en gel de agarosa y las bandas
de interés se cortaron del gel y se purificaron
para su posterior ligaciéon a 16°C durante 20 h.
El producto de la ligacién fue transformado en
células de E. coli XL2 Blue (Stratagene)
siguiendo el protocolo sugerido por los
proveedores.

Luego de purificar el ADN plasmidico de
varias colonias transformantes utilizando el
High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche),
seleccionamos las colonias positivas para la
construccion pMelBacA-aLTX mediante un
anadlisis de restriccion. EI ADN plasmidico
correspondiente a las colonias que mostraron
el patron de restriccion esperado fue
secuenciado utilizando oligonucleétidos que
hibridan a lo largo del cADN que codifica para
la aLTX y que fueron sintetizados en la Unidad
de Sintesis del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM.

Obtencion de los baculovirus recombinantes
Células de insecto Sf9 (ATCC CRL-1711),
provenientes del ovario de pupa del
lepidéptero  Spodoptera frugiperda fueron
cotransfectadas con el plasmido pMelBacA-
oLTX y con el ADN de baculovirus Bac-N-Blue
siguiendo el protocolo sugerido en el manual
Bac-N-Blue Transfection and Expression Guide
(Invitrogen). Los baculovirus recombinantes se
forman a través de un proceso de
recombinacién homodloga que ocurre en el
nicleo de las células cotransfectadas,
mediante el cual el cADN de la olLTX se

transfiere al genoma de los baculovirus. La
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seleccion de los baculovirus recombinantes se

realiz6 mediante un ensayo en placa.

Ensayo en placa

Células Sf9, cultivadas en medio TNM-FH
al 10% de STF y 0.5% pluronic F-68 y con una
viabilidad mayor del 97% fueron sembradas en
placas de cultivo de 6 pozos de fondo plano a
razén de 2*10° células/pozo en 3 mL totales.
Se incubaron a temperatura ambiente durante
30 min para permitir la adhesion de las células
al fondo de los pozos y se elimin6 el medio de
cultivo por aspiracién. Se adicionaron a los
pozos la diluciones seriadas del sobrenadante
de las cotransfecciones o del sobrenadante de
las amplificaciones de los baculovirus, las
cuales se realizaron con medio de cultivo
TNM-FH al 10% STF. Las placas de cultivo se
sellaron e incubaron en un agitador orbital a
razén de 2 revoluciones/min durante 3 h a
temperatura ambiente y en la oscuridad.
Nuevamente se eliminé el medio de cultivo por
aspiracion y se adicioné 1 mL/pozo de una
mezcla 1:1, previamente preparada vy
mantenida a 47°C, de agarosa de bajo punto
de fusién al 3%: TNM-FH 2X, 20% STF y 300
ug/mL de X-gal (Sigma). Las células
infectadas son de color azul debido a la
hidrélisis del sustrato X-gal por la enzima B-
galactosidasa, la cual forma parte del genoma
de los baculovirus recombinantes. Una vez
que la mezcla medio-agarosa gelifico sobre las
células, éstas se incubaron durante 9 dias a
27°C vy las placas virales recombinantes se

contaron a simple vista en un transiluminador.
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de Tripano al 0.04%. Las proteinas presentes

Para aislar y preservar las placas virales
obtenidas como resultado de los ensayos en
placa, se seleccionaron los grupos de células
que presentaban color azul del medio con
agarosa con ayuda de una pipeta Pasteur.
Este tapon de agarosa fue dispersado en
medio de cultivo Sf900-Il al 0.5% STF vy

almacenado a 4°C.

Titulacion de los baculovirus recombinantes
Una vez amplificados los baculovirus
recombinantes en células de insecto Sf9, se
realizé un ensayo en placa para determinar la
cantidad de unidades formadoras de placas
mL de

sobrenadante de cultivo. Estos ensayos en

virales (ufp) presentes en 1
placa se realizaron de manera muy similar al
ensayo descrito previamente, sélo que en este
caso, las células Sf9 se infectaron con
diferentes diluciones de los sobrenadantes de

las placas virales amplificadas.

Estudio de la cinética de expresion de la al TX
recombinante

Para la produccion de alLTX recombinante
se utilizd6 la linea celular BTI-Tn-5B1-4
(Invitrogen) conocida comercialmente como
High Five™ (H5). Esta linea proviene del
ovario del lepidoptero Trichoplusia ni.Las
células de insecto H5 se infectaron con los
baculovirus recombinantes variando los
parametros de multiplicidad de infeccion (MOI)
y densidad celular inicial. Los sobrenadantes
de cultivo fueron recolectados a las 24, 48 |72
y 96 h post-infeccién y se midié la densidad y
viabilidad

hemocitometro utilizando una solucién de Azul

celular por conteo en un
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en el sobrenadante de cultivo se separaron por
SDS-PAGE y la

recombinante se determiné mediante ensayos

presencia de olLTX

de Western Blot. Como primer anticuerpo se
utilizé un suero de conejo especifico contra el
dominio amino de la oLTX y como segundo
anticuerpo se utiliz6 un suero de cabra
especifico para IgG de conejo acoplado a

fosfatasa alcalina (Biorad).

Purificacion de la alL TX recombinante

La purificacion de oLTX recombinante se
realizé siguiendo el protocolo descrito por
Volynski y colaboradores (1999) con algunas
modificaciones. Se sembraron células H5 en
de medio de cultivo SF900-II a una densidad
de 1*10° células/mL y se infectaron a una MOI
de 5 con los virus recombinantes. Las células
se incubaron en agitacion a 26°C y luego de
48 h se les adicion6 una mezcla de inhibidores
de proteasas (Complete mini EDTA-Free,
Roche) y se incubaron nuevamente en
agitacion durante 30 min a 4°C. El proceso
consta esencialmente de dos pasos:
primeramente se pasé el sobrenadante de
cultivo por un filtro Q15 de intercambio
aniénico (Sartobind Q15, Sartorius) y la
fraccion eluida del mismo con 1 M NaCl fue
sometida a una cromatografia FPLC a través
de una columna MonoQ. La elucion se realizo
con un gradiente lineal de NaCl desde 0.1 M
hasta 0.5 M Las fracciones obtenidas durante
la cromatografia fueron analizadas por SDS-
PAGE y Western Blot. La visualizacion del

contenido total de proteinas presente en cada

38



Articulos

fraccion se realizd tifendo los geles con

nitrato de plata.

Tincién neutral de proteinas con nitrato de
plata

Para la tinciéon de los geles con nitrato de
plata se siguid el protocolo de Harlow y Lane
(1988).

Western Blot

Para los ensayos de Western Blot las
proteinas y los componentes del veneno se
separaron mediante SDS-PAGE vy fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa
(Bio-Rad). La transferencia se realizd durante
1h a 400 mA en una

electrotransferencia semi-seca HEP-1 (OWL).

camara de
Para la inmunodeteccion de la aLTX
recombinante la membrana se incub6 durante
1h en agitacion con un suero de conejo
especifico por el dominio amino de la aLTX en
una solucién salina tamponada con Tris-HCI,
0.05% Tween 20 (TBST) y 0.1% de leche
descremada. Seguidamente se realizaron 3
lavados con TBST y la membrana se incubd
con un anticuerpo anti-lgG (H+L) de conejo
acoplado a fosfatasa alcalina (Zymed) durante
1h. El

recombinante por el suero se visualizé por

reconocimiento de la aLTX

incubacion de la membrana en una solucién de
BCIP y NBT al 10%. La reaccion se detuvo

con una solucion de 5 mM EDTA.

Cuantificacion de proteinas
La cuantificacion de cada preparacion de
proteinas se hizo con el kitMicro BCA Protein

Assay Reagent (Pierce).

BioTecnologia, Afo 2009, Vol. 13 No. 2

Estudio de Ila ftoxicidad de la oalTX
recombinante

Para evaluar la capacidad de la olLTX
recombinante de producir los mismos sintomas
de envenenamiento producidos por el veneno
de la arafia L. mactans, ratones de la cepa
CD1 con un peso entre 18 y 20 g fueron
inyectados por la vena caudal con 500 pL del
sobrenadante de cultivo de células H5
infectadas con los baculovirus recombinantes o
con diferentes preparaciones de la aLTX luego
del proceso de purificacién. Cada cierto tiempo
observamos el comportamiento de los
animales y la presencia de ataxia, cierre de los
parpados y contraccion del lomo, que son los
sintomas mas frecuentes del envenenamiento
producido por la mordedura de la arafa viuda

negra.

Inmunizaciones con la alL. TX recombinante

Se inicié un protocolo de inmunizaciéon de
dos conejos de la cepa NZW (conejos 25 y 27)
utilizando como inmundégeno tanto el
sobrenadante de cultivo de células H5
infectadas con los baculovirus recombinantes
como las fracciones de la purificacion por
MonoQ-FPLC donde se encontré la oLTX.
Este estudio se realiz6 con el objetivo de
evaluar si la toxina era capaz de generar una
respuesta inmune en conejos que reconociera
el veneno de L. mactans. Las inmunizaciones
se realizaron por via subcutanea cada 8 dias
durante 4 meses y medio y los conejos fueron
sangrados antes del inicio del protocolo y en 9
ocasiones durante el proceso de inmunizacion.

La primera dosis se administré emulsificada en
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adyuvante completo de Freund (ACF), y las

dosis posteriores se administraron con
adyuvante incompleto de Freund (AIF) para el
conejo 25 y alternando AIF y alimina para el

conejo 27.

Ensayo de ELISA para evaluar la respuesta
inmune contra el veneno de L. mactans en los
conejos inmunizados

Placas Maxisorp (Nunc) fueron
sensibilizadas con 100 ng/pozo del veneno de
L. mactans en una solucién de 100 mM
carbonato/bicarbonato a pH 9.6 y se incubaron
durante toda la noche a 4°C. Los pozos se
bloquearon con una solucién de 50 mM Tris-
HCI pH 8, 0.5% gelatina y 0.2% de Tween 20
durante 2 h a temperatura ambiente. Los
sueros de los conejos, tanto preinmunes como
los obtenidos de las sangrias, fueron diluidos
1/30 y posteriormente se diluyeron de forma
seriada 1/3 con la solucion de reaccion (50 mM
Tris/HCI, 0.5 M NaCl, 0.1% gelatina y 0.05%
Tween 20) y se incubaron con el veneno
durante 1 h a 37°C. Como segundo anticuerpo
se utilizd un conjugado anti-lgG de conejo
acoplado a fosfatasa alcalina (Zymed) a una
dilucién de 1/2000 en la solucién de reaccién e
igualmente se incubaron durante 1 h a 37°C.
El desarrollo de color se obtuvo adicionando
una solucion de pNPP (p-nitrofenilfosfato) de
Zymed, y la densidad 6ptica se determiné en
un espectrofotometro TECAN a una longitud
de onda de 405 nm. Los datos obtenidos
fueron procesados mediante el programa
GraphPad

Software, Inc. San Diego, CA) para determinar

GraphPad Prism (Version 2;

el titulo de anticuerpos, definido como la
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dilucién a la cual la respuesta fue la mitad de la
maxima (EC50).

RESULTADOS Y DISCUSION

El principal objetivo de este trabajo fue
obtener de forma recombinante y activa la a—
latrotoxina de L. mactans, ya que es el
componente del veneno responsable de la
toxicidad en vertebrados. A pesar de que la
oLTX consta de 4 dominios: péptido senal,
amino, anquirinas y carboxilo terminal, sélo los
dominios amino y anquirinas se encuentran
presentes en la proteina madura y téxica. Los
primeros intentos en nuestro grupo para
expresar la aLTX recombinante se realizaron
en células de E. coli. Se expres6 el dominio
amino completo de la oLTX tanto de L.
mactans como de L. tredecimguttatus
(Prud'Homme, 2004), sin embargo, estas
proteinas nunca pudieron obtenerse de
manera soluble a pesar de utilizar diferentes
cepas de E. coli, condiciones cuidadosamente
controladas de incubacion y diferentes
vectores de expresion. Tampoco se pudo
obtener la expresidn heterdloga del dominio de
anquirinas de la aLTX.

Volynski y colaboradores (1999) reportaron
la expresibn de la oLTX recombinante
completa y activa de L. tredecimguttatus
utilizando el sistema de células de insecto-
baculovirus, por lo que decidimos utilizar este
mismo sistema para expresar la olLTX
recombinante de L. mactans. Para lograr este
objetivo partimos de un plasmido obtenido en
el laboratorio que tenia insertada la secuencia
codificante de la oLTX madura, la cual se

subclono en el vector pMelBacA (Fig. 1). La
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Fig. 1. Esquema del vector pMelBacA que contiene el cADN que codifica para la aLTX madura donde
se sefialan los principales sitios de restriccion. Las enzimas BamH |y Sal | se presentan en
negritas y en gris se destaca la region codificante del cADN de la oL TX. La flecha representa el

sentido de la traduccién del gen.

generacion de este vector presentd dificultades
poco comunes. Para transformar el producto
de la ligacion, utilizamos diferentes cepas de
E. coli como XL1 Blue y TOP 10 y, al analizar
el ADN plasmidico de las clonas obtenidas en
estas cepas, detectabamos la presencia de
recombinaciones. Este fendmeno parece
deberse a la presencia de secuencias capaces
de formar estructuras secundarias o0 a que
algunos fragmentos del gen de la aLTX
constituyen “hot-spots” con alta frecuencia de
recombinacién. Es de destacar que todas las

construcciones donde se insertd el gen de la
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oLTX de forma correcta disminuyeron el
crecimiento de las colonias bacterianas de
origen, fenémeno que podria deberse al
tamafio del gen de la aLTX (3.5kb).

pMelBacA-aLTX fue

cotransfectado a células de insecto Sf9 junto

El vector

con ADN de baculovirus y como resultado se
obtuvieron 11 placas virales recombinantes
que fueron aisladas, amplificadas y tituladas
(Fig. 2). Los estudios de expresién de la aLTX
recombinante los realizamos con la placa viral
7, ya que mostré el mayor titulo viral: 6*10°

ufp/mL.
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Fig. 2. (A) Células Sf9 infectadas con los baculovirus recombinantes que codifican para la alLTX,
observadas con un aumento de 40X. En azul se destaca la hidrdlisis del sustrato cromogénico
X-gal. (B) Placa viral observada con un aumento de 10X. (C) Células Sf9 no infectadas.

Para purificar la oLTX recombinante,
comenzamos con un estudio de su cinética de
expresion, para lo cual las células de insecto
H5 se sembraron a diferentes densidades
celulares y multiplicidades de infeccion, ya que
la infectividad de los virus en un cultivo celular
es un evento probabilistico que sigue una
distribucién de Poisson (Palomares, 1999). Se
utilizé la linea celular de insecto H5 porque se
ha reportado que expresa concentraciones
mas altas de proteina recombinante que otras
lineas celulares de insecto como Sf9 o Sf21 de
uso comun (Davis et al., 1993; Rhiel et al.,
1997). Para determinar en qué momento se
alcanzaba el maximo de concentracién de
oLTX recombinante, se probaron dos

estrategias diferentes en las que se vario el
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tiempo de infeccién y la multiplicidad de
infeccion. Por una parte, se sembraron las
células de insecto H5 en medio de cultivo
SF900-Il a razén de 0.5*10° células/mL. Las
células fueron infectadas con los baculovirus
recombinantes a una MOI de 0.1 ufp/célula. El
sobrenadante de cultivo fue recolectado a las
24, 48, 72 y 96 h post-infeccién y la presencia
de oL TX recombinante se determind mediante
SDS-PAGE y Western Blot. Bajo estas
condiciones el maximo de expresion de la
oLTX se alcanzé a las 72 h post-infeccion (Fig.
3). Como segunda variante, se sembraron las
células H5 a una densidad de 1*10° células/mL
y se infectaron a una MOI de 5 ufp/célula, en
este caso el maximo de produccion de alLTX

se observé a las 48 h post-infeccion. Este
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MOI=0.1 0.5*10%mL

kDa PPM ven 24h 48h 72h

175

83

62

47.5

32.5

96h

MOI=5 1*10%/mL

24h 48h  72h 96h

Fig. 3. Expresion de aLTX recombinante medida por ensayos de Western Blot. Como primer
anticuerpo se utilizé un suero de conejo contra el dominio amino de la aLTX y como segundo
anticuerpo se utilizé un conjugado anti-IgG de conejo acoplado a fosfatasa alcalina. El
substrato fue BCIP-NBT. Como control positivo se utilizé veneno de la arafia L. mactans (ven).
Sobre cada carril se indican los tiempos de recoleccion y las condiciones de cultivo ensayadas.

resultado se corresponde con otros reportes
sobre expresion de proteinas de alto peso
molecular, donde se sefiala que se alcanzan
maximos niveles de expresidon en etapas
tempranas tras la infeccion viral (Palomares et
al., 2002). Como resultado del experimento de
cinética de produccion de aLTX recombinante,
determinamos que, o bien podiamos sembrar
las células H5 a una densidad celular de 1*10°
células/mL e infectarlas con los virus
recombinantes a una la MOI de 5 pfu/célula, o
una densidad de 0.5*10°

células/mL e infectarlas a una MOI de 0.1

sembrarlas a
pfu/célula. Los sobrenadantes de cultivo
obtenidos de esta forma, se colectaron 48 y 72

h postinfeccion, respectivamente.

BioTecnologia, Afo 2009, Vol. 13 No. 2

El grupo de Volynski (1999), que reporto la
expresion de la aLTX de L. tredecimguttatus,
realizo el cultivo celular y la infeccion viral en
células de insecto crecidas en monocapa y en
presencia de STF. Sin embargo, se ha
determinado que los cultivos celulares en
suspension facilitan la infeccién viral debido al
incremento de la superficie celular disponible
para la entrada de las particulas virales a las
células, y que las proteinas presentes en el
suero de ternera fetal interfieren con la
capacidad infectiva de los virus (Petricevich et
al., 2001). Debido a esto, decidimos realizar
los cultivos celulares en medio de cultivo sin

STF.
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Como resultado del proceso de purificacion
obtuvimos 5 fracciones positivas para la alLTX
recombinante (1.5 mL/fraccion) con una
concentracion de proteina total que oscild
entre los 85y 110 yg/mL. El analisis por SDS-
PAGE vy tincién con nitrato de plata de estas

fracciones mostré la presencia de numerosas

PPM ven SN Q15 nopeg 12 13 14 15 16

—_——

L

proteinas contaminantes (Fig. 4). Un factor
importante que puede influir en el aumento del
contenido proteico del sobrenadante de cultivo
es la liberacion de proteinas de las células de
insecto al medio de cultivo, ya que una de las

respuestas de las células de insecto

Q15 nopeg SN 15 14 13 12 11

[

Fig. 4. Purificacion de oaLTX recombinante. Las fracciones obtenidas luego de la elucion de la columna
de MonoQ, fueron analizadas por Western Blot (gel izquierdo) para detectar la presencia de
oL TX. Las fracciones positivas para aLTX (12-16) fueron separadas por SDS-PAGE y las
proteinas se visualizaron por tincion con nitrato de plata (gel derecho). También se analizo el
sobrenandante de cultivo antes (SN) y después (no peg) de pasarlo por el filtro Q15, asi como
el eluato del filiro (Q15). Como control positivo de los experimentos se utilizé el veneno de L.

mactans (ven).

frente a la infeccion con baculovirus es la
liberacion de proteasas al citosol (lkonomou et
al., 2003).

Para determinar si las propiedades
la olLTX

luego de

fisiolégicas de recombinante se

mantenian la purificacion, se
inyectaron por via intravenosa a 3 grupos de 3
ratones CD1 cada uno con 20, 30 y 50 ug de
proteina total. A las 48 h, dos de los ratones

inyectados con 30 ug de proteina y todos los

BioTecnologia, Afo 2009, Vol. 13 No. 2

ratones inyectados con 50 ug de proteina
estaban muertos. El raton que sobrevivié al
tercer dia del grupo de 30 ug fue sacrificado
debido al estado de hipotermia e inmovilidad
en que se encontraba. Como resultado de este
la oLTX

propiedades

experimento, comprobamos que

recombinante mantuvo sus

biolégicas a lo largo del proceso de

purificacion.
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recombinantes y con la toxina recombinante

estudiar si la
la aLTX

respuesta de

Con el objetivo de
inmunizacion de animales con
recombinante generaba una
anticuerpos capaces de reconocer al veneno
nativo de L. mactans, se inmunizaron dos
conejos con el sobrenadante de cultivo de

células H5 infectadas con los baculovirus

Conejo 25
2.5-

1.54

1.0

Abs 405

0.54

0.0 T T
0 1 2 3 4

Log de la dilucion de suero

+D.<><l>l

Pre
4a
5a
6a
7a
8a

purificada por FPLC. Como se muestra en la
Fig.5,

conejos son capaces de reconocer al veneno

los sueros postinmunes de ambos
de L. mactans. Es de destacar que en el
conejo donde se alternaron ambos adyuvantes

(AIF y alumina), la respuesta inmune fue

Conejo 27

2.5-

2.0+
8 1.54
=
8 o
4 10'

0.5+

0.0 ' -

(i} 1 2 3 4

Log de la dilucion de suero

Fig. 5. Reconocimiento del veneno de L. mactans por los sueros de los conejos inmunizados con la
aLTX recombinante. Dos conejos de la cepa NZW recibieron 12 dosis de 100 ug del
sobrenadante de cultivo de células H5 infectadas con los baculovirus recombinantes y
posteriormente fueron inmunizados con aLTX purificada por FPLC (4 inmunizaciones de 350
ug y 2 inmunizaciones de 60 ug). La primera dosis se administré acoplada a ACF y las dosis
posteriores se administraron con AlF para el conejo 25 y alternando AIF y alumina para el
conejo 27. Los animales fueron sangrados antes del inicio del protocolo y 9 veces durante el

transcurso de las inmunizaciones.

mayor a la observada en el conejo donde so6lo
se utilizé AIF.

El objetivo principal de la expresién de la
aLTX recombinante de L. mactans es utilizarla
como inmunégeno para la generacion de
anticuerpos neutralizantes contra el veneno
nativo de la viuda negra. Teniendo en cuenta
los resultados obtenidos en este trabajo,
podemos concluir que la aLTX recombinante
producida utilizando el sistema de células de

insecto baculovirus, es capaz de inducir una

BioTecnologia, Afo 2009, Vol. 13 No. 2

respuesta inmune de anticuerpos que, aunque
muestra titulos bajos, es especifica por el
veneno de L. mactans. En aras de incrementar
los titulos de anticuerpos obtenidos es
necesario aumentar el grado de pureza de la
proteina recombinante, por lo que nuestros
esfuerzos futuros estan dirigidos a desarrollar
un nuevo protocolo de purificaciéon de la aLTX.
Es por esto que una de las alternativas en las
que estamos trabajando es agregar una

etiqueta de histidinas al dominio amino de la
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proteina y obtener de nueva cuenta
baculovirus recombinantes que produzcan una
proteina que siga siendo igualmente activa a la
ya expresada pero mas facil de purificar, y con

mejores rendimientos.
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