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RESUMEN

El filo Cnidaria alberga alrededor de 10,000 especies diblasticas que en su vida
presentan una fase de medusa y una de pdlipo, esta ultima crucial en la formacién
de arrecifes coralinos vitales para la diversificacion de la vida marina. Dentro de este
filo se encuentran los “corales de fuego” pertenecientes al género Millepora,
denominados asi por las heridas similares a quemaduras que provocan al tener
contacto con la piel humana. Las toxinas sintetizadas por estos organismos poseen
un gran interés ya que es una fuente potencial de compuestos bioactivos naturales
que podrian ser utiles para desarrollar nuevos medicamentos o materiales
biomédicos; una familia de estos componentes son las toxinas formadoras de poros
(PFTs), que son capaces de formar poros en las membranas celulares, resultando
un desequilibrio osmético debido a la difusion de moléculas y solutos, lo cual conduce
a la lisis celular; esta caracteristica puede tener diversas aplicaciones, desde el area
terapéutica hasta el area agricola, por lo que el primer paso para poder estudiarlas a
profundidad es sobreexpresarlas en sistemas recombinantes para obtener material
suficiente que permita realizar ensayos funcionales. En este trabajo utilizamos un
sistema de expresion de células eucariotas HEK293 mediante la construccion de un
plasmido derivado de pIRES2-EGFP que porta el DNAc de la PFT tipo hidralisina de
M. alcicornis. Se prob¢ la actividad del medio de las células transfectadas 24-72
horas post-transfeccion y se encontré que tiene actividad hemolitica, lo cual permite
sugerir que HEK293 podria ser un buen modelo para la produccion de PFTs.



l. ANTECEDENTES

[.1 Filo Cnidaria

Es uno de los grupos de animales mas antiguos encontrando su origen en la era
Neoproterozoica hace 1,000 millones de afos (Van lten y col.,, 2016) este se
encuentra conformado por alrededor de 10,000 especies (Jouiaei y col., 2015)
morfolégica y ecologicamente diversas. No obstante, todos los miembros de este
grupo estan formados por dos capas celulares, 1) el ectodermo que forma la
epidermis y responsable de las interacciones del coral con el entorno externo, como
la produccion de la capa de moco superficial, asi como la captura y defensa de presas
por parte de los nematocistos, y 2) el endodermo que forma la gastrodermis, donde
se lleva a cabo la digestion, excrecion y en la cual pueden residir algas simbidticas
(Putnam y col., 2017). Por otro lado, la mesoglea, es una matriz extracelular rica en
fibrillas la cual separa y protege ambas capas (Jayathilake y Gunathilake, 2020;
Lommel y col., 2018). Los organismos de este filo (a excepcion de los pertenecientes
al subfilo Anthozoa) son diblasticos, es decir que atraviesan dos fases en su
desarrollo: la fase de polipo que miden de 2 a 15 mm, poseen de 5 a 7 tentaculos y
estan adheridos al sustrato a través de un disco glandular adhesivo y la fase de
medusa en la que presentan una forma de campana o paraguas con tentaculos en
el borde, ambas fases presentan un orificio en la zona apical, que hace de boca y
ano, el cual estd rodeado generalmente por tentaculos (Figura 1) (D’Ambra y
Lauritano, 2020; Folino-Rorem, 2015). Dentro de este filo se encuentran las
anemonas de mar, corales, hidroides y medusas los cuales habitan en ambientes
acuaticos (Li y Hui, 2023). Ademas, tienen la capacidad de formar un exoesqueleto
rigido compuesto principalmente por CaCOs, el cual les facilita la creacién de
estructuras masivas que soportan ecosistemas completos basados en arrecifes tanto
en aguas profundas como poco profundas (McFadden y col., 2021). Adicionalmente,
estos organismos presentan un rasgo evolutivo caracteristico, como lo es la
presencia de células punzantes o también denominadas como cnidocitos (Hara y

col., 2021). Estas células poseen un organelo especializado llamado nematocisto, el



cual se encarga de la sintesis, almacenamiento y administracion del veneno de estos

animales (Gold y col., 2019).

(A) (B) Cavidad gastrovascular
Boca/Ano Exumbrella

Disco oral

Manubrig Manubrio

Mesoglea

Gastrod [ [
astrodermis Canal radial

4t— Epidermis

JEll— cavidad
A gastrovascular

Columna

Tentaculos

Figura 1. Esquematizacién de las fases que se presentan en el filo Cnidaria: A) La
fase de podlipo sésil y B) la fase de medusa o de nado libre, en ambas se presenta
la cavidad gastrovascular (morado), Epidermis o Ectodermo (verde) Mesoglea
(azul) y Gastrodermis o Endodermo (naranja). Modificado de: Folino-Rorem, 2015.

El filo Cnidaria es considerado como un filo basal junto con Porifera (esponjas),
Placozoa (Trichoplax adhaerens) y Ctenophora (medusas de peine) debido a que en
estos se encuentra un ancestro comun, en todos se tiene simetria radial y son
diblasticos (Senatore y col., 2018); Cnidaria esta conformado por 3 subfilos que son
Anthozoa, Medusozoa y Endocnidozoa (Holland, 2011). El subfilo Anthozoa
comprende animales sésiles, es decir, que no poseen formas propias de locomocion
y, de hecho, son los principales constructores de estructuras arrecifales en el mundo
(Cheng, 2021). Por otro lado, el subfilo Endocnidozoa esta conformado por
endoparasitos microscépicos de aproximadamente 10 - 300 um de largo que a
menudo parasitan a los peces (Videira y col., 2016). Por ultimo, el subfilo Medusozoa
comprende alrededor de 4,055 especies distribuidos en cuatro clases, las cuales son:
Hydrozoa (hidras), Cubozoa (medusas de caja), Scyphozoa (medusas verdaderas) y

Staurozoa (medusas con tallo), que se encuentran localizadas en ambientes de agua



dulce y salada alrededor de todo el mundo (Figura 2) (Koch y col., 2021; Santander
y col., 2022).

Filo Subfilo Clase Subclase Orden Suborden
Anthozoa
Limnomedusae
— Trachylina Trachymedusae
Cubozoa Narcomedusae
o Scyphozoa
Cnidaria ——— Medusozoa
Hydrozoa ——
Staurozoa
Leptothecata Aplanulata
— Hidroidolina Anthoathecata Capitata
Polipodiozoa Siphonophorae Filifera
— Endocnidozoa
Myxozoa

Figura 2. Arbol filogenético del filo Cnidaria y sus diferentes clases. Modificado de:
Hauser y col., 2022; Van lten y col., 2014; Cartwright y col., 2008.

|.2 Clase Hydrozoa

La clase Hydrozoa es uno de los grupos de metazoos mas primitivos, estos pueden
formar un perisarco de quitina estable que funciona como exoesqueleto (Song y col.,
2021). El ciclo de vida diblastico de estos organismos comienza al liberarse gametos
por medusas adultas, estos gametos produciran larvas de planula planctotréficas,
posteriormente esta planula realizara metamorfosis para entrar en la etapa de pdélipo
colonial o hidroide que se propaga de manera asexual y genera medusas que tienen

la capacidad de reproducirse sexualmente (Figura 3) (Matsumoto y col., 2019).
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Figura 3. Ciclo de vida general de los organismos pertenecientes a la clase
Hydrozoa. Modificado de: Tansui y Thammano; 2017.

Esta clase se caracteriza por mantener una simbiosis mutualista con algas protistas
unicelulares, la mayoria de estas pertenecientes a la superclase Dinoflagellata
(Hamada y col., 2020). Ademas, tienen la capacidad de formar una epibiosis
mutualista altamente especifica en la cual el hidrozoo vive sobre los corales y ambos
miembros se ven beneficiados con corales en donde desarrollan pdlipos
especializados llamados dactilozoides que son especificos para la defensa de la
colonia (Montano y col., 2017), dentro de estos se encuentran nematocistos que
contienen toxinas tales como la fosfolipasa A2, Hemolisinas como Milleporin-1 y
MCTx-1. Dentro de los extractos de los Hidrozoos se pueden encontrar compuestos
de bajo peso molecular como la serotonina y toxinas formadoras de poros (PFTs, por
sus siglas en inglés) tales como las actinoporinas, toxinas formadoras de poros de
medusas (JFT), hidralisinas y perforinas, (Banagouro y col., 2022; Jouiaei y col.,
2015). Adicionalmente, es importante mencionar que dentro de la clase Hydrozoa se
encuentra el género Millepora, este contiene especies de hidrocorales importantes
en la construccion de arrecifes coralinos y que son comunmente llamados “corales

de fuego” debido a que al entrar en contacto con la piel generan efectos locales y



sistémicos como dolor intenso y ampollas similares a una quemadura (Hernandez-

Elizarraga y col., 2022).

1.3 Género Millepora

El género Millepora se encuentra dentro de la clase Hydrozoa y la subclase
Hidroidolina, en este grupo se encuentran cerca de 3,800 especies de hidrocorales,
de las cuales alrededor de 16 especies pertenecen al género Millepora (Bentlage y
Collins, 2021). Los organismos que pertenecen a este género son conocidos
comunmente como “corales de fuego”, debido a que producen lesiones cutaneas
muy similares a quemaduras, ya que provocan una sensacion de escozor en la piel
(Ortiz-Gonzalez y col., 2021) y al igual que todas las especies del filo Cnidaria
presentan dos fases, en su fase de pélipo coralino acumulan lipidos como ceras o
triacilgliceroles que serviran como reservas para la etapa posterior al desove,
posteriormente aparecera la segunda fase o fase de medusa con la aparicién de
ampollas en los corales y la liberacién de medusas planctonicas (Figura 4) (Imbs y
col., 2021).
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Figura 4. Ciclo de vida de las especies pertenecientes al género Millepora.
Modificado de: E. Dubé y col., 2019.



Usualmente, estos animales se encuentran distribuidos en zonas tropicales o
subtropicales como mares, costas rocosas, lechos de pastos marinos o raices de
manglares. Adicionalmente, los hidrocorales son considerados como los segundos
organismos formadores de arrecifes mas importantes, siendo superados unicamente
por los corales escleractinios (Ruiz-Ramos y col., 2014). Ademas, son capaces de
habitar o formar estructuras arrecifales a profundidades entre 0.5 m a 50 m,
asimismo, las colonias de los hidrocorales crecen erguidas en ramas delgadas que
se asemejan a dedos o en catrines en forma de hoja o cuchilla que pueden alcanzar

los 60 cm de altura (Figura 5) (Ortiz-Gonzalez y col., 2021).
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Figura 5. Fotografias submarinas de diferentes especies pertenecientes al género
Millepora: Millepora dichotoma (M.D.), Millepora intricata (M.l.), Millepora tenera
(M.T.), Millepora exaesa (M.E.), Millepora platyphylla (M.P.), Millepora alcicornis

(M.A.). Modificado de: Razak y Hoeksema, 2003; Lewis, 2006.



Por otro lado, los hidrocorales poseen la capacidad de vivir en simbiosis con
microalgas fotosintéticas de la familia Symbiodiniaceae, las cuales son la principal
fuente de energia metabdlica para los hidrocorales, debido a que les proporciona
cerca del 95% de sus necesidades nutricionales lo cual les permite sobrevivir en
aguas pobres en nutrientes. No obstante, este mutualismo adaptado a condiciones
de temperatura estables puede ser perturbado con un aumento moderado de esta,
provocando la pérdida de los simbiontes y dejando a la vista su esqueleto calcareo
en un fendmeno denominado como “blanqueamiento coralino” (Weis y col., 2008;
Petrouy col., 2021). Sin embargo, estas criaturas son capaces de producir un veneno
con una importante variedad de toxinas, en donde se pueden encontrar desde
proteinas de alto peso molecular con actividad enzimatica hasta pequefios péptidos
con capacidad de paralizar a presas o con actividad microbiana. Adicionalmente, es
importante mencionar que el veneno de estos organismos se produce dentro de
células especializadas llamadas “cnidocitos”, especificamente en un organelo celular
denominado “nematocisto” el cual se encarga de la sintesis, almacenamiento y
liberacién de este (Moran y col., 2013; Kass-Simon y Scappaticci, 2002); se han
realizado estudios de los efectos que tiene el veneno de algunas especies del género
Millepora y se ha reportado actividad hemolitica en donde se utilizé un extracto
acuoso de M. alcicornis con una concentracion de 0.0001 a 150 pg/mL en el que se
observaron hemdlisis en eritrocitos de diversas especies y se obtuvo una
concentracion del extracto capaz de lisar el 50% de los hematies (HUso) de 0.042 +
0.005 ug proteina/mL y al inyectarse este veneno por via intravenosa a ratones se
obtuvo una dosis letal media (LDso) de 17 ug de proteina/g de peso corporal y a dosis
menores como 1.5y 3.0 ug de proteina/g el extracto les provoco respiracion forzada
y a los pocos minutos se recuperaron y al aumentar las dosis a 6 y 12 ug de proteinal/g
se indujo hipoactividad y paralisis asi como convulsiones e insuficiencia respiratoria
que provocaron la muerte de los ratones (Hernandez-Matehuala y col., 2015) y en
otro estudio realizado por (Hernandez-Elizarraga y col., 2022) un analisis zimografico
en el que se observo actividad hemolitica de extractos de M. complanata en el que
se observaron zonas de hemodlisis a ~25 y ~205 kDa y que concuerdan con este

estudio en el que se indicd que estos contienen hemolisinas de una masa molecular

7



de 28 a 30 kDa con actividad PLA2 y de alrededor de 200 kDa; ademas para
caracterizar la actividad hemolitica de M. complanata evaluaron la influencia de
inhibidores enzimaticos como el EDTA obteniéndose una reduccién de la hemolisis
en un 44.2 % que significa que casi la mitad de las hemolisinas presentes son
dependientes de iones divalentes, de igual forma evaluaron el efecto que tiene un
inhibidor de PLA2 y obtuvieron una reduccion del 19.66 % por lo que de igual forma
el veneno contiene toxinas que pertenecen a las fosfolipasas A2 (Hernandez-
Elizarraga y col., 2022) y dentro de la especie M. alcicornis se han realizado estudios
en los que se han identificado toxinas tales como la desintegrina, actitoxina Ate1a
DELTA, fosfolipasa A2 y ATP-metaloproteasa dependiente de zinc (Olguin-Lopez y
col., 2019) asi como Exotoxina-2, actitoxina Oor1b DELTA y fosfolipasa acida Az

independiente de calcio (Hernandez-Elizarraga y col., 2019).

|.4 Cnidarios como holobiontes

Las algas protistas unicelulares pertenecientes a la superclase Dinoflagellata y
especificamente de la familia Symbiodiniaceae son capaces de interactuar con
cnidarios de la clase Hydrozoa de una forma extendida y de una forma
ecolégicamente exitosa (Hamada y col., 2020; Kirk y Weis, 2016) estos
dinoflagelados viven dentro de las células de la gastrodermis en los corales
(Rosenberg y Zilber-Rosenberg, 2018) y proporcionan al coral subproductos
organicos esenciales al huésped a partir de la fotosintesis (Bove y col., 2022) asi
como auxiliares en el ciclo del nitrdgeno (Radecker y col., 2015), del carbono (Kimes
y col.,, 2010) y nutrientes esenciales (Robbins y col., 2019), estas asociaciones
pueden darse con cepas de algas simbiontes que comparten un mismo nicho
ecoldgico o también llamadas “algas homodlogas”; o con cepas oportunistas que se
alojaron después de que el coral sufrié alguna perturbacion o también denominadas
“algas heterdlogas” (Davy y col., 1997; Weis y col., 2001). Y ademas de las algas, los
corales dentro de su microbioma contienen bacterias, virus, hongos, arqueas, entre
otros (Figura 6) (Pollock y col., 2018; van Oppen y Blackall, 2019) los cuales son

importantes en el mantenimiento de su salud (Bove y col., 2022). Estas asociaciones



son variables del entorno y un mismo huésped puede asociarse con diversas cepas
y asi lograr una mayor flexibilidad (Reich y col., 2017) la cual es importante debido a
que estas interacciones huésped-simbionte son resilientes bajo estrés (Hoadley y
col., 2019). Un coral con un microbiota diverso logra mantenerse saludable en mayor
medida a condiciones que provocan un estrés alto debido a los recursos que le son
proporcionados por sus huéspedes (Bourne y col., 2016; Webster y Reusch, 2017) y
tal es el grado de algunas simbiosis (en especial en corales de aguas poco
profundas) que si esta relacion se ve afectada los simbiontes se pierden, se produce

blanqueamiento coralino lo cual provoca la muerte del coral (Hoegh-Guldberg, 1999).

'@ )
3 :,,‘.%Algas simbiontes |

|

Holobionte
Cnidario

Figura 6. Esquematizacion de la composicion de los cnidarios como holobiontes por
tres componentes principales: El huésped animal, algas simbiontes de la familia
Symbiodiniaceae y un amplio microbiota como bacterias, virus, hongos, protistas,

entre otros. Modificado de: Herrera y col., 2020.

[.5 Cnidocitos

Las células punzantes o cnidocitos forman parte de una caracteristica evolutiva bien
conservada dentro de los cnidarios. Estas células cumplen diversas funciones
especializadas relacionadas con atrapar y someter presas, asi como disuadir y
repeler depredadores (Jouiaei y col., 2015). Tanto en el estadio de pélipo como en el
de medusa los cnidocitos se encuentran distribuidos por todo el ectodermo en una

zona llamada cavidad gastrovascular (Ashwood y col., 2020). No obstante, estas
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células se presentan en una concentracion mayor en los tentaculos para poder cazar
de una forma mas eficaz, aunque también hay presencia de nematocistos en la
actinofaringe, los filamentos mesentéricos, la columna y la fisa (Shenkar y col., 2014;
Rachamim y col., 2014; Macrander y col., 2016). Especificamente dentro de la clase
Hydrozoa el cnidoma, es decir, la forma en la que se encuentran presentes los
cnidocitos en un cnidario: su tamafo, abundancia y distribucion durante cada etapa
de su desarrollo (Heins y col., 2015; Ballesteros y col., 2021). Los cnidocitos se
clasifican en funcion de la forma de su eje, el tipo de espinas que poseen y su
distribucion dando origen a tres diferentes cnidocitos: 1) los nematocistos que poseen
dos paredes que rodean la capsula, 2) los espirocistos que Unicamente tienen una
pared que rodea la capsula y 3) los pticocistos que son glutinosos. Los nematocistos
se encuentran en las clases: Hydrozoa, Scyphozoa, Cubozoa y Staurozoa (D’Ambra
y Lauritano, 2020) y son los unicos cnidocitos con la capacidad de liberar veneno
(Hara y col., 2021) y también son los uUnicos que poseen espinas ya que los
espirocistos y pticocistos carecen de ellas debido a que poseen otras funciones que
no son el inyectar veneno al objetivo, siendo el de los pticocistos el inmovilizar
mecanicamente a sus presas mediante sustancias higroscépicas, cualidades que
solo poseen los miembros de la subclase Hexacorallia y que ademas utilizan para
construir su refugio (Doonan y col., 2019; Ozbek y col., 2009). Ademas, los
nematocistos al encontrarse cargados se consideran un sistema de micro armas
capaz de perforar el tegumento de las presas o depredadores a una aceleracion de
5 millones de gravedades, insertando un tubulo delgado que tiene forma de aguja

por el cual se inyecta el veneno (Figura 7) (Rachamim y col., 2014).
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Figura 7. Representacion esquematica de un cnidocito sin accionar y un cnidocito
accionado, mostrando el cambio en el cnidocisto. Modificado de: Babonis y
Martindale, 2014; Ozbek y col., 2012.

Los nematocistos son producidos por el aparato de Golgi a partir de un nematoblasto
(Beckmann y Ozbek, 2012; Fautin, 2009), estos son formados a partir del crecimiento
de la vesicula de nematocisto debido a la adicion de vesiculas llenas de proteinas
del aparato de Golgi, los tubulos por su parte se forman por la tubulacion de la
membrana en el sitio apical de la vesicula del nematocisto y al completarse el
proceso el tubulo se invagina en la matriz de la capsula y la capsula se cierra con
una estructura similar a una tapa llamada opérculo y las espinas presentes en el
tubulo se forman después de la invaginacion. Finalmente, los nematocistos se
maduran al compactarse la pared de la capsula por polimerizacion de proteinas
estructurales como los minicolagenos (Figura 8) (Kyslik y col., 2021; Beckmann y
Ozbek, 2012).
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Figura 8. Representacion esquematica de la morfogénesis del nematocisto.
Modificado de: Beckmann y Ozbek, 2012.

La capsula del nematocisto esta compuesta por una malla de proteinas
entrecruzadas por puentes disulfuro intermoleculares, lo cual brinda resistencia y
elasticidad, proteinas estructurales que forman el tubulo y las puas (Beckmann y
Ozbek, 2012) la matriz del nematocisto esta empaquetada dentro de una capsula de
poli-y-glutamato asociada por cationes, al activarse el nematocisto mediante un
estimulo fisico hacia el cnidocilio sensible al tacto (Gold y col., 2019) la presion
osmoética del liquido intracapsular aumenta temporalmente debido a que el agua
puede fluir a través de la pared del nematocisto, esto provoca la disociacion de la
matriz agregada y la liberacion de cationes presentes en la capsula, la diferencia de
presién osmatica entre el interior y el exterior de la capsula del nematocisto aumenta
hasta el punto de que la presion intracapsular supera el valor umbral critico y conduce
a la descarga del nematocisto y con ello la inyeccidn del veneno que se encuentra
en la superficie interna del tubulo que al realizarse la descarga se evierte de manera
que ahora el veneno se encuentra en la parte exterior y pueda liberarse en el interior
del organismo objetivo (Figura 7) (Jouiaei y col., 2015; Ayalon y col., 2011; Ozbek y
col., 2009; Szczepanek y col., 2002). Los venenos de los cnidarios tienen actividad
citolitica, dermonecrotica, proteolitica y vasopermeatica e induce a una paralisis
rapida, lo que facilita la captura de presas ademas de causar dolor, o que puede
ahuyentar a los depredadores (Rachamim y col., 2014; Brodie, 2009; Sher y col.,

2005a); de hecho, como lo demuestra el estudio realizado por Radwan y Aboul-
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Dahab en 2004, el veneno producido por los nematocistos de M. platyphylla son

capaces de provocar hemolisis en eritrocitos humanos.

|.6 Toxinas presentes en los venenos de cnidarios

Los cnidarios se caracterizan por ser animales sumamente venenosos, razon por la
cual ha incrementado el interés por evidenciar la diversidad toxicologica de los
venenos que producen (Fry y col., 2009; Jouiaei y col., 2015). De hecho, en la
actualidad ya se conocen algunos componentes toxicos importantes en los venenos
de estos organismos. Por ejemplo, se han identificado compuestos proteicos como
péptidos, proteinas, enzimas e inhibidores de proteasas, asi como compuestos no
proteicos como purinas, compuestos de amonio cuaternarios, aminas biogénicas y
betainas (D’Ambra y Lauritano, 2020). Entre los compuestos no proteicos se
encuentra la serotonina que, debido a su efecto vasodilatador potencia el efecto de
otros componentes del veneno (Sher y col., 2005b), histamina que aumenta la
permeabilidad vascular (Burnett, 2009), bunodosina que tiene actividad analgésica
mediante la activacion de los receptores de serotonina (Zaharenko y col., 2011) y el
caissarone que estimula la funcion intestinal mediante su actividad antagonista hacia
los receptores de adenosina (Jouiaei y col., 2015; Cooper y col., 1995). En cambio,
entre los compuestos proteicos presentes se encuentra la fosfolipasa Az que cataliza
la escision de los glicerofosfolipidos produciendo lisofosfolipidos y acidos grasos,
ayudando a la digestion de las presas (Nevalainen y col., 2004). Ademas, estan las
metaloproteinasas que son enzimas que necesitan un metal para llevar a cabo su
funcidn proteolitica y que en las presas inducen hemorragia y necrosis ya que
degradan la matriz extracelular y evitan la formacion de coagulos (Fry y col., 2009;
Fox y Serrano, 2005). Asimismo, se han identificado toxinas que interaccionan con
canales i6nicos dependientes de voltaje que pueden modificar la transmisién de
sefales de las neuronas induciendo asi paralisis mediante la alteracion de la
activacién de los canales, por lo que los iones como el sodio y el potasio no pueden
atravesar la membrana utilizando el gradiente electroquimico (Messerli y Greenberg,
2006). Por otro lado, se han encontrado inhibidores de proteasa tipo Kunitz,
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inhibidores de canal TRPV1, moduladores de canal TRPA1 y ASIC, asi como

inhibidores de la beta-defensina tipo alfa-amilasa (D’Ambra y Lauritano, 2020).

Cuadro 1. Algunas toxinas presentes en los venenos de diferentes especies
pertenecientes al filo Cnidaria, su masa molecular (kDa) y su actividad biolégica.
N/QO: datos no obtenidos. Modificado de: D’Ambra y Lauritano, 2020; Sher y Zlotkin,

succinoxidasa

20009.
Toxina Masa Actividad bioldgica
molecular
(kDa)
Hidralisina 27 Neurotoxica, Citolitica, Paralitica.
Milleporina-1 30-34 Citolitica, Hemolitica.
Metaloproteinasas N/O Citolitica, Neurotdxica, Gelatinolitica,
Caseinolitica, Fibrinolitica, evita la
formacion de coagulos.
Fosfolipasa Az N/O Citolitica, Citotoxica, Hemolitica,
Dermonecrética, Neurotoxica, Irritacion
local, Catalitica.
Colagenasa 25 Citotoéxica, Hemolitica.
Fosfolipasa B N/O N/O
Elastasas N/O Musculotdxica, Citolitica, Hemolitica.
Bunodosina N/O Analgesia
Caissarona N/O Estimula la funcion intestinal
Proteinasa tipo Kunitz ~6 N/O
(SHPI-1)
Hemolisina paralitica >100 Paralisis espastica inmediata, hemdlisis,
entrada de Ca?*
Neurotoxinas <100 Paralisis flacida de larga duracion,
depresoras Contracciones musculares locales.
Inhibidor de la <50 En cangrejos violinistas es neurotoxica y

los incapacita para enderezarse.
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Por ultimo, en estos organismos se han encontrado PFTs que poseen la capacidad
de formar poros oligoméricos capaces de penetrar las membranas de las células
diana, esto da como resultado la difusion de pequefias moléculas y solutos que
conducen al desequilibrio osmaético y una posterior lisis celular. Estas toxinas
muestran una estructura monomeérica soluble en agua y una estructura oligomeérica
unida a la membrana que es la que forma el poro (Parker y Feil, 2005). Las PFTs
pueden clasificarse en dos grandes grupos, segun el tipo de estructura secundaria
que utilizan para penetrar la membrana tras la formacion del poro, pueden ser a-PFTs
ricas en hélices alfa o B-PFT ricas en laminas beta. Dentro de las PFTs que se han
identificado en cnidarios se encuentran 3 tipos principales: i) actinoporinas: son a-
PFTs que son sintetizadas como pre-pro-toxinas que se procesan enzimaticamente
para generar una proteina madura de alrededor de 170 a 180 aminoacidos (Ramirez-
Carreto y col., 2020) y estructuralmente son monémeros solubles que contienen un
B-sandwich flanqueado por dos a-hélices que al encontrar una membrana diana
forman oligémeros formadores de poros mediante la insercidon de la hélice anfipatica
N-terminal en la membrana (Sepehriy col., 2021) estas toxinas tienen un tamafio de
alrededor de 20 kDa y han mostrado toxicidad en ratas como paro cardiovascular y
respiratorio (Hu y col.,, 2011) e interacttan con membranas que contienen
esfingomielina (Kristan y col., 2009; Bakra¢ y col., 2008) ya que estas proteinas
contienen residuos aromaticos en el bucle 37 - B8 los cuales estan orientados hacia
la membrana y hacen posible su interaccion con esfingomielina (Manchefio y col.,
2003), ademas de otros agentes que hagan posible la coexistencia de fases en la
membrana (Sepehri y col., 2021); ii) toxinas de medusas (JFTs) que tienen un peso
molecular de alrededor de 40 a 50 kDa, son encontradas principalmente en las
especies pertenecientes a la clase Cubozoa y pueden crear poros bien definidos de
12 nm en el interior y 25 nm en el exterior de diametro en los eritrocitos humanos
(Yanagihara y Shohet, 2012). A través de un analisis filogenético de las secuencias
de estas toxinas se les puede subclasificar en dos grupos, el Tipo | y Tipo Il de las
cuales ya se realizaron estudios previamente por (Brinkman y col., 2014) en donde
encontraron que CfTX-A/B del tipo Il mostré al menos 30 veces mas actividad
hemolitica que CfTX-1/2 perteneciente al tipo |, sin embargo esta ultima es capaz de
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inducir una falla cardiovascular rapida en ratas a comparacion de la corta interrupcion
de la actividad cardiovascular a concentraciones similares de CfTX-A/B, por lo que
el autor de estos estudios llegd a la conclusion de que las JFTs de tipo | poseen
mayor reactividad hacia células cardiacas de vertebrados y en los ensayos
funcionales realizados por (Nagai y col., 2000) se observé un valor de actividad
hemolitica (ECso) para las toxinas CrTX-A, CaTX-Ay CqTX-A fue de ~ 2, 70, 160
ng/ml, respectivamente y valores de dosis letal media (LDso) para cangrejos de rio
fue de ~ 5, 5-25y 80 ug/kg, respectivamente; iii) hidralisinas, son B-PFTs paraliticas
y citoliticas que son capaces de unirse a eritrocitos y formar poros discretos con un
diametro interno de 1.2 nm, no se producen en los nematocitos, sino que son
sintetizadas en el tejido corporal y representan aproximadamente el 0.3% del peso
seco total del espécimen de la especie Hydra viridissima (Shery Zlotkin, 2009). Estas
toxinas son capaces de lisar varios tipos de células cultivadas, su efecto citolitico es
de tipo celular por lo que se sugiere la presencia de un receptor especifico en las
membranas diana, por lo que también se cree ayudan a los organismos que las
sintetizan a desintegrar a la presa y poderla digerir con mayor facilidad (Sher y col.,
2008). Adicionalmente, se detectd el sitio en el que se expresa el ARNm y en el que
se encuentra la proteina madura. Esto se llevé a cabo mediante un experimento de
hibridacién in situ, en el que se observd expresion de hidralisinas en la base de las
células digestivas endodérmicas que recubren la cavidad gastrovascular de la hidra
y, por otra parte, cuando se realizaron pruebas inmunohistoquimicas se identificaron
estas proteinas maduras tanto en la region basal como en la regién apical de estas
células (Shery col., 2008). Asimismo, al alimentar a la hidra con nauplio de Artemia
se logré visualizar la dinamica de las hidralisinas, en donde se observd que primero
se secretan en la cavidad gastrovascular al ingerir a la presa para posteriormente
unirse a las membranas de la presa y llevar a cabo el proceso de digestion.
Adicionalmente, es importante mencionar que esta proteina es incapaz de unirse a
las membranas de la hidra, ya que probablemente no posean el receptor especifico
necesario para llevar a cabo el proceso de reconocimiento de la membrana celular

por parte de la toxina (Sher y Zlotkin, 2009).
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|.7 Aplicaciones de las PFTs

Las PFTs también pueden ser utilizadas como sondas moleculares para detectar
esfingomielina o colesterol in situ como es el caso de la proteina ostreolisina A que
es una actinoporina sintetizada por las anémonas de mar (Sko€aj y col., 2014). Estas
toxinas también poseen la capacidad de modular actividades metabdlicas en algunas
enfermedad y pueden emplearse para la produccion de inmunotoxinas, modificando
su especificidad sin afectar sus caracteristicas, las cuales pueden tener un efecto
citotoxico contra células aberrantes como células cancerosas y/o metastasicas o
células madre cancerosas, mediante la construccion de un dominio de unién que es
capaz de reconocer la célula dafina y un dominio toxico que la mata (Janus y Robak,
2019; Zeng y col., 2006). Este tipo de estructuras son moléculas artificiales hibridas,
en las que el dominio de unién puede ser un anticuerpo creado ex vivo o monoclonal
o inclusive unicamente la fraccion variable de su cadena uUnica lo que permitiria
mejorar su capacidad de penetracion. Por otra parte, el dominio téxico generalmente
se compone de proteinas que actuan intracelularmente y conducen a la muerte
celular como es el caso de las PFTs (Figura 9) (Rivera-de-torre y col., 2019) como es
el caso de las actinoporinas como HALT-1, una toxina de 18.5 kDa sintetizada por
Hydra magnipapillata utilizada en numerosas investigaciones, una de ellas utilizada
como el dominio toxico hacia los macrofagos proinflamatorios ya que posee una
actividad importante dentro de los trastornos inflamatorios y autoinmunes. Ademas,
esta misma toxina fue utilizada en otro estudio realizado por Jiemy y colaboradores
en 2020 en el que se utiliz6 como dominio de unién el anticuerpo anti-CD64-scFv,
construccion que obtuvo resultados significativos contra las lineas celulares de CD64
y CD64* al realizar un estudio de citotoxicidad in vitro. Por otro lado, Ng y
colaboradores en 2019 realizaron un estudio en el que se utilizé esta misma toxina y
una toxina mutada similar y se evaluaron sus efectos en varias lineas celulares de
cancer humano como MCF-7, HeLa, HepG2, HCT116 y SW-620, los resultados
indicaron que dichas toxinas indujeron potentes efectos citotoxicos y una disminucién

considerable de la viabilidad celular. De tal forma que la toxina HALT-1 asi como
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toxinas mutadas similares a HALT-1 son potenciales candidatas para el desarrollo de

inmunotoxinas utiles para combatir diversos tipos de cancer.
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Figura 9. Representacion esquematica del ensamblaje y mecanismo de accion de
una actinoporina dentro de una inmunotoxina. Modificado de: Rivera-de-torre y col.,
2019.

Otra posible aplicacién de las PFTs es como bioinsecticidas, en particular las PFTs
de las especies pertenecientes a la clase Arachnida debido a que las principales
presas de estos animales venenosos son los insectos. Las PFTs de aracnidos
podrian emplearse para la formulacion de bioinsecticidas eficaces, que sean estables
en condiciones de humedad y temperatura extremas, biodegradables, inocuos para
las plantas, humanos y especies no plaga, que no se bioacumulen y que no
produzcan efectos secundarios nocivos. También estas PFTs podrian emplearse

para la construccion de variantes transgénicas que tengan efecto insecticida y que
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posean las caracteristicas deseables de un bioinsecticida amigable con el medio
ambiente e inocuo para el humano y otras especies no nocivas (Figura 10) (Rivera-
de-torre y col., 2019).

Se ha reportado que las toxinas Cry de 3 dominios sintetizadas por la bacteria
Bacillus thuringiensis, las cuales son &-endotoxinas que se forman durante la
esporulacion bacteriana junto con el grupo multigénico cyt, son PFTs que interactuan
con proteinas del intestino medio de los insectos y forman una estructura oligomeérica
que se inserta en las membranas celulares y forman poros que provocan la lisis ce
las células intestinales. Este tipo de toxinas son inocuas para los vertebrados y
plantas, ademas de ser biodegradables (de Maagd, 2001), son especificamente
toxicas para diferentes ordenes de insectos como Lepidoptera, Coleoptera,
Hymenoptera y Diptera y su mecanismo de accion tiene lugar en las larvas de estos
animales que al ingerir la pro-toxina 3d-Cry se solubiliza y activa por las proteasas
intestinales, las cuales generaran un fragmento téxico de aproximadamente 60 kDa,
este fragmento interactua con diferentes proteinas en las células del intestino del
insecto, se insertan en su membrana y se forman los poros en la membrana apical
de las células del intestino medio de las larvas, provocando la muerte de las larvas
debido a la lisis celular (Soberdn y col., 2009). Considerando que los poros formados
no son selectivos y pueden permear cationes, aniones, solutos neutros y agua, esto
da como resultado una hinchazén celular y una posterior lisis osmaética coloidal
(Pardo-Lépez y col., 2013; Knowles y Ellar, 1987). El inconveniente de utilizar esta
clase de toxinas radica en que estas son sensibles a la radiaciéon UV lo que reduce
su disponibilidad si se utiliza la pulverizacion como método de dispersion, asi como

la aparicion de resistencia por parte de los insectos (Wei y col., 2019).

Otra estrategia para abordar el combate de las plagas en los cultivos es el diseno de
plantas transgénicas que produzcan constitutivamente las PFTs. Por ejemplo, el maiz
transgénico que produce la proteina Cry1Ab tiene la capacidad de resistir el ataque
de Lepiddpteros, la cual resulta inocua para los vertebrados, ya que sufre digestion

hidrolitica y/o degradacién (Delaney y col., 2008). Se ha demostrado mediante
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ensayos in vitro, que Cry1Ab es degradada por pepsina, por lo que no constituye un
problema de salud alimentaria (Koch y col., 2015), ni provoca dafio a insectos
benéficos como las abejas u otras especies polinizadoras debido a que estas no
consumen el cultivo. Estas estrategias combinadas con otros componentes
bioinsecticidas pueden ser altamente efectivas debido a que las PFTs aumentan la
permeabilidad de las células ante otros componentes que desarrollan su actividad

intracelularmente (Rivera-de-torre y col., 2019; Ramirez-Carreto y col., 2020).

[99]

Figura 10. Representacion de la aplicacion de las PFTs como bioinsecticidas. A)
Las PFTs se pueden esparcir sobre los cultivos en forma de aerosoles. B) Pueden
permanecer durante largos periodos sin degradarse o afectar el cultivo. C) Al entrar
en contacto con el insecto objetivo via oral o mediante sus espiraculos comienzan a
lisar sus células provocandole la muerte. Modificado de: Rivera-de-torre y col.,
2019.

Otra aplicacién de las PFTs es el de biosensores capaces de detectar diferentes
analitos como acidos nucleicos y polipéptidos (Oukhaled y col., 2012; Movileanu,
2009), mediante la alteracién y el bloqueo parcial de la corriente eléctrica generada
por las moléculas a medida que pasan a través del nanoporo los cuales estan
incrustados en membranas con dos compartimentos (cis y trans) que contienen una
solucion de electrolitos y electrodos y al aplicar un voltaje de polarizacién a través de

la membrana, el paso libre de iones a través de los nanoporos genera una corriente
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constante que indica que el poro se encuentra abierto, al difundir una molécula a
través del poro el flujo de iones se interrumpe parcialmente y genera un cambio en
la corriente idnica, detectandola como una sefal eléctrica (Figura 11) (Kececi y col.,
2008; Harrell y col., 2006) a esta técnica se le conoce como pulso resistivo y permite
detectar e identificar una molécula individual a partir de su volumen, concentracion e
interaccién con poros (Noakes y col., 2019; Cao y col., 2018). Al utilizar nanoporos
para reconocer péptidos y proteinas se deben tomar en cuenta algunos factores
como la forma, el tamafo, la superficie y la carga interna del poro (Watanabe y col.,
2017; Ramirez-Carreto y col., 2020).

2&0600 ?&o:oe e%°°°°°
B °°:°2’& "o oo ° o°Yp

QM H T

I
ws)
o

Figura 11. llustracion de aplicacién de las PFTs como biosensores, al formarse el
poro en la membrana celular en una corriente idnica se puede diferenciar cuando A)
no esta pasando algun polipéptido por el poro. B) Cuando la corriente se ve
interrumpida por el paso del polipéptido a través del poro y con ello C) Cuantificar el
tiempo que tarda en retomarse la corriente eléctrica, el cual es caracteristico y
puede compararse en una base de datos y asi conocer de que polipéptido se trata.
Modificado de: Ramirez-Carreto y col., 2020.

La identificacién de esfingomielina en las membranas de diversas células puede
realizarse con la ayuda de actinoporinas y conocer la distribucion de este lipido en
células eucariotas, debido a que la esfingomielina es un precursor de lipidos
bioactivos como la ceramida, la ceramida-1-fosfato, la esfingosina y la esfingosina-
1-fosfato que son reguladores de la proliferacion, diferenciacion y apoptosis celular

(Ogretmen y Hannun, 2004). La actinoporina que se ha insertado en sondas es una
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proteina quimérica compuesta por la proteina verde fluorescente y la equinatoxina Il
que ha perdido su actividad hemolitica, pero conserva la afinidad por la
esfingomielina y ha sido utilizada para poder explorar la distribucion de
esfingomielina en la linea celular canina MDCK-II (Figura 12) (Bakrac¢ y col., 2010),
Este lipido es importante debido a que es un componente clave junto con el colesterol
de los micro dominios denominados balsas lipidicas, las cuales interactuan con
proteinas implicadas en el transporte vesicular y en los mecanismos de sefalizacion
(Hannun y Obeid, 2008; Ramirez-Carreto y col., 2020).

m

Figura 12. llustracion de las PFTs unidas a un fluoréforo como identificadores de
esfingomielina. A) Se pueden discriminar células que sobre expresan
esfingomielina o B) Conocer en que zonas de la membrana se encuentra presente.
Modificado de: Ramirez-Carreto y col., 2020.

Otra aplicacion importante de las PFTs es como adyuvantes de vacunas, debido a
que uno de los grandes desafios al disenar vacunas es el mejorar la respuesta
inmune mediada por los linfocitos T citotoxicos CD8 debido a que los antigenos
exdgenos deben superar la barrera de la membrana plasmatica y entrar en el citosol
de las células presentadoras de antigeno que son capaces de procesar estas
moléculas para inhibir el reconocimiento de antigenos por los linfocitos (Figura 13)
(Platzer y col.,, 2014; Christensen y col., 2007). Se ha demostrado que el
encapsulamiento de la toxina esticolisina Il mediante liposomas junto con el antigeno
posee una mayor eficacia. Esto debido a que estos tienen una gran capacidad de
transferencia de antigenos y ataque a las células presentadoras de antigenos y con
ello estimulan la respuesta inmune, mediante la mayor producciéon de linfocitos T

CD8* especificos del antigeno en comparacion con la lograda al encapsular
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unicamente el antigeno. También se ha demostrado que la encapsulacion de la
esticolisina Il en un liposoma de lipidos libres de esfingomielina y ovoalbumina induce
lisis en células diana en ausencia de linfocitos T CD4*, promoviendo la respuesta
antigeno especifica por los linfocitos T citotoxicos CD8* (Laborde y col., 2017;

Ramirez-Carreto y col., 2020).
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Figura 13. llustracion del funcionamiento de las PFTs como adyuvantes. Algunas
terapias inmunizantes requieren coadyuvantes debido a que estos componentes
estimulan la respuesta inmune, aumentando la cantidad y eficiencia de los linfocitos
Ty con ello se reconoce de mejor forma el antigeno a presentar. Modificado de:
Ramirez-Carreto y col., 2020.

|.8 Vectores de clonacion y expresion

Los plasmidos, descubiertos por Lederberg y Zinder en su trabajo publicado en 1952
habla sobre como Salmonella typhimurium es capaz de transferir rasgos hereditarios
de una cepa a otra por medio de algo que denomind agente filtrable y descubrié que
los filtrados individuales pueden transducir muchos rasgos diferentes, pero no mas.
que uno en una sola bacteria. Las bacterias en su citoplasma presentan diversos
plasmidos de ADN circular de doble cadena denominadas que son capaces de
replicarse de forma auténoma, no contienen genes esenciales para el crecimiento de
las células huésped (Carattoli, 2009; Thomas y Nielsen, 2005) y son utilizados para

transferir informacion genética de forma horizontal hacia bacterias de diferentes
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geéneros a través de la conjugacion. Los plasmidos tienen sistemas que garantizan
su replicacion autébnoma, su numero de copias y una herencia estable durante la
division celular (Carattoli, 2009). Estas caracteristicas pueden ser aprovechadas para
insertar plasmidos en bacterias para desempefar diferentes funciones. Cohen y
colaboradores en 1973 lograron reproducir plasmidos construidos in vitro mediante
la reasociacion de fragmentos de replicones mas grandes generados por
endonucleasas en E. coli, proceso que se denomina “clonacion”. La clonacion se
realiza mediante la insercion del gen utilizando enzimas de restriccion de tal forma
que el plasmido funcione como un medio de transporte con el fin de hacer numerosas
copias del gen de interés y mantenerlas estables dentro del hospedero bacteriano;
este conjunto plasmido/gen de interés se le denomina como vector de clonacién
(Marillonnet y Gratzner, 2020; Nora y col., 2018; Shizuya y col., 1992).
Adicionalmente, estos vectores de clonacibn deben tener un conjunto de
caracteristicas que los hagan aptos para la transformacién bacteriana, la cual es la
incorporacion del material genético circular dentro de la bacteria y ser replicado
(Chen y Dubnau, 2004). El vector que es el ADN exdgeno se encuentra en el medio
y la bacteria debe encontrarse en un estado competente (Wang y col., 2020) en el
que su membrana celular se encuentre en un estado semipermeable y el vector
pueda introducirse en el citoplasma y lograr de esta forma la transformacion, para
que posteriormente la bacteria sea capaz de traducir y transcribir el gen de interés
(Blokesch, 2016). Entre las caracteristicas que deben tener este tipo de vectores se
encuentran: i) origen de replicacion (ori) que debe ser reconocido por la maquinaria
de replicacion celular y definira el nimero de copias del plasmido en la célula, ii)
marcador de seleccion, el cual es un gen que otorga una ventaja a las bacterias
transformadas para llevar a cabo una seleccion de aquellas bacterias que si llevaron
a cabo la incorporacion del material genético y por ultimo, iii) sitio de clonacion
multiple (MCS, por sus siglas en inglés) que contiene varios sitios de reconocimiento
para diferentes enzimas de restriccion. No obstante, los plasmidos también son
utilizados para expresar genes de interés con el fin de producir grandes cantidades
de un producto final, es decir, la produccion de proteinas recombinantes, tomando el
nombre de vectores de expresion (Nora y col., 2018; Terpe, 2006; Stanley y Luzio,
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1984). Los vectores de expresion ademas de contener los componentes
fundamentales de un vector de clonacién deben contener dos elementos mas: un
promotor el cual debe ser constitutivo o especifico de la célula en la que se inserto el
vector, éstos pueden ser naturales o sintéticos y/o inducibles y sirven para iniciar la
transcripcion por parte de la célula. Los promotores deben encontrarse corriente
arriba del gen de interés. Por otra parte, los vectores de expresiéon también deben
tener sitios en donde puedan unirse factores de transcripcion para que se mejore la
eficiencia y/o especificidad de la expresion transgénica como lo son los
potenciadores o enhancers (Figura 14) (Domenger y Grimm, 2019; Xiong y col.,
2019).

1.8.1 pIRES2-EGFP

pIRES2-EGFP es un vector bicistronico que contiene IRES para expresar un gen de
interés junto con la proteina mejorada verde fluorescente (EGFP, por sus siglas en
inglés) que esta controlada por el promotor CMV y el casete de resistencia a
neomicina/kanamicina esta controlado por el promotor temprano SV40 (Rubessa y
col., 2019). Este plasmido es ampliamente utilizado en células eucariotas,
especificamente en células de mamifero y que tiene la cualidad de producir un ADN
bicistronico de la proteina que se desea expresar y la proteina mejorada verde
fluorescente, lo cual nos proporciona una referencia de la cantidad de proteina que
se esta expresando. Este vector tiene muchas ventajas, entre las cuales se
encuentran que su sitio de clonacion multiple tiene sitios de corte para una gran
variedad de enzimas de restriccion y posee un sitio interno de entrada al ribosoma
(IRES), lo cual facilita la iniciacion de la sintesis proteica mediante la traduccién del
marco abierto de lectura de un ARN mensajero. Por lo que este plasmido ha sido
ampliamente utilizado para construir vectores de expresion basados en él, para
expresar: apoptina y la proteina de fusion TAT-apoptina (Zhu y col., 2024), beclina-1
(Prizad y col., 2021), una proteina de membrana latente fusionada con el factor
estimulante de colonias de granulocitos denominada CSF2A (Sun y col., 2018), entre

otros.

25



Vector de clonacion Vector de expresion

Origen de Origen de
replicacion replicacion

Gen de
resistenciaa
antibidtico Enhancer

Gen de
resistencia a
antibiotico

Promotor \

Sitio de clonacion Sitio de clonacion
muitiple multiple

Secuencia de
finalizacion de
la transcripcion

)

Figura 14. Diagrama que representa un vector de clonacién y un vector de
expresion con sus elementos minimos. Modificado de: Nora y col., 2018.

1.9 Proteinas recombinantes

Desde sus inicios en la década de los 80s, asi como la produccién y comercializacion
de la primera proteina recombinante (insulina), este tipo de estrategias de produccion
de proteinas han demostrado ser una herramienta vital en el area médica debido a
que ayudan tecnoldgicamente en un panorama donde las enfermedades infecciosas
y el cancer son una de las principales causas de muerte entre los seres humanos.
Las proteinas recombinantes se emplean como terapias, en la produccion de
vacunas y para la elaboracion de reactivos de diagndstico (Tripathi y Shrivastava,
2019). Entre las proteinas recombinantes que se han aprobado en el mercado de
2014 al 2018 se encuentran 68 anticuerpos monoclonales, 23 hormonas, 16 factores
de coagulacion, 9 enzimas y 7 vacunas (Walsh, 2018). La produccidon de proteinas
recombinantes como terapia contra las enfermedades aumenta el rendimiento de los
tratamientos y disminuye sus costos, por lo que estas proteinas pueden producirse a
escala industrial mediante su expresion utilizando bacterias, células de mamiferos,
levaduras, células de insectos, plantas y animales transgénicos (Gupta y col., 2019;

Owczarek y col., 2019; Merlin y col., 2014). Las células de mamiferos han sido los
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sistemas mayormente utilizados en los ultimos afos, debido a que 62 de los ultimos
71 nuevos ingredientes biofarmacéuticos son proteinas recombinantes y de ellos 52
provienen de células de mamiferos, 5 provienen de E. coli, 4 de S. cerevisiae y 1 de
un sistema transgénico (Tripathi y Shrivastava, 2019; Walsh, 2018). Los anticuerpos
monoclonales son las proteinas recombinantes mas estudiadas. Estas originalmente
fueron creadas a partir de la inmunoglobulina humana G1 con la finalidad de atacar
con un alto grado de especificidad epitopos. En la actualidad los anticuerpos
monoclonales son empleados para: estimular el sistema inmune del huésped contra
una célula cancerosa objetivo, inhibir enzimas o proteinas, imitar un ligando de
sefalizacion o presentar un antigeno (Dijk y Winkel, 2001; Burnett y Burnett, 2019).
Los tratamientos basados en inmunotoxinas son los mas novedosos en el tratamiento
contra el cancer, especialmente el cancer de mama que es el tipo de cancer mas
prevalente entre la poblacion femenina y presenta un alto grado de mortalidad (Jafari
y col., 2017), debido a que los tratamientos como la cirugia, la radiacion y la
quimioterapia no han sido efectivos para disminuir las tasas de mortalidad (Vafadar
y col., 2020).

[.10 Sistemas de expresion de proteinas recombinantes

Los sistemas de expresion de proteinas recombinantes pueden basarse tanto en
organismos unicelulares como células bacterianas, de mamiferos, de levaduras, de
insectos, de animales transgénicos y de plantas transgénicas, asi como en
organismos multicelulares como hongos (Puetz y Wurm, 2019) y su eleccion depende
de la proteina de interés. Los sistemas unicelulares bacterianos tienen una gran
ventaja en la expresion de péptidos y proteinas pequefias que no requieren un
plegamiento complejo o modificacion postraduccional. En tanto que las levaduras
pueden producir proteinas mas grandes y complejas y los sistemas que utilizan
células de mamifero se utilizan para proteinas grandes con plegamiento complejo y

que requieran modificaciones postraduccionales (Demain y Vaishnav, 2009).
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Los primeros sistemas de expresion eran basados en células bacterianas de la
especie E. coli, ahora con la opciodn de utilizar células de mamiferos como las células
de ovario de hamster chino (CHO) se pueden logran concentraciones altas de
proteina expresada en el medio, en un estudio realizado por Poulain y colaboradores
en 2017 demuestra que CHO es capaz de lograr concentraciones de hasta 350 mg/L
de un anticuerpo recombinante y 940 mg/L de un receptor Fc recombinante,
concentraciones que no se pueden lograr en bacterias o levaduras debido a la alta
tasa de secrecion de proteinas que presentan, ademas tienen el defecto de que no
secretan las proteinas, promoviendo asi la formacion de particulas insolubles
llamadas cuerpos de inclusién en los que la proteina se encuentra inactiva.
Adicionalmente, E. coli no es capaz de realizar modificaciones postraduccionales
como la glicosilacion (Ferreira y col., 2018) que es una caracteristica importante de
las proteinas y desempefia un papel crucial en la eficacia, la vida media sérica y la
antigenicidad de un biofarmaco recombinante. Por lo que se utilizan sistemas de
expresion de células de mamiferos, levaduras e insectos que son capaces de
producir un patréon de glicosilacion similar al humano y asi evitar efectos secundarios
(Tripathi y Shrivastava). Se deben considerar diferentes parametros antes de escoger
el tipo de sistema de expresion. Por ejemplo, el tamafo de la proteina, debido a que
células procariotas bacterianas como E. coli se limitan a producir proteinas pequenas
de menos de 30 kDa (Demain y Vaishnav, 2009), el plegamiento correcto de la
proteina y la necesidad de la intervencién de proteinas chaperonas especificas que
no se encuentran en células procariotas (Margolin y col., 2018) las modificaciones
postraduccionales como la formacién de enlaces disulfuro o glicosilacién que puede

diferir entre especies (Lim y col., 2010; Burnett y Burnett, 2019).

[.10.1 Bacterias

Los sistemas bacterianos son simples, de bajo costo y generalmente se utiliza la
bacteria E. Coli debido a su bioquimica y genética bien conocidas, rapido crecimiento
y buena productividad (Gupta y Shukla, 2016). Entre sus desventajas se encuentra

la falta de modificaciones postraduccionales adecuadas, la formacion de cuerpos de
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inclusion, la posibilidad de errores de traduccion debido a la presencia de un gran
numero de codones raros para E. coli en los genes heterdlogos (Baeshen y col.,
2015) y los problemas de endotoxinas. Para solucionar estos problemas como la
formacion de cuerpos de inclusion se pueden adicionar etiquetas de fusién a la
secuencia génica (Liu y col., 2019) la suplementacion con cofactores y la coexpresion
de la proteina con chaperonas moleculares o quimicas (Gupta y col., 2019), también
el uso de etiquetas como Fh8 (antigeno de Fasciola hepatica), SUMO (pequefio
modificador relacionado con la ubiquitina), 6xHis (Hexahistidina), TRX (tiorredoxina),
MBP (proteina de unién a maltosa), entre otras en el extremo amino terminal o
carboxilo terminal mejoran la solubilidad de las proteinas y ayudan en la purificaciéon
por cromatografia de afinidad (Paraskevopoulou y Falcone, 2018). La presencia de
codones raros para E. coli puede solucionarse mediante la optimizacién de codones
o la modificacién de la bacteria (Gupta y col., 2019; Rosano y Ceccarelli, 2014), se
pueden formar enlaces disulfuro en un ambiente redox y presencia de foldasas como
las isomerasas disulfuro y peptidil-prolil isomerasas en el periplasma (Gupta y
Shukla, 2017) y las endotoxinas pueden eliminarse con un proceso de purificacion

adecuado (Mamat y col., 2015).

[.10.2 Células de mamifero

Los sistemas basados en células de mamiferos son los mayores productores de
proteinas recombinantes aprobadas como biofarmacos (Owczarek y col., 2019)
debido a que tienen la capacidad de expresar proteinas recombinantes grandes y
complejas y generalmente son utilizadas las lineas celulares de ovario de hamster
chino (CHO), NSO y Sp2/0. Aproximadamente el 84% de los anticuerpos
monoclonales aprobados fueron expresados en células de ovario de hamster chino,
alrededor del 13% en células NSO y el resto en células Sp2/0 (Walsh, 2018). Estos
sistemas si realizan modificaciones postraduccionales, aunque su patrén de
glicosilacion es diferente al humano, por lo que también se han estudiado las lineas
celulares humanas HEK293, HKB11, PER.C6, HeLa y CAP (Hunter y col., 2019;

Dumont y col., 2015) para lograr modificaciones postraduccionales similares a las
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producidas en los humanos. Entre las desventajas de utilizar un sistema de este tipo
se encuentra la contaminacién con virus animales, la dificil formulacién de medios de
cultivo para una linea celular debido a que requieren diversos componentes como
factores de crecimiento, aminoacidos, agentes reductores y vitaminas (Tripathi y
Shrivastava, 2019).

.11 Células HEK293

La linea celular HEK293 es la linea celular humana mas utilizada en la expresién de
proteinas recombinantes; tuvo su origen en 1973 (Malm y col., 2020; Pullix y col.,
2021) en un rifion de un embrién femenino humano abortado y fueron inmortalizadas
mediante la integracion de un fragmento del genoma adenoviral 5 de 4 kbp el cual
contiene los genes E1Ay E1B en el cromosoma 19 (Graham y col., 1977; Louis y
col., 1997), los cuales inhiben la apoptosis e interfieren con las vias de transcripcion
y control del ciclo celular (Berk, 2005). Las células HEK293 se utilizan ampliamente
para producir proteinas recombinantes debido a la relativa facilidad de transfeccion,
la facil recoleccion de proteinas producidas intracelularmente o secretadas al medio
exterior (Hussain y col.,, 2017) y la obtencion de productos biolégicos con
modificaciones postraduccionales complejas, las cuales se requieren en anticuerpos,
factores de crecimiento y de coagulacion debido a que les confieren estabilidad y
potencia (Tan y col., 2021). Estos sistemas de expresién tienen varias areas de
oportunidad tales como los pobres rendimientos y la contaminacidn de productos con
el antigeno T SV40 large. Estas células ya se han utilizado para producir antigenos
virales para vacunas enfocadas a prevenir el VIH y el zika (Lavado-Garcia y col.,
2020; Hu y col., 2018) y desde 2015 la FDA ha aprobado siete productos derivados
de HEK293 de los cuales seis son terapias celulares y génicas en donde se utilizd

esta linea celular en la produccién de vectores virales (Tan y col., 2021).
1.11.1 HEK293 y la expresion de toxinas

La expresion heterdloga de toxinas es una opcién prometedora debido a lo

complicado que es obtener estas toxinas a partir de los organismos que las sintetizan,
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ya que las toxinas representan solo un pequefio porcentaje de todo el veneno, por lo
que se debe recurrir a procesos clasicos de purificacion como el fraccionamiento que
tiene rendimientos bajos y en muchas ocasiones no se logra la purificacion completa
de las toxinas de interés (Rohou y col., 2007). Adicionalmente algunas toxinas no se
encuentran presentes en el veneno, ya que se encuentran codificadas por genes
inactivos (Rivera-de-Torre y col., 2022). Por lo que expresar toxinas in vitro permite
su produccion con un alto rendimiento, homogeneidad de muestras y evita la
contaminacion cruzada con otros compuestos (Valle y col., 2015; Calvete, 2017).
Expresar toxinas en células de mamifero ofrece ventajas como la generacion de
enlaces disulfuro, ademas de que las toxinas obtenidas guardan una estrecha
similitud con las nativas (Rivera-de-Torre y col., 2022). La linea celular HEK293 se
ha utilizado para producir varios cientos de péptidos ricos en cisteina, los cuales
contienen hasta 10 cisteinas, de las cuales algunas son toxinas contenidas en los
venenos de animales. Un ejemplo de esto es la expresion de una toxina con ayuda
de un sistema de transduccion de lentivirus en donde se observo la expresion de la
proteina en la superficie celular o secretadas por las células (Correnti y col., 2018;
Crook y col., 2020). Otro ejemplo es la expresiéon de tanatina, un péptido catiénico de
horquilla beta, el cual tiene actividad contra diversos patégenos (Tanhaeian y col.,
2020). Ademas de la expresion de la bungarotoxina- Kk que es una toxina producida
por la serpiente de krait (Bungarus multicinctus) (Clarke, 1992) la cual es capaz de
bloquear la activacion del receptor nicotinico de acetilcolina de tipo muscular debido
a su alta afinidad, impidiendo que la acetilcolina se unay logrando asi inducir paralisis

muscular (Gorman y col., 1997).
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. HIPOTESIS

Las células eucariotas HEK293 permiten la expresion recombinante de la PFT de tipo

hidralisina de M. alcicornis.
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M. OBJETIVOS

IV.1 Objetivo General

Expresar de forma heterdloga la PFT de tipo hidralisina utilizando células eucariotas
HEK293 mediante el vector de expresion PIRES2-EGFP.

IV.2 Objetivos especificos

e Generar un vector de expresion que porte el DNAc de la hidralisina a partir del
plasmido pIRES2-EGFP.

e Expresar la hidralisina de manera transitoria en células HEK293 y colectar los
medios de cultivo.

e Evaluar el efecto citotoxico del medio de cultivo de las células HEK293
transfectadas con el plasmido de expresion de la hidralisina.

e Determinar el efecto hemolitico del medio de las células HEK293 mediante un

ensayo de hemolisis en eritrocitos de rata.
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V. METODOLOGIA
IV.1 Materiales
IV.1.1 Material de vidrio

e Camara de Neubauer
e Matraces Erlenmeyer de 250 mL

e Vasos de precipitados de 100 mL

IV.1.2 Material desechable

Microplaca estandar de polipropileno con 96 pocillos

Microtubos de 1.5 mL

Microtubos de PCR

Microtubos de 600 uL

Puntas para micropipeta de 10 uL

Puntas para micropipeta de 1000 pL

Puntas para micropipeta de 200 uL

Puntas para micropipeta de 5 mL

Tubos coénicos de 15 mL

Tubos coénicos de 50 mL

IV.1.3 Material no desechable

e Jaulas de acrilico de 43 x 53 x 20 cm
e Guillotina

e Bebedero para ratas
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IV.1.4 Alimento

e Alimento ABENE BDL-7100.

IV.1.5 Material bioldgico

Competent Cells.

relA1 lac [F proAB

Nombre Producto Genotipos Origen
recA1 endA1
Escherichia coli 96 thi
s r |-
Celulas XL1-Blue i Instituto de
competentes hsdR17 supE44

Neurobiologia

Células HEK293

Homo sapiens,

human kidney;

Embryo 293 cells.

human

CRL-1573

: Electroporation- UNAM (INB
E. coli XL1-Blue P laclqZAM15 Tn10 (M)
Competent Cells.
(Tetr)]
HEK 293 Cell Line ATCC

293 [HEK-293]
CRL-1573™

Ratas Wistar

N/A

Rattus norvegicus

domestica

Bioterio del INB
UNAM

N/A: No Aplica.

IV.1.6 Reactivos y medios de cultivo

Acido acético glacial 100% (Sigma-Aldrich, 2020).
Acrilamida 99% (Sigma-Aldrich, 2019).

Azul tripano al 0.4% (Thermo Fisher Scientific, 2024).

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate Bradford (Bio-Rad, 2022).
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Bovine Serum Albumin BSA standard 0.5 ug/puL (Thermo Fisher Scientific,
2024).

Buffer Anza 10x (Invitrogen, 2023).

Buffer CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific, 2020).

Buffer de carga 6x (Composicion: 0.05 % azul de bromofenol, 40 % sucrosa,
0.1 M EDTA (pH 8.0) y 0.5% SDS) (Sigma-Aldrich, 2024).

Buffer de elucion (Composicion: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 500 mM
imidazol, pH 8.0) (Qiagen, 2008).

Buffer de lavado (Composicién: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM
imidazol, pH 8.0) (Qiagen, 2008).

Buffer de lisis (Composicién: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol,
pH 8.0) (Qiagen, 2008).

Buffer EB (Composicion: 10 mM Tris-Cl, pH 8.5) (Qiagen, 2023).

Buffer ETR (Qiagen, 2023).

Buffer HF 5x (Composicion: 7.5 mM MgClz) (New England Biolabs, 2020).
Buffer P1 (Composicién: 50 mM Tris-Cl, pH 8.0, 10 mM EDTA, 100 pug/mL
RNasa A) (Qiagen, 2023).

Buffer P1 (Composicion: 50 mM Tris-Cl, pH 8.0, 10 mM EDTA, 100 pg/ml
RNasa A) (Qiagen, 2023).

Buffer P2 (Composicién: 200 mM NaOH, 1% SDS) (Qiagen, 2023).

Buffer PBS (Composicion: 50 mM fosfato de potasio; 150 mM NaCl, pH 7.2)
(Qiagen, 2008).

Buffer PE (Qiagen, 2023).
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e Buffer QG (Composicion: 1.0 M NaCl, 50 mM MOPS, pH 7.0, 15% isopropanol)
(Qiagen, 2023).

o Buffer S3 (Qiagen, 2023).

e Buffer T4 ligasa (50 mM Tris-HCI, 10 mM MgClz, 10 mM Dithiothreitol 1 mM
ATP, pH 7.5) (New England Biolabs, 2024).

e Enzima ADN T4 ligasa (New England Biolabs, 2024).

e Enzima EcoRI (Invitrogen, 2023).

e Enzima Sall (Invitrogen, 2023).

e Medio DMEM (Composicién: 4 mM L-glutamina, 4.5 g/L D-glucosa, 110 mg/L
piruvato de sodio, 1500 mg/L bicarbonato de sodio) (Gibco, 2011).

e Metanol 99% (Thermo Fisher Scientific, 2020).

e Polimerasa Phusion (Thermo Fisher Scientific, 2021).

e SDS Sodium Dodecyl Sulfate (Lauryl) (Thermo Fisher Scientific, 2023).

e Solucion Alsever (Composicion: 10 mM CaClz, pH 7.4, acido citrico-3Na-2H20
8.0 g/L, acido citrico-H20 0.55 g/L, D-glucosa 20.5 g/L). (Sigma-Aldrich, 2002).

e Solucion de dNTPs 10 mM (Invitrogen, 2011).

e Vector de clonacién pJET1.2/blunt (Thermo Fisher Scientific, 2020).

e Vector molde (Vega-Tamayo, 2022).

IV.1.7 Kits comerciales

e CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific, 2024).
¢ QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit (Qiagen, 2016).

e QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, 2015).
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V.2 Equipos

e Camara del microscopio (Marca: Olympus, Modelo: DP-70, Numero de serie:
02186335).

e Centrifuga (Marca: Beckman, Modelo: J2-HS Centrifuge, Numero de serie:
EC002057).

e Equipo de electroforesis (Marca: Amersham pharmacia biotech, Modelo:
electrophoresis power supply EPS 301, Numero de serie: 01885756).

e Fotodocumentador UV (Marca: DNR bioimaging systems, Modelo: MiniBIS
pro, Numero de serie: 02208726).

e Incubadora (Marca: Quincy Lab, Modelo: 12-140 incubator, Numero de serie:
2167233).

e Incubadora de agitacion (Marca: Hybaid, Modelo: Midi Dual 14 Hybridization
Oven Ambient, Numero de serie: EC001215).

e Incubadora de CO2 (Marca: Nuaire, Modelo: autoflow co2 water-jacketed
incubator, Numero de serie: 02338685).

e Lector de microplacas de 96 pocillos (Marca: Biorad, Modelo: Benchmark Plus
microplate reader, Numero de serie: 4274D).

e Mezclador térmico (Marca: Eppendorf, Modelo: Thermomixer compact,
Numero de serie: 2186313).

e Microcentrifuga (Marca: Thermo Fisher Scientific, Modelo: FrescoTM 21
Microcentrifuge), Numero de serie: 42063156).

e Microscopio invertido de fluorescencia (Marca: Olympus, Modelo: CKX41,

Numero de serie: 0J41294).
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e NanoDrop (Marca: Thermo Fisher Scientific, Modelo: NanoDrop 1000
Spectrophotometer, Numero de serie: 02253254).

e Termociclador (Modelo SelectCycler, Modelo: SBT9600-G, Numero de serie:
1104051).

e Vortex (Marca: Daigger, Modelo: Vortex Genie 2, Numero de serie:

EMO000466).

V.3 Métodos
IV.3.1 Generacioén del vector de clonacion.

Se obtuvieron los siguientes cebadores para obtener la secuencia codificada
flanqueada con sitios de restriccion especificos para las enzimas EcoRI (GAATTC) y
Sall (GTCGACQC), siendo el cebador sentido:
5GCTGAATTCAGGATGTCAATTCAAGAAZ, y el cebador antisentido:
5GTCGACCTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCAAAGGTTCTG3 y tomando como
molde el vector pJET1.2/EVT_HydMa (Vega-Tamayo, 2022), se coloc6 en un tubo
para PCR: 4 yL de Buffer HF 5x, 0.4 uL de dNTPs 10 mM, 10 uL de cebador sentido
100 uM, 10 pL de cebador antisentido a 100 uM, 0.2 pL de enzima polimerasa de alta
fidelidad Phusion a 2,000 unidades/mL (Thermo Fisher Scientific), 3 ng de vector
molde y se afor6 a un volumen de 20 pL con agua libre de nucleasas. Se coloco en
un termociclador en donde se colocaron las siguientes condiciones: 98 °C
temperatura de desnaturalizacion inicial durante 30 segundos y posteriormente 10
segundos de desnaturalizacion, 61.5 °C de temperatura de alineacion durante 30
segundos, 72 °C de temperatura de extensién durante 30 segundos y una
temperatura de conservacion final de 4 °C por 30 ciclos. Finalizada la PCR se realiz6
una electroforesis en gel de agarosa con la finalidad de aislar la banda, mediante un
fotodocumentador UV se observo la banda a purificar (792 pb), se recorté con un
bisturi y se utilizé el kit PCR QIAquick agregando tres volumenes de Buffer QG,

posteriormente se incubo a 50 °C en un mezclador térmico hasta completa disolucion
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de la banda mezclando cada 2 minutos en un vortex, después se agrego 1 volumen
de isopropanol y se mezclé en un vortex, se llevo esta mezcla a una columna
QIAquick con un tubo colector incluido y se centrifugd a 13,000 rpm durante 1 minuto
a4°C, se desecho el sobrenadante y se agregaron 750 pL de buffer PE, se centrifugo
a 13,000 rpm durante 1 minuto a 4 °C y se deseché el sobrenadante, se colocd un
tubo de 1.5 mL debajo de la columna y se colocaron 30 uL de buffer EB y se centrifugo
a 13,000 rpm durante 1 minuto a 4 °C. Posteriormente se colocaron en un microtubo
de 600 pL: 10 pL de buffer CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific), 2
ML del vector de clonacién pJET1.2/blunt a 50 ng/uL, 1 uL de enzima ADN T4 ligasa
a 5 U/pL, 80 ng de producto de PCR y se aforé a un volumen de 20 uL con agua libre
de nucleasas, la mezcla de ligacion se incub6 a temperatura ambiente 10 horas.
Posteriormente en un tubo de 1.5 mL se colocaron 10 yL de la mezcla de ligacion o
500 ng de vector de expresion pIRES2-EGFP y 100 yL de bacterias competentes E.
coli XL1-blue, se homogeneiz6é la mezcla rapidamente y se dejo incubando 30
minutos en hielo, posteriormente se realizé un choque térmico a 42 °C durante 90
segundos en un mezclador térmico, seguido de esto se incubd por 30 minutos en
hielo para posteriormente afadirles 1 mL de medio LB e incubarlas a 37 °C con
agitacion a 450 rpm, finalmente se sembraron en placas Petri con medio LB solido
con antibiético ampicilina 100 pL/mL y se incubaron durante 16 horas a 37 °C. Al
transcurrir este tiempo se aislaron 8 colonias en tubos de ensaye de 5 mL con medio
LB y ampicilina 1 yL/mL. Los tubos de ensaye se dejaron incubando durante 16 horas
a 37 °C con una agitacion de 250 rpm. Finalmente, para extraer el vector de clonacion
previamente ligado que se denomind “pJET1.2_PFTMa-DH” o el vector de expresion
“‘pIRES2-EGFP” se colocaron 1.5 mL de medio LB con bacterias en suspension en
microtubos de 1.5 mL y se centrifugaron a 12,000 rpm durante 1 minuto a 4 °C, se
desecho el sobrenadante y se repitio el paso anterior con otros 1.5 mL de suspension
bacteriana, posteriormente al obtener el sedimento bacteriano compacto se
resuspendio en 250 pL de buffer P1 y se agité en un vortex hasta completa disolucién,
después se agregaron 250 uL de Buffer P2 y se mezclé por inversion 6 veces, a
continuacién se agregaron 350 pL de buffer S3 y se mezclé inmediatamente por
inversion, se centrifugd a 12,000 rpm durante 3 minutos a 4 °C y se tomé el
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sobrenadante, el cual se paso a otro tubo de 1.5 mL, se agregd 1 volumen de una
mezcla 1:1 de fenol-cloroformo a cada tubo y se mezcloé vigorosamente en el vértex,
luego se centrifugd a 12,000 rpm durante 2 minutos a 4 °C y se tom¢ la fase acuosa
superior, evitando tomar parte de la fase organica y se colocé en un nuevo tubo de
1.5 mL, a continuacion se agregdé 1 volumen de isopropanol y se mezcld
vigorosamente en el vortex y se centrifugd a 14,000 rpm durante 6 minutos a 4 °C,
se desecho el sobrenadante, se agregaron 200 yL de etanol al 70 %, se mezclo
vigorosamente en el voértex, se centrifugd a 14,000 rpm durante 3 minutos a4 °Cy
finalmente se desecho el sobrenadante, se incubd a 37 °C durante 5 minutos para
favorecer la evaporacion del etanol y se disolvieron tanto el vector “pJET1.2_PFTMa-
DH” como “pIRES2-EGFP” obtenidos en 30 uL de agua libre de nucleasas y se
realizaron geles de agarosa al 0.7 % para su caracterizacién los cuales se

visualizaron en un fotodocumentador con una lampara de luz UV incorporada.
IV.3.2 Subclonacién en el vector de expresion.

Para extraer el fragmento que codifica para la PFT se colocaron en un microtubo de
600 pL: 10 uL del vector “pJET1.2_PFTMa-DH” a una concentracién de 358.1 ng/uL,
2 uL de enzima EcoRI 10 U/uL, 2 uL de enzima Sall 10 U/uL, 2 pyL de buffer Anza 10x
(Invitrogen) y se aforé la mezcla a un volumen de 20 uL con agua libre de nucleasas,
este procedimiento se llevé a cabo de la misma forma para linealizar el vector de
expresion “pIRES2-EGFP” de concentracién 2071.5 ng/pL La mezcla de digestion se
agitd delicadamente y se llevé la totalidad del contenido al fondo del tubo; la mezcla
se incubd durante 3 horas a 37 °C. Posterior a la digestion se mezclé con 4 uL de
buffer de carga 6x y se colocé en un carril en un gel de agarosa al 0.7 % con bromuro
de etidio 0.5 yg/mL y se corrid el gel en un equipo de electroforesis a 80 V durante
90 minutos. Para purificar la banda obtenida se llevo el gel a un fotodocumentador
UV en el cual se observo la banda a purificar y con un bisturi se recorté. Luego la
banda se extrajo y limpié utilizando el kit PCR QIAquick agregando tres volumenes
de Buffer QG, posteriormente se incubd a 50 °C en un mezclador térmico hasta

completa disolucién de la banda mezclando cada 2 minutos en un vortex, después
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se agrego6 1 volumen de isopropanol y se mezcld en un vortex, se llevd esta mezcla
a una columna QIAquick con un tubo colector incluido y se centrifugd a 13,000 rpm
durante 1 minuto a 4°C, se desech¢ el sobrenadante y se agregaron 750 uL de buffer
PE, se centrifugéo a 13,000 rpm durante 1 minuto a 4 °C y se desechd el
sobrenadante, se colocé un tubo de 1.5 mL debajo de la columna y se colocaron 30
ML de buffer EB y se centrifugé a 13,000 rpm durante 1 minuto a 4 °C, obteniéndose
el fragmento de la PFT y el vector de expresion linealizado. Posteriormente para ligar
el vector de expresion linealizado y la secuencia codificante para la PFT se colocaron
en un microtubo de 600 uL: 3 uL del fragmento de PFT, 1 uL de vector de expresion
pIRES2-EGFP linealizado con sus extremos digeridos por EcoRI y Sall, 0.5 pL de
ADN T4 ligasa 5 U/uL, 1 yL de buffer 10x y se aforé a un volumen de 10 pL con agua
libre de nucleasas, se dejé incubando la mezcla de ligacién a temperatura ambiente
10 horas. Al finalizar el periodo de incubacién se colocaron 10 pL de la mezcla de
ligacion en un microtubo de 1.5 mL y se transformaron bacterias competentes E. coli
XL1-blue como se indicod en la seccion anterior, se seleccionaron 8 colonias y se
aislaron los plasmidos siguiendo el protocolo descrito en la seccidén previa. Los
plasmidos se analizaron en geles de agarosa al 0.7 %, se seleccionaron los que
cumplieron con el peso molecular predicho y se inocularon las bacterias
correspondientes en 50 mL de medio LB con kanamicina 5 pL/mL, se incubaron
durante 16 horas a 37 °C con una agitacion de 600 rpm. Posteriormente se utilizé el
kit “QIAGEN Plasmid Plus Midi Sample Kit”, en donde el primer paso es centrifugar
en tubos conicos de 50 mL el medio LB con bacterias en suspension en una
centrifuga a 6,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, terminada la centrifugacion se
desecho el sobrenadante y se resuspendio el sedimento bacteriano en 2 mL de buffer
P1 con ayuda de un vortex, al resuspender completamente se afiadieron 2 mL de
buffer P2 y se mezclé suavemente invirtiendo el tubo hasta que el lisado tomé una
apariencia viscosa, se incubd el tubo a temperatura ambiente por 3 minutos,
transcurrido ese tiempo se colocaron 2 mL de buffer S3 y se mezclo por inversion de
4 a 6 veces, posteriormente se llevo el lisado al cartucho QlAfilter y se dejé incubando
a temperatura ambiente por 10 minutos, al terminar el tiempo de incubacion se insertd

el embold y se filtrd el lisado hacia la columna QIAGEN Plasmid Plus con un extensor
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de tubo y se afadieron 2 mL de buffer BB al lisado aclarado y se mezclé por inversion
5 veces, posteriormente se aplicaron alrededor de 300 mbar de vacio hasta que todo
el liquido paso a través de la columna, posteriormente para realizar los lavados se
agregaron 700 uL de buffer ETR y se aplicé vacio hasta que todo el liquido paso a
través de la columna, después se agregaron 700 uL de buffer PE y se aplicé vacio
hasta que paso todo el liquido a través de la columna, al terminar los lavados se
centrifugo la columna a 9,700 rpom a 4 °C durante 1 minuto y se coloco la columna en
un microtubo nuevo de 1.5 mL, posteriormente se agregaron al centro de la columna
200 pL de buffer EB, se dejaron reposar durante 1 minuto y se centrifugé a 9,700 rpm
a 4 °C durante 1 minuto, y finalmente se realizaron geles de agarosa al 0.7 % para
su caracterizacion y al terminar, el vector de expresion pIRES2-EGFP-HydMa-DH
con concentracion de 1331.3 ng/uL de forma apta para poder transfectar células
HEK293 se cuantificd y midié su pureza en un NanoDrop 1000. (Thermo Fisher
Scientific, 2012).

IV.3.3 Transfeccion en células HEK293.

En un microtubo estéril de 1.5 mL se colocaron 10 pyL de lipofectamina 2000
(Invitrogen), en otro se colocaron 400 ng del vector pIRES2-EGFP-HydMa-DH y a
ambos se les agregaron 250 uL de medio DMEM sin suero a 37 °C, transcurridos 5
minutos se mezcld el contenido de ambos microtubos y se dej6 reposando durante
20 minutos, posteriormente el contenido se distribuy6 uniformemente en placas de
35 mm con una confluencia celular del 40 % y se dejaron en una incubadora de CO2
a 37 °C y una concentracion de COz2 del 5 % durante 72 horas, durante este tiempo
se tomaron fotografias para observar la morfologia celular y la produccién de la
proteina reportera verde fluorescente (EGFP) en un microscopio invertido de
fluorescencia con camara a las 24, 48 y 72 horas posteriores a la transfeccion en un
aumento de 40x. Transcurridas las 72 horas posteriores a la transfeccion, se coloco
el medio celular en microtubos estériles de 1.5 mL, se centrifugaron a 6,000 rpm por
tres minutos, se colectod el sobrenadante; por otro lado, en la placa de cultivo celular

de 35 mm se colocaron 1 mL de buffer PBS para lavar las células y posteriormente
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se afadieron 0.5 mL de tripsina, se incubd durante 3 minutos en la incubadora de
CO2a 37 °Cy 5 % de CO2 y al terminar la incubacion se colocé la tripsina con las
células en suspension en el tubo de 1.5 mL donde quedd el sedimento del paso
anterior y se centrifugd a 6,000 rpm durante 3 minutos, al finalizar la centrifugacion
se desechd el sobrenadante y se afadieron 600 pL de medio celular y se
resuspendieron completamente las células, se repitidé el mismo procedimiento con el
vector de expresion pIRES2-EGFP como control positivo y se omitié el paso de
colocar plasmido en otro ensayo como control negativo, en cada caso se realizé por

triplicado.
IV.3.4 Evaluacién de la viabilidad celular con azul tripano de las células transfectadas.

En un trozo de papel Parafilm se colocaron 50 yL de la suspension celular y 50 pL
de colorante azul tripano al 0.4 % (Thermo Fisher Scientific), se mezclaron hasta
obtener homogeneidad y se colocaron 20 uL en una camara de Neubauer, 10 pyL en
cada lado y se realiz6 el recuento celular en los ocho cuadrantes secundarios de los
bordes superior e inferior, obteniendo el porcentaje de células no viables en cada

caso.
IV.3.5 Evaluacion de la actividad citotdxica de la PFT recombinante.

Se realizaron diluciones con el medio previamente reservado a una proporciéon de
1:1 y 1:10 para el caso del medio de las células transfectadas con el vector que
contiene el fragmento que codifica para la PFT y una dilucién a una proporcion 1:1
para los medios del control positivo y el control negativo, el medio restante se reservo;
previamente se sembraron placas de cultivo celular de 35 mm para que tuvieran una
confluencia de alrededor del 40 % a las cuales se les retird6 su medio
cuidadosamente, posteriormente se lavaron con 1 mL de buffer PBS y se afadieron
2 mL de las diluciones previamente realizadas, se dejaron en una incubadora de CO2
a 37 °C y una concentracion de CO2 del 5 % durante 72 horas, durante este tiempo

se tomaron fotografias para observar la morfologia celular en un microscopio
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invertido de fluorescencia con camara a las 24, 48 y 72 horas posteriores a la

exposicion al medio condicionado en un aumento de 40x.

I\V.3.6 Evaluacion de la viabilidad celular con azul tripano de las células expuestas a

la PFT expresada.

Transcurridas las 72 horas posteriores a la exposicién al medio condicionado, se
colocé el medio celular en microtubos estériles de 1.5 mL, se centrifugd a 6,000 rpm
por tres minutos y se desechoé el sobrenadante; por otro lado, en la placa de cultivo
celular de 35 mm se coloc6 1 mL de buffer PBS para lavar las células y
posteriormente se afadieron 0.5 mL de tripsina, se colocé durante 3 minutos en la
incubadora de CO2 a 37 °C y 5 % de COz2 y al terminar la incubacién se colocé la
tripsina con las células en suspension en el tubo de 1.5 mL donde quedé el sedimento
del paso anterior y se centrifugaron a 6,000 rpm durante 3 minutos, al finalizar la
centrifugacion se desecho el sobrenadante y se afiadieron 600 L de medio celular
y se resuspendieron completamente las células, de las suspensiones obtenidas se
colocaron 50 uL en un trozo de papel Parafiim y 50 pyL de colorante azul tripano al
0.4 % (Thermo Fisher Scientific), se mezclaron hasta obtener homogeneidad y se
colocaron 20 yL en una camara de Neubauer, 10 yL en cada lado y se realizé un
recuento celular en los ocho cuadrantes secundarios de los bordes superior € inferior,

obteniendo el porcentaje de células no viables en cada caso.
IV.3.7 Cuantificacion de la proteina presente en los medios obtenidos.

En una microplaca estandar de polipropileno con 96 pocillos se realizé por triplicado
una curva con BSA estandar 0.5 pg/uL (Thermo Fisher Scientific, 2024) con 5 puntos
a una concentracion de 0, 25, 50, 75 y 100 pg/mL y se aforé a 100 pyL con agua
destilada y posteriormente se afiadieron 200 uL de tinte de proteinas Bradford (Bio-
Rad, 2022), se mezcld hasta que se incorporé totalmente y se introdujo en un lector
de microplacas de 96 pocillos a una absorbancia de 595 nm, se graficaron los puntos
y se obtuvo una ecuacion lineal que describe la correlacion entre la concentracion de

proteinas y la absorbancia, la cual se utilizé para determinar la concentracion de cada
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uno de los medios previamente reservados; en la misma microplaca se colocaron
100 pL de diluciones 1:10 de los medios reservados y 200 uL de tinte de proteinas

Bradford y se leyd su absorbancia a 595 nm.
IV.3.8 Manejo de los animales de experimentacion.

Para la determinacién del efecto hemolitico se emplearon 2 ejemplares de rata
macho de la cepa Wistar (275 — 325 g de peso corporal) que se adquirieron y
manejaron dentro de las instalaciones del Bioterio del Instituto de Neurobiologia de
la UNAM, campus Juriquilla, Querétaro. Los animales se mantuvieron en jaulas de
acrilico de 43 x 53 x 20 cm (permitiendo un espacio mayor a 187 cm?/animal). Los
animales se mantuvieron en condiciones estandar de laboratorio de 24 — 26 °C, con
humedad relativa de 70 — 75 % y ciclos de luz-oscuridad de 12 horas con acceso
libre de agua (agua purificada en bebederos de acrilico de 250 — 500 mL) y alimento
(alimento ABENE BDL-7100 para animales de laboratorio en fase de mantenimiento)
(NOM-062-Z00-1999 apartado 5.1). Durante la fase experimental (1 dia) los
animales se sacrificaron por decapitacion con guillotina sin anestesia (NOM-062-
Z00-1999 apartado 9.5.3.3) e inmediatamente se colectd la sangre en solucion
Alsever pH 7.4 adicionada con 10 mM de cloruro de calcio, debido a que algunos
anestésicos podrian alterar las membranas de los eritrocitos lo que podria alterar los
resultados del estudio. Por ultimo, los Residuos Peligrosos Bioldgico-Infecciosos
fueron debidamente etiquetados y almacenados siguiendo las especificaciones de la
Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, los cadaveres se
almacenaron en bolsas amarillas a -20 °C y los punzocortantes en contenedores
rojos especiales para este propdsito por un periodo no mayor a 30 dias,
posteriormente se contratd un servicio especial dedicado al tratamiento vy

procesamiento de estos residuos.
IV.3.9 Determinacion de la actividad hemolitica.

En microtubos de 600 uL se colocaron 500 uL de una solucién de eritrocitos al 1 %

en solucion Alsever pH 7.4 adicionada con 10 mM de cloruro de calcio y se realiz6
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una curva dosis respuesta del control negativo (medio de células transfectadas con
pIRES2-EGFP) y de PFT (medio de células transfectadas con pIRES2-EGFP-
HydMa-DH) con una concentracion de proteina total de los medios reservados de: 0,
50, 100, 200, 400, 800, 1600, 3000, 6000, 10000 y 40000 pg/mL y como control
positivo fosfolipasa A2 con concentraciones de: 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0,
4.5,5.0y 5.5 yg/mL y para obtener la absorbancia de hemolisis total se colocaron
partes iguales de solucion de eritrocitos al 1 % y agua destilada, se homogeneizaron
y se incubaron a 37 °C durante 16 horas, al transcurrir este tiempo se llevaron a una
microcentrifuga y se centrifugaron a 2,400 rpm durante 5 minutos, el sobrenadante
se coloco en una microplaca de 96 pocillos y se obtuvo su absorbancia a 415 nmy
posteriormente, tomando en cuenta la absorbancia de hemolisis total como 100 % se

obtuvieron los porcentajes de hemolisis de cada concentracion.
IV.3.10 Analisis Estadistico.

Para analizar los datos del porcentaje de viabilidad celular de las células
transfectadas, se calcularon la media y la desviacién estandar (SD) para cada prueba
(control negativo, control positivo y rPFT) y utilizando un andlisis de varianza
unidireccional (ANOVA) seguido de una prueba post-hoc de Tukey para determinar
si las medias diferian significativamente entre si, junto con los valores P, F y R?. Este
procedimiento también se aplico a la prueba de exposicion con el medio
condicionado (Control Negativo, Control Positivo, rPFT 1:1 y rPFT 1:10), obteniendo
los graficos correspondientes. Para las pruebas hemoliticas se calcularon las
absorbancias medias y sus desviaciones estandar (SD) y de manera similar, se
generod una curva concentracion-respuesta y se realizé un ANOVA unidireccional con
una prueba post-hoc de Tukey para evaluar si las medias entre el control negativo,
el control positivo (PLA2) y rPFT diferian significativamente entre si, en todas las
evaluaciones de Tukey la significancia esta marcada por P<0.05 y utilizando este
mismo grafico se obtuvo la unidad hemolitica media (HUso0) de los medios y se utilizé

la misma metodologia para realizar la comparacion que con los ensayos de
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viabilidad, todo esto con un intervalo de confianza del 95 % utilizando el programa

de analisis estadistico GraphPad Prism versién 5.0.
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V. RESULTADOS

Se utilizo el plasmido pJET1.2/EVT_HydMa (Vega-Tamayo, 2022) para obtener por
PCR un amplicén de 771 pb, el cual incluye la secuencia codificante para la PFT, los
sitios de restriccion para las enzimas de restriccion EcoRI (GM"AATTC) y Sall
(GM"TCGAC) y una secuencia que codifica al final de la proteina una cola de 6xHis.
En la Figura 15 se observa el producto de PCR obtenido (Carril 1) junto con el
marcador de peso (Carril 2) y en el Cuadro 2 sus parametros de pureza, los &cidos
nucleicos tienen una absorbancia maxima a 260 nm y la relacion 260/280 con un

valor cercano a 1.8 es indicativo de que se tiene ADN de alta pureza.
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Figura 15. Amplificacion de la secuencia codificante de la PFT con los sitios EcoRI
y Sall en un gel de agarosa al 0.7 %.

Cuadro 2. Parametros de pureza del amplicon purificado.

Concentracién (ng/uL) 260/280
155 2.24

Después de la transformacién de las bacterias con el producto de ligacion entre
pJET1.2/blunt y el fragmento que codifica para la PFT, se utilizaron placas de agar
LB sélido con ampicilina con el fin de aislar colonias, se colectaron 8 colonias a las

cuales les fue extraido sus plasmidos (Figura 16). Se seleccionaron aquellas clonas
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gue se adecuaran mejor al peso esperado y no presentaran comportamientos
atipicos en la forma en la que se desplaza en el gel de agarosa, estas clonas se

denominaron como “presuntivamente positivas”.

. 3000
eed 4 AKX T

1000 S

500 SN

Figura 16. Seleccion de clonas presuntamente positivas del vector de clonacion
“pJET1.2_PFTMa-DH” mediante su desplazamiento en un gel de agarosa al 0.7 %.
Carriles 1-4 y 6-9 son los plasmidos aislados, carril 5 marcador de peso molecular.
Con el proposito de confirmar si las clonas presentaban el fragmento de interés, se
realizé una digestion de los pladsmidos utilizando las enzimas de restriccion EcoRl y
Sall, la reaccion de digestion se resolvié en un gel de agarosa al 0.7 % (Figura 17).
En el gel se observa que el vector de clonacién denominado “pJET1.2_ PFTMa-DH”
contiene el fragmento que codifica para la PFT, debido a que se libera el fragmento

de 771 pb.
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Figura 17. Confirmacion de la presencia del fragmento de interés mediante
digestion con EcoRl y Sall del vector “pJET1.2_PFTMa-DH”. La flecha indica el
fragmento liberado por el corte con las enzimas de restriccion correspondiente a la
PFT.

Una vez que se confirmé la identidad del plasmido, se llevo a cabo la secuenciacion
del fragmento de interés (Figura 18, Ay Anexo 1). En el Anexo 1 indica los codones
de inicio y paro. Los resultados obtenidos mostraron que los sitios de restriccion se
encuentran en el sitio adecuado, sin interferir con el marco abierto de lectura que
codifica para la PFT y que este mismo no presenta modificaciones en su estructura
gue puedan ser perjudiciales estructuralmente para la proteina al momento de ser
expresada, el vector de clonacion obtenido muestra el sitio de clonacion mdaltiple
ocupado por la secuencia que codifica para la PFT (en rojo), delimitada con los sitios

de corte de las enzimas EcoRI y Sall (Figura 18, B).
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A B

GAATTCAGGATGTCAATTCAAGAATATATGACATT
TGATGATTTGCAAGGGGTTGAAAGCAGCCCTAAT
GCTGTTCGAGAGGCTTTTTCAAAGGAATTTGGTA
AAACACCTGATGGTATATGCGTCAATAAAGAGAC
ATATTATAATGCTGTTAAACCTGCAATCACCGAGC
GTTATGGCTATTATTGTTACAAAAGACTTGGTCCG
TATGAGTTTACATCAGATGATGTAGAGCCCCCGC
AACAAGCAATTGTTGGATCCAATACAGCTATAAAT
AAGGGGGATTCAAGTGCGACAATCCAGTTAACA
GTAAATGGATCATGGAGCGACAGTACCGGGTAC
ACATCATCGGTGACAACTGGCATGAAATTCTCAA
CACAATTTGATATTGAAGGAGCTTTTAAAATGGG
GACTGAGTTTTCAATTTCAGTTACAGCAGGGTCA PIET1.2_PFTMa-DH
TCCCATTCAAGTTCTGTCAGCAAATCTGCTTCAT
CATCAGTATCAGTAACAGTACCTCCGAGGTCAAA
AGTGAAAGTTGATATGATTGCTAACATGAAAAAG
GAAAAGCTTGGCTTTAAAGTTCCAATTGACATTA
GCGGAATGTTTGGTGCCAATTTTCCTAATCTAGT
CAAAGGTCATTATTTCTGGTTTTTAGATGCTCGAT
CAGTTTTGCCAAAAACAAGTGGGGAGATTACTG
GTGTTATAAATGGTACCCGATCGTTCGCTGTTCA
AACTATAATTAGGAAAGCAGAACCTTTGCACCAC
CACCACCACCACTAGGTCGAC

EcoRI (1)

sall (766)

3745 bp

lac operater

Figura 18. A) Secuencia del fragmento que codifica para la PFT; B) Mapa del vector
de clonacion “pJET1.2_PFTMa-DH” modelado en SnapGene. Morado: Sitio de
restriccion de EcoRlI, Negritas: Sitio de restriccion Sall, Azul: Coddn de inicio de la
traduccion, Rojo: Coddn de término de la traduccion, ori: Origen de replicacion,
AmpR: Sitio de resistencia a ampicilina, AmpR promoter: Promotor de gen de
resistencia a ampicilina, lac operator: Operador lac, lac UV5 promoter: Promotor lac
UVS.

Posteriormente, se transfirié el fragmento que codifica para la hidralisina al vector de
expresion “pIRES2-EGFP”. En la Figura 19 se observa en el primer carril una banda
de 765 pb, la cual se obtuvo como resultado de digerir el vector de clonacién
“pJET1.2_PFTMa-DH” con las enzimas de restriccion EcoRI y Sall, banda que
corresponde al fragmento de PFT, en el segundo carril se encuentra el vector de
expresion “pIRES2-EGFP” de 5298 pb digerido con EcoRI y Sall y en el cuarto carril
se observa el producto de la ligaciobn de ambos, en donde se presentan bandas
caracteristicas de la formacion de una ligacion, las cuales poseen un peso mayor al
del vector de expresion, debido a la ligacion de multiples fragmentos y vectores. La

presencia de estas bandas indica que se llevd a cabo una ligacion exitosa.
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5298 pb

6063 pb

Figura 19. Ligacion de pIRES2-EGFP digerido con EcoRl y Sall con los insertos
digeridos y purificados que codifican para la PFT.
Se aislaron 8 plasmidos independientes y se resolvieron en geles de agarosa al 0.7
% (Figura 20, carriles 1-3 y 7-9), que fueron comparados con el vector de expresion
‘pIRES2-EGFP” (Figura 20, carriles 4 y 6). Se seleccionaron aquellas clonas que se
adecuaran mejor al peso esperado y no presentaran comportamientos atipicos en la
forma en la que se desplaza su material genético en el gel de agarosa y que, ademas,
mostraran una diferencia en peso con el vector de expresion “pIRES2-EGFP”. Estas

clonas se denominaron como “presuntamente positivas”.

Figura 20. Seleccion de clonas presuntamente positivas del vector de expresiéon
mediante su desplazamiento en un gel de agarosa al 0.7%. Carriles 4 y 6 pIRES2-
EGFP.

A partir de estos resultados se seleccionaron dos clonas, las cuales presentaron un

peso mayor al del vector “pIRES2-EGFP” pero que concordara con el esperado de
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6063 pb para el vector de expresion ligado a la PFT, dando lugar al vector
denominado “pIRES2-EGFP-HydMa-DH” (Figura 21).

HindIII (622)
EcoRI (629)

HindIII (1178)

| — SalI (1394)

pIRES2-EGFP-HydMa-DH
6063 bp

" HindIII (1646)

Figura 21. Mapa del vector de expresion pIRES2-EGFP-HydMa-DH modelado en
SnapGene. NeoR/KanR: Gen de resistencia a Neomicina/Kanamicina, Ori: Origen
de replicacion, CMV promoter: promotor del citomegalovirus, CMV enhancer:
potenciador del citomegalovirus, f1 ori: origen de replicacion relacionado a
particulas de fago, EGFP: Gen de la proteina mejorada verde fluorescente, IRES2:
Sitio interno de entrada al ribosoma.

Con el fin de comprobar la obtencién del vector de expresion “pIRES2-EGFP-HydMa-
DH” se realizaron dos digestiones, una digestion que involucrase la zona insertada y
al vector de expresion, debido a que, si se realiza esta digestion en el vector de
expresion sin el inserto, los resultados seran diferentes. Por lo que, como se observa
en la Figura 22, se realiz6 una digestiébn con la enzima de restriccion Hindlll,
obteniéndose dos bandas, la primera con un peso de 269 pb y la segunda con un
peso de 5039 pb, respecto a lo observado en el segundo carril correspondiente a la
digestion de pIRES2-EGFP-HydMa-DH con Hindlll, se obtuvieron tres bandas la

primera con un peso de 468 pb, la segunda de 556 pb y la tercera de 5039 pb.
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5039 pb 5039 pb

Figura 22. Digestion con la enzima de restriccion Hindlll del vector de expresion 1)
pPIRES2-EGFP y de 3) pIRES2-EGFP-HydMa-DH. 2) Marcador de peso molecular.
Debido a que los resultados concordaron con lo esperado, se realizé una segunda
digestion, ahora con las enzimas de restriccion EcoRI y Sall, observandose en el
primer carril de la Figura 23 la digestion del vector pIRES2-EGFP y obteniéndose una
banda de 5298 pb, en el segundo carril se observan dos bandas, una de 5298 pb y

la segunda de 765 pb correspondiente al fragmento que codifica para la PFT.

5298 pb

Figura 23. Digestion de los vectores de expresion 1) pIRES2-EGFP y 3) pIRES2-
EGFP-HydMa-DH con las enzimas de restriccion EcoRI y Sall. 2) Marcador de peso
molecular.
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Finalmente, al realizar la extraccion de los vectores de expresion “pIRES2-EGFP-
HydMa-DH” y “pIRES2-EGFP” mediante el kit QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit
(Qiagen, 2016) se obtuvo un pldsmido de alta pureza apto para ser transfectado en
la linea celular HEK293, se cuantifico el material genético obtenido en el NanoDrop
1000, obteniendo los resultados del Cuadro 3, los cuales mostraron alta pureza y
concentracion, tomando en cuenta que, como se menciond anteriormente, para la

relacion 260/280 se espera para ADN un valor de 1.8.

Cuadro 3. Parametros que presentaron en el NanoDrop 1000 los vectores de
expresion obtenidos a partir del kit QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit.

Concentracion 260/280
(ng/pL)
PIRES2-EGFP- 1944.8 1.85
HydMa-DH
pIRES2-EGFP 2071.5 1.86

Al obtener la informacién del Cuadro 5 se procedi6 con la transfeccién de 4.0 ug de
DNA por placa de 35 mm a una confluencia del 40%, obteniéndose los siguientes
resultados (Figuras 24, 25y 26). A las 24 horas se observo una diferencia notoria en
la formacion de vacuolas y la integridad de la membrana plasmética, mientras que
en el control negativo no se observan, en el control positivo se observan unas pocas
y en el ensayo de las células que expresan la PFT recombinante (rPFT) se observa

una mayor cantidad y un cambio notorio en la integridad membranal.

Figura 24. Células HEK293 control negativo a las 24 horas posteriores a la
transfeccion vistas a un aumento de 40x en A) Luz blanca B) Luz UV C) Luz blanca
y UV. Flechas en rojo: Dafio celular.
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Figura 25. Células HEK293 control positivo a las 24 horas posteriores a la
transfeccion con el vector de expresion pIRES2-EGFP vistas a un aumento de 40x
en A) Luz blanca B) Luz UV C) Luz blanca y UV. Flechas en rojo: Dafio celular.
Flechas en verde: Fluorescencia.

Figura 26. Células HEK293 a las 24 horas posteriores a la transfeccion con el
vector de expresion pIRES2-EGFP-HydMa-DH vistas a un aumento de 40x en A)
Luz blanca B) Luz UV C) Luz blanca y UV. Flechas en rojo: Dafio celular. Flechas

en verde: Fluorescencia.

Posteriormente, en los ensayos a las 48 horas (Figuras 27, 28 y 29) se mantuvo la
tendencia observada previamente (Figuras 24, 25y 26), ya que en el control negativo
apenas se observa afectacion en la membrana de las células, en el control positivo
la afectacién es mayor y en el ensayo de las células que expresan la rPFT la
afectacion es aun mayor que en el control positivo, ademas que, en el control positivo
se observa una mayor fluorescencia de EGFP respecto a las células que fueron
transfectadas con el vector de expresion que contenia tanto la secuencia que codifica

para EGFP como para la rPFT.
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Figura 27. Células HEK293 control negativo a las 48 horas posteriores a la
transfeccion vistas a un aumento de 40x en A) Luz blanca B) Luz UV C) Luz blanca
y UV. Flechas en rojo: Dafio celular.

Figura 28. Células HEK293 control positivo a las 48 horas posteriores a la
transfeccion con el vector de expresion pIRES2-EGFP vistas a un aumento de 40x
en A) Luz blanca B) Luz UV C) Luz blanca y UV. Flechas en rojo: Dafio celular.
Flechas en verde: Fluorescencia.
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Figura 29. Células HEK293 a las 48 horas posteriores a la transfeccion con el
vector de expresion pIRES2-EGFP-HydMa-DH vistas a un aumento de 40x en A)
Luz blanca B) Luz UV C) Luz blanca y UV. Flechas en rojo: Dafio celular. Flechas

en verde: Fluorescencia.

Finalmente, en los ensayos a las 72 horas (Figuras 30, 31 y 32) la diferencia en la
formacion de vacuolas se hizo mayor, asi como la integridad de la membrana
plasmatica de las células, la cual disminuy0, y respecto a la expresion de EGFP, se
observé una menor expresion en el ensayo de las células que expresan la rPFT

comparandolo con el control positivo.

Figura 30. Células HEK293 control negativo a las 72 horas posteriores a la
transfeccion vistas a un aumento de 40x en A) Luz blanca B) Luz UV C) Luz blanca
y UV. Dafio celular. Flechas en rojo: Dafio celular.
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Figura 31. Células HEK293 control positivo a las 72 horas posteriores a la
transfeccion con el vector de expresion pIRES2-EGFP vistas a un aumento de 40x
en A) Luz blanca B) Luz UV C) Luz blanca y UV. Flechas en rojo: Dafio celular.
Flechas en verde: Fluorescencia.

Figura 32. Células HEK293 a las 72 horas posteriores a la transfeccion con el
vector de expresion pIRES2-EGFP-HydMa-DH vistas a un aumento de 40x en A)
Luz blanca B) Luz UV C) Luz blanca y UV. Flechas en rojo: Dafio celular. Flechas

en verde: Fluorescencia.

La viabilidad celular fue otro parametro que se evalud entre los ensayos, siendo de
93.06 % en el control negativo, 86.99 + 0.3536 % en el control positivo y de 72.30 +
4.452 % en el ensayo de las células que expresan rPFT, como se observa en la
Figura 33.
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Figura 33. Porcentaje de viabilidad celular observado en la tincién con azul tripano
en las células transfectadas.
Al comparar los grupos control se obtiene un valor de P mayor a 0.05, que significa
gue estos grupos son estadisticamente similares, mientras que al comparar el
ensayo de las células que expresan rPFT con los controles se obtienen valores de P
menores a 0.05 que significa que es estadisticamente diferente a ellos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Analisis de varianza de una via y analisis post-hoc de la viabilidad de las
células transfectadas (C.N. Control Negativo, C.P. Control positivo).

ANOVA Tukey
Valor P 0.0086 Comparacion P <0.05
Numero de grupos 3 C.N.vs C.P. No
F 34.14 C.N.vs rPFT Si
R? 0.9579 C.P.vs rPFT Si

Del mismo modo que con las células transfectadas, se monitored la formacion de
vacuolas y la integridad de la membrana plasmatica, la cual mantuvo un
comportamiento similar en los controles (Figura 34 y 35), y en los ensayos donde se
expusieron las células al medio presente en células transfectadas con el vector de
expresion “pIRES2-EGFP-HydMa-DH” que expresan rPFT se observa una diferencia
en la formacién de vacuolas y la integridad de la membrana plasmatica, siendo el

ensayo que tiene la proporcién 1:1 el que mayor diferencia presenta (Figura 36), y el
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ensayo 1:10 aunque presenta el cambio mas leve (Figura 37), se sigue observando

el mismo comportamiento.

Figura 34. Células HEK293 expuestas a medio DMEM con una proporcion 1:1 de
medio presente en células control negativo en luz blanca a las A) 24 horas, B) 48
horas y C) 72 horas de la exposicién. Flechas en rojo: Dafio celular.

Figura 35. Células HEK293 expuestas a medio DMEM con una proporcion 1:1 de
medio presente en células control positivo en luz blanca a las A) 24 horas, B) 48
horas y C) 72 horas de la exposicion. Flechas en rojo: Dafio celular.
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Figura 36. Células HEK293 expuestas a medio DMEM con una proporcion 1:1 de
medio presente en células transfectadas con el vector pIRES2-EGFP-HydMa-DH
en luz blanca a las A) 24 horas, B) 48 horas y C) 72 horas de la exposicion. Flechas
en rojo: Dafo celular.

Figura 37. Células HEK293 expuestas a medio DMEM con una proporcion 1:10 de
medio presente en células transfectadas con el vector pIRES2-EGFP-HydMa-DH
en luz blanca a las A) 24 horas, B) 48 horas y C) 72 horas de la exposicién. Flechas
en rojo: Dafo celular.

Del mismo modo que con las células transfectadas, la viabilidad celular fue afectada
en gran medida y de forma proporcional a lo observado en las imagenes al
microscopio, siendo la viabilidad de 93.43 % en el ensayo con el medio control
negativo, de 91.07 + 0.3677 % con el medio control positivo, de 82.55 + 0.9970 % del
medio con la rPFT en una proporcion 1:1 y de 87.99 + 1.704 % en una proporcion

1:10, como se puede observar en la Figura 38.
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Figura 38. Porcentaje de viabilidad celular observado en la tincion con azul tripano
en las células expuestas al medio condicionado (Barras mostrando SD).

El valor P del analisis Tukey entre el control negativo y el control positivo fue mayor

gue 0.05, es decir que los controles actuaron significativamente similares, por su

parte la comparacion entre el control positivo y rPFT 1:10 mostr6 un valor P mayor a

0.05, lo que significa que no hay diferencias estadisticas entre lo mostrado por un

ensayo y otro y, finalmente, la comparacion del resto de grupos obtuvo un valor de P

menor a 0.05, que significa que existe diferencia estadistica entre grupos (Cuadro 5).

Cuadro 5. Analisis de varianza de una via y analisis post-hoc Tukey de la viabilidad
de las células expuestas al medio condicionado (C.N. Control Negativo, C.P.
Control positivo).

ANOVA Tukey
Valor P 0.0016 Comparacion P <0.05

Numero de grupos 4 C.N.vs C.P. No
F 43.88 C.N.vs rPFT 1:1 Si

R? 0.9705 C.N.vs rPFT 1:10 Si
C.P.vsrPFT 1:1 Si

C.P.vs rPFT 1:10 No

rPFT 1:1vs 1:10 Si

En la figura 39 se obtuvo el promedio de la curva de calibracion obteniéndose una

absorbancia para el punto de 0 pg/mL de 0.2810, para 25 pg/mL de 0.3193, para 50
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pMg/mL de 0.3546, para 75 pg/mL de 0.3813 y para 100 pg/mL de 0.4213, obteniendo

una ecuacion lineal y = 0.0014x + 0.283 y un coeficiente de correlacion de 0.9983.

Absorbancia

0.43
0.41
0.39
0.37
0.35
0.33
0.31
0.29
0.27
0.25

0 20 40

y =0.0014x + 0.283
R2=0.9983

60 80

[BSA] (ng/mL)

100 120

Figura 39. Curva de calibracion de BSA y su linea de tendencia con ecuacion lineal.

A partir de la absorbancia de los medios y utilizando la ecuacion obtenida de la curva

de calibracién se obtuvieron las concentraciones de los medios a utilizar en el ensayo

hemolitico (Cuadro 6), en el cual se utilizaron concentraciones de 0, 50, 100, 200,
400, 800, 1600, 3000, 6000 y 10000 pg/mL para medir el efecto del medio

condicionado sobre eritrocitos de rata y poder realizar una curva concentracion-

respuesta, se utilizaron estas concentraciones debido a que la mayor parte de la

proteina cuantificada es albumina, la proteina predominante en el suero bovino fetal

presente en el medio DMEM.

Cuadro 6. Concentraciones de los medios obtenidos.

_ _ rPFT rPFT
Medio Control Negativo
Muestra 1 Muestra 2
Absorbancia 0.413 0.387 0.388
Concentracion
928.57 742 .86 750.00
(Mg/uL)

65



Al obtener los porcentajes de hemolisis del control positivo y de los medios obtenidos
(Cuadro 7) se observa una diferencia notoria en el porcentaje de hemolisis del medio
gue puede contener la rPFT del que no la contiene, por lo que este efecto podria ser
atribuido a la produccion de esta proteina por parte de las células HEK293.

Cuadro 7. Porcentaje de hemolisis provocado por PLA2 y los medios obtenidos.

Concentracion PLA2 Concentracion Contr.ol M.C.
(ngimL) (%) (mi) | "N oy
(%)
0 15.11 0 10.34 28.46
0.5 19.28 50 11.09 30.47
0.10 26.16 100 11.39 32.76
0.15 38.40 200 11.49 37.85
0.20 44.42 600 12.20 40.94
0.25 57.29 800 13.15 43.67
0.30 62.65 1600 13.30 50.38
0.35 64.65 3000 14.01 59.46
0.40 70.23 6000 15.11 68.55
0.45 77.66 10000 16.46 82.08
0.50 90.01 40000 21.08 88.40
0.55 96.58

En la Figura 40 se obtuvo la curva concentracion-respuesta de la Fosfolipasa A2
(PLA2) utilizada como control positivo hemolitico, del medio presente en las células
transfectadas con pIRES2-EGFP y del medio que presumiblemente contiene la rPFT.
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Figura 40. Curva concentracion-respuesta del porcentaje de hemolisis ocasionado
por el medio condicionado comparada con el control positivo (PLA2) y el control
negativo.

Los resultados del andlisis de varianza del Cuadro 8 arrojan que la hemolisis causada
por el medio condicionado es significativamente diferente que la causada por el
control negativo, pero no lo es si se compara contra el control positivo, lo que quiere
decir que el medio condicionado tiene propiedades hemoliticas que, al observar que

el control negativo no las posee, esto sugiere la posible presencia de la rPFT.

Cuadro 8. Analisis de varianza de una via y analisis post-hoc Tukey del porcentaje
de hemolisis causado. (C.N. Control Negativo, C.P. Control positivo, M.C. Medio
condicionado).

ANOVA Tukey
Valor P P<0.0001 Comparacion P <0.05
Numero de grupos 3 C.N.vs C.P. Si
F 20.19 C.N.vs M.C. Si
R? 0.5820 C.P.vs M.C. No

La unidad hemolitica media (UHs0) mostrada en el Cuadro 9 indica que para la rPFT
es necesaria una concentracion de 3406 = 1.3228 ug/mL de proteina total presente
en el medio condicionado para hemolizar el 50 % de eritrocitos presentes en la
suspension, mientras que para la PLA2 es necesaria una concentracion de 5.324 +
1.3740 pg/mL para lograr el mismo efecto.
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Cuadro 9. Unidad hemolitica media (UHso) del control positivo (PLA2) y el medio
condicionado.

Muestra UHso (ng/mL)
PLA2 5.324 + 1.3740
M.C. 3406 + 1.3228

68



VL. DISCUSION

Las PFTs se encuentran presentes en la gran mayoria de las especies del planeta,
incluyendo organismos procariotas y eucariotas, estas proteinas son expresadas por
organismos pertenecientes a todos los reinos (Kulma y Anderluh, 2021). Las toxinas
son importantes para los seres vivos que las sintetizan, ya que desempenfan diversas
funciones esenciales para la supervivencia. Algunas toxinas son empleadas como
mecanismo de virulencia, por ejemplo, en algunas bacterias patdgenas como
Streptococcus  pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli vy
Mycobacterium tuberculosis (Los y col., 2013) otras son componentes del sistema
inmune de las plantas, animales invertebrados (Bischofberger y col., 2009) y
mamiferos (lacovache y col., 2010), incluyendo seres humanos (Mukherjee y col.,
2014; Szczesny y col., 2011). Existen toxinas que son empleadas para la caza y
digestion de las presas o para la defensa contra depredadores. En tanto que algunas
toxinas son sintetizadas como respuesta ante organismos patégenos (Podobnik y
Anderluh, 2017). En la actualidad existe un interés creciente en las PFTs, cuyas
caracteristicas les confieren versatilidad estructural, ya que en su forma monomérica
son hidrosolubles y cuando reconocen una molécula receptora especifica en la
membrana celular se insertan en la membrana formando un poro (Ostolaza y col.,
2019; Yamaji-Hasegawa y col., 2016). Ademas, las PFTs presentan una alta
especificidad de unién a proteinas ancladas a glicosilfosfatidil-inositol (Diep y col.,
1998) y gangliésidos (Shewell y col., 2020) o a zonas de la membrana plasmatica
que poseen propiedades fisicoquimicas especificas, como por ejemplo los
fosfolipidos cargados negativamente (Rojko y Anderluh, 2015). De tal forma que sus
aplicaciones se extienden desde el ambito analitico (Kasianowicz y col., 2016),
biotecnolégico (Kasianowicz y col., 1996) hasta el terapéutico (Mendoza-Almanza y
col., 2020).

Las hidralisinas son una familia de proteinas que se encuentra dentro del grupo de
las PFTs debido a la similitud en su estructura primaria. Fueron purificadas, clonadas

y expresadas por Zhang y su equipo de investigacion en 2003 a partir de la hidra
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verde Chlorohydra viridissima. Dichos investigadores al realizar el modelado
estructural in silico encontraron que este tipo de proteinas son globulares y se
componen mayoritariamente (por encima del 50%) de laminas . Adicionalmente, se
ha encontrado evidencia de que no se encuentran en los nematocistos, Sher y
colaboradores en 2005 proponen que las hidralisinas poseen una funcion defensiva
o auxiliar en la paralisis de las presas dentro de la cavidad gastrovascular. Estas
toxinas no reconocen la esfingomielina, y en cambio, se cree que reconocen un
receptor proteico, lo cual aumenta el interés en los organismos pertenecientes a la
clase Hydrozoa que son capaces de expresar este tipo de proteinas, como lo son los
hidrocorales de la especie M. alcicornis, organismo del cual se obtuvo la secuencia

del RNAm la proteina que se trabajé en la presente tesis.

En este trabajo se tuvo como objeto la expresion de una PFT del tipo hidralisina de
M. alcicornis en células HEK293 en cultivo. Para ello, se generaron plasmidos de
clonacion y expresion que se transfectaron en las células HEK293 para finalmente

probar su actividad funcional in vitro.
V1.1 Generacion de plasmidos

La primera parte del trabajo consisti6 en la construccion de un plasmido para
expresar la hidralisina de M. alcicornis en células de mamifero. Esto se realizd en
dos pasos, primero se introdujo en el plasmido pJET1.2 un fragmento de DNA que
codifica para la hidralisina, pero con varias modificaciones que incluyeron la adicién
de seis residuos de histidina y dos sitios de restriccidon: Sall y EcoRl, el segundo paso
fue la introduccion de este marco de lectura en el plasmido pIRES2-EGFP, lo que
resulté en el plasmido pIRES2-EGFP-HydMa-DH. Se obtuvo la secuencia de la
hidralisina, lo que confirmé la preservacion intacta del marco de lectura abierto y asi

se aseguro la conclusion de este objetivo.
VI.2 Transfeccion en células HEK293

Alas 24 horas de realizar la transfeccion de los vectores “pIRES2-EGFP” y “pIRES2-
EGFP-HydMa-DH” en células HEK293, se observaron cambios en la integridad de la
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membrana plasmatica y la formacién de vesiculas en las células transfectadas con
pIRES2-EGFP-HydMa-DH. Esta formacién de vesiculas ya ha sido reportada
previamente por Babiychuk y colaboradores en 2011, quienes reportaron la
formacion de vesiculas en células HEK293 debido a la exposicion a estrés y
sustancias citotoxicas, tales como la Estreptolisina O, una toxina formadora de poros
de origen bacteriano. Estas vesiculas son producto de un proceso de resellado de la
membrana plasmatica afectada (Pilzer y col., 2005) para evitar la pérdida del
contenido intracelular debido a la formacion de los poros, si este proceso falla
aumenta el calcio (Ca?*) intracelular lo cual provoca la activacion de fosfolipasas y
proteasas celulares, provocando dafo en la bicapa de fosfolipidos y al citoesqueleto
(Idone y col.,, 2008) lo cual desencadena la formacion de vesiculas que son
consideradas generalmente como indicio de muerte celular (Charras y col., 2008;
Mills y col., 1998). La produccion de vesiculas en el control positivo puede explicarse
debido al proceso de maduracién de EGFP, el cual involucra una molécula de NADH
y oxigeno (Oz2), en donde el NADH reduce la molécula de O2 aumentando la
concentracion de especies reactivas de oxigeno (ROS) como radicales O2~ y
peréxido de hidrogeno (H20:2) lo cual induce estrés oxidativo y citotoxicidad (Ansari y
col., 2016) lo cual fue comprobado en un estudio realizado por Ganini y su equipo de
trabajo en 2017; ellos utilizaron la linea celular HEK293 y el plasmido pDEST26-
eGFP que expresa EGFP y concluyeron que las células que producen esta proteina
fluorescente muestran mayor estrés oxidativo, mayor concentracién de H202 y un
cambio en diversos procesos bioldgicos como lo son la sobreproduccion de genes
asociados a la inflamaciéon como TNF-a a través de NFkp, afectando la homeostasis
(Stone y Yang, 2006) y crecimiento celular (Ganini y col., 2017; Murrell y col., 1990).
Ademas, la expresion de EGFP fue mas prominente en las células del control positivo
que en las que expresaron rPFT, lo cual podria deberse a la mayor cantidad de ROS
presentes en estas ultimas, ya que, como explicaba Babiychuk y su equipo de
investigacion en 2011, el provocar un dafio citotdoxico como el producido por la toxina
recombinante ocasiona que se generen proteasas y fosfolipasas, las cuales estan
relacionadas a la produccion de ROS por la degradaciéon de acidos grasos, de
proteinas y disfuncién de la mitocondria (Muralikrishna y Hatcher, 2006) lo cual
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provoca que el ARNm se oxide (Shan y col., 2007) disminuyendo la traduccion de la
proteina. Este comportamiento de igual manera fue observado a las 48 y 72 horas
de la transfeccion y se intensificaron las diferencias entre el control negativo, el
control positivo y las células transfectadas con pIRES2-EGFP-HydMa-DH, ya que,
mientras que en el control negativo apenas se observaban vacuolas, en el control
positivo eran un poco mas evidentes y en las células transfectadas con pIRES2-
EGFP-HydMa-DH son muy evidentes, la fluorescencia en el control positivo era
intensa, mientras que en las células transfectadas con pIRES2-EGFP-HydMa-DH se
mostré débil y la confluencia celular a las 72 horas difirié bastante entre cada grupo,
siendo el grupo mas confluente el control negativo, seguido del control positivo y el
grupo menos confluente resulté ser las células transfectadas con pIRES2-EGFP-

HydMa-DH, esto debido directamente a la tasa de mortalidad que presenté cada

grupo.
V1.3 Evaluacion de la viabilidad celular con azul tripano de las células transfectadas

La funcién de una toxina formadora de poros es anclarse a la membrana celular con
ayuda de un marcador especifico de membrana, posteriormente oligomerizarse con
otros mondmeros proteicos para finalmente formar un poro en la membrana (Parker
y Feil, 2005). Al formarse el poro se altera la permeabilidad celular, comprometiendo
la supervivencia y la sostenibilidad de la célula afectada (Li y col., 2021). Esta
cualidad fue la que se utilizé6 medir el impacto que presentd el medio condicionado
de las células transfectadas con pIRES2-EGFP-HydMa-DH sobre la viabilidad de las
células que la expresaban. Para este proposito se utilizé azul de tripano: un colorante
que es capaz de permear el interior de las células que poseen una membrana dafiada
pero no es capaz de hacerlo en aquellas que poseen una membrana intacta (Strober,
2015) y con ello conocer el porcentaje de células viables en cada caso. Al finalizar la
incubacion de 72 horas en el caso del control negativo se observd un porcentaje de
viabilidad de 93.06 %, el cual se toma como el porcentaje de viabilidad basal, ya que
es normal que las células mueran a un ritmo controlado, esto mediado por multiples

vias de senalizacion o factores fisicos externos que pueden llevar a una muerte

72



celular programada o muerte celular accidental (Santagostino y col., 2021). Por su
parte, el control positivo mostré un 86.99 + 0.3536 % de viabilidad, lo cual segun el
analisis de varianza es significativamente similar a lo observado en el control
negativo y, finalmente, las células transfectadas con pIRES2-EGFP-HydMa-DH
mostraron un porcentaje de viabilidad de 72.30 * 4.452 %, significativamente
diferente a ambos controles ya que se obtuvo un valor P menor a 0.05, lo cual indica
que tanto el control positivo como el control negativo tienen un comportamiento
diferente. Tomando estos datos en cuenta se puede decir que el porcentaje de
viabilidad es resultado de un factor intrinseco en el medio y no es producto de algun

error sistematico o causado por aleatoriedad.
V1.4 Evaluacion de la actividad citotoxica.

Para conocer el efecto que tiene el medio de las células transfectadas con pIRES2-
EGFP-HydMa-DH, se colocaron placas de la linea celular HEK293 a una confluencia
celular del 40 % con el medio de las células transfectadas previamente recolectado
y medio nuevo (que proporciona nutrientes frescos) en una proporcion 1:1 y 1:10
para el caso de rPFT y 1:1 para el caso de los controles, obteniendo en el caso de
las células expuestas al medio de células transfectadas con pIRES2-EGFP-HydMa-
DH la formacion de vesiculas muy similares a las observadas previamente en las
células transfectadas, lo cual indica que se genera un dafo en la membrana celular
(Babiychuk y col., 2011). Este fendmeno se observa levemente en las células
expuestas a la proporcion 1:10, lo sustenta cierta dependencia de la concentracion.
Con respecto al control positivo, se observd una muy ligera formacion de vacuolas
que puede ser explicado por la concentraciéon de ROS que posee el medio ya que
este tipo de moléculas son citotoxicas (Ansariy col., 2016), y finalmente, en el control
negativo no se observo la formacion de vacuolas, lo cual nos indica que su formacion
es extrinseca a las células, la metodologia y tratamiento aplicado. La vacuolizacion
citoplasmatica es un fendmeno generalmente observado en las células de mamiferos
cuando son expuestas a patogenos (Aki y col., 2012; Henics y Wheatley, 1999). La

toxina vacuolizante A (VacA) es una proteina formadora de poros secretada por
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Helicobacter pylori y es su principal factor de virulencia, tiene la capacidad de
interactuar con diversos componentes de la membrana plasmatica, entre ellos la
esfingomielina (Gupta y col., 2008). Esta toxina es capaz de formar canales que
transportan aniones, entre ellos cloruro, disminuyendo el potencial electroquimico de
la membrana, lo cual aumenta la actividad de la V-ATPasa y disminuye el pH al
interior de la célula lo cual protona diversas bases débiles que ocasionan un
incremento en la presion osmética que la célula trata de compensar con la difusion
de agua desde el citoplasma, lo cual conduce a la formacion de vacuolas que afectan
la homeostasis celular (Shubin y col., 2016). Algo similar ocurre con la toxina épsilon
de Clostridium perfringens, la muerte celular se estudid en células murinas del
conducto cortical renal en donde se demostrd que esta toxina forma canales idnicos
en la membrana celular que provocan la disminucion en la concentracion de K*
intracelular y aumenta las concentraciones de Cl, Na* y Ca?* (Zitzer y col., 1997). La
toxina binaria de la bacteria Lysinibacillus sphaericus una toxina formadora de poros
utilizada como biopesticida contra mosquitos de los géneros Anopheles y Culex
(Regis y col., 2001) y que es capaz de producir vacuolizacion de autolisosomas
provocando asi la muerte celular (Silva-Filha y Peixoto, 2003), la citolisina de Vibrio
cholerae (Figueroa-Arredondo y col., 2001; Mitra y col., 2000), la aerolisina de

Aeromonas hydrophila (Abrami y col., 1998), entre otras.

V1.5 Evaluacion de la viabilidad celular con azul tripano de las células expuestas al

medio condicionado.

De forma similar al ensayo con azul tripano, se obtuvo el porcentaje de viabilidad
celular al finalizar el periodo de incubacion de 72 horas en las cuales las células
estuvieron en contacto con el medio de las células transfectadas, obteniéndose en el
caso de las células expuestas a una proporcién 1:1 del medio control negativo de
93.43 %, porcentaje muy similar al observado en el ensayo de viabilidad celular
previo en el control negativo, por lo que este porcentaje de igual forma puede
considerarse como el porcentaje de viabilidad basal. Respecto al control positivo se

obtuvo un porcentaje de viabilidad de 91.07 £ 0.3677 %, un porcentaje
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significativamente similar al basal debido a que al comparar ambas medias se
obtiene un valor de P mayor a 0.05, indicativo que esta diferencia no es
estadisticamente significativa y demuestra que la expresién del vector pIRES2-EGFP
no tiene alguna repercusion en la viabilidad de las células expuestas al medio. En
relacion a las células expuestas al medio de las células transfectadas con pIRES2-
EGFP-HydMa-DH en una relacién 1:1 se obtuvo un porcentaje de viabilidad de 82.55
+ 0.9970 %, el cual es significativamente diferente al observado en ambos controles,
lo que quiere decir que el medio colocado tiene un efecto directo en la viabilidad
celular y que ese efecto no es azaroso o causado por un error sistematico, respecto
a las células expuestas a la toxina en una relacion 1:10 en donde se observd un
porcentaje de viabilidad de 87.99 + 1.704 % en la prueba Tukey se observa que si
existe una diferencia significativa con el control negativo pero no asi con el control
positivo, lo cual indica que el efecto de la rPFT fue menor debido a la poca
concentracion de la toxina presente en las células expuestas, lo cual nos denota que
se requiere una cantidad mayor de rPFT para poder observar un efecto
significativamente diferente a los controles. Ensayos similares se han realizado para
observar la viabilidad celular en células expuestas a componentes relacionados con
las PFTs, como el estudio realizado por Mariottini y sus colaboradores en 2002 en
donde trabajan con el veneno de la medusa Pelagia noctiluca perteneciente al filo
cnidaria, en su trabajo extrajeron los nematocistos del animal, obtuvieron el veneno
y expusieron fibroblastos V79 al veneno crudo, posteriormente realizaron la prueba
de azul tripano en donde se observo una disminucion severa de su supervivencia (39
% para una concentracion de 150,000 N/mL a una exposicion de 3 horas y 56 % para
una concentraciéon de 75,000 N/mL al mismo tiempo de exposicion), efectos que
aunque dramaticos, son menores que los observados al analizar los mismos ensayos
con otras especies pertenecientes al filo cnidaria, como lo son: Rhizostoma pulmo
(Allavena y col., 1998; Carli y col., 1996), Anemonia sulcata (Mariottini y col., 1993)

y Aequorea aequorea (Carliy col., 1996).
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V1.6 Determinacioén de la actividad hemolitica

Se realizé una curva concentracién-respuesta de la fosfolipasa A2 (PLA2) (Figura
40), una enzima que posee una capacidad hemolitica probada (Kemparaju y col.,
1994) por lo que se utiliz6 como control positivo, esta enzima es capaz de lisar las
membranas de los eritrocitos de una forma muy efectiva (Best y col., 2002), con esto
ademas se comprueba que los eritrocitos utilizados son susceptibles a ser lisados y
funcionan adecuadamente para realizar los ensayos hemoliticos. Al realizar los
ensayos hemoliticos con los medios de las células transfectadas se observo una
diferencia significativa entre el medio de las células que fueron transfectadas con
pIRES2-EGFP-HydMa-DH y las que se transfectaron con pIRES2-EGFP, ya que en
el primero se observd un porcentaje de hemolisis superior al 90 % en la mayor
concentracion, mientras que en el segundo los porcentajes de hemolisis no
superaron el 25 %. Adicionalmente, es importante mencionar que se observo el
mismo comportamiento entre las dos repeticiones. El obtener la unidad hemolitica
media (UHso) (Cuadro 9) es importante debido a que ésta indica la potencia o
capacidad de producir dafio (Morris-Schaffer y McCoy, 2021) que posee la toxina
expresada en funcion de su concentracion dentro de la muestra. La potencia
hemolitica puede variar debido a diferentes factores como un plegamiento diferente,
un cambio en el sitio de los aminoacidos que conforman a la proteina, intercambio
de dominios, sustituciones o fusiones con otras proteinas (Deist y col., 2014) por lo
que es importante este dato para poder comparar lo obtenido en este trabajo con
otros. En el presente trabajo se obtuvo una UHso de 3406 + 1.3228 pg/mL (Figura 40
y Cuadro 9), la cual es significativamente diferente a la obtenida en el control negativo
y en trabajos previos. Este resultado puede compararse con diversos estudios en los
que se determind el valor de la UHso de otras PFTs, como el trabajo estrechamente
relacionado que elaboré el M. en C. Jesus Eduardo Vega Tamayo en su tesis de
maestria que presentd en 2022 en donde menciona que la PFT que expreso en la
cepa E. coli C41(DE3) obtuvo un valor de UH50 de 17.5 pg/mL, otro trabajo muy
importante a tomar en cuenta es el realizado por Sher y colaboradores en 2005,

obtuvieron una PFT sintetizada por H. viridissima que presenté una UH50 de 0.09
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Mg/mL, otro trabajo como el realizado por Shewell y colaboradores en 2014 en donde
trabajan con una toxina formadora de poros perteneciente a la bacteria
Streptococcus pneumoniae, la proteina pneumolisina, la cual es capaz de formar
poros en las membranas celulares que contienen colesterol a través de un proceso
de varios pasos en los que se reconoce el colesterol y posteriormente la proteina se
une mediante un dominio que posee, posteriormente sucede la oligomerizacion de
entre 34 a 50 mondmeros que formaran un preporo para finalmente convertirse en
un poro de barriles B transmembranal, obtuvieron que su HUso es de alrededor de 20

ng/mL.

Otro estudio en donde particip6 Chen y colaboradores en 2018 trabajaron con cuatro
diferentes PFTs: la a-hemolisina (Hla) producida por la bacteria Staphylococcus
aureus resistente a meticillina (SARM), la listeriolisina O hemolitica (LLO) producida
por Listeria monocytogenes, la streptolisina O (SLO) secretada por Estreptococos del
grupo Ay la melitina (MLT) que se encuentra presente en el veneno de Apis mellifera
(Marques-Pereira y col., 2020). En su trabajo obtuvieron el UHso de dos PFTs, siendo
de 0.20 £ 0.01 pyg/mL para LLO y de 0.26 + 0.01 pg/mL para SLO, y obtuvieron la
concentracion de hemolisis total (UH100) de las cuatro PFTs con las que trabajaron,
siendo para la melitina, Hla, LLO, y SLO de 7.5, 16, 0.63, and 1.0 ug/mL,
respectivamente. Por su parte, Mahmoodzadeh y colaboradores en 2015 reportaron
la UHso de la melitina, que es de 0.55 pg/mL. Mientras que, el M. en C. Jesus Eduardo
Vega Tamayo perteneciente a este mismo grupo de investigacién, obtuvo una rPFT
la cual obtuvo una UHso de 17.5 £ 1.015 ug/mL. Estos resultados nos demuestran
gue se requiere una baja concentracién de la PFT en cada caso para ocasionar la
lisis del 50 % de los eritrocitos, en el caso de la HUso obtenida en este trabajo de
3406 £ 1.3228 ug de proteina total/mL, un valor que puede interpretarse como una
potencia hemolitica baja, pero hay que recordar que este valor toma en cuenta la
proteina total presente en el medio, y es posible que la rPFT expresada es una

minima parte del total de las proteinas obtenidas del medio de cultivo.
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VII. CONCLUSIONES

En este trabajo se gener6 un pladsmido que porta el DNAc de la hidralisina de M.
alcicornis con una insercién en fase de seis histidinas y un plasmido de expresion
para células eucariotas basado en pIRES2-EGFP y que porta el DNAc de la

hidralisina en tandem con GFP.

El medio de células HEK293 transfectado con el plasmido pIRES2-EGFP-HydMa-DH

es toxico para esta linea celular.

Se demostré que el medio celular de las células transfectadas con pIRES2-EGFP-
HydMa-DH induce lisis en eritrocitos de rata con una UHso de 3406 + 1.3228 ug/mL.

La perspectiva inmediata de este proyecto de investigacion es confirmar la expresion
de la hidralisina, seguir con su purificacién, probar su funcionalidad y determinar su

blanco de union y el tamafio del poro formado.
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ANEXOS

CTGAATTCAGG ATGTCAAT TCAAGAATATAT GACAT TTGATGATTTGCAAGGEGGT T6 AAAGCAGCCC TAATGCTGTTCGAGAGGC TTTTTCAAAGGAATTTG G TAAAACACC

TGATGGT TGCGT ATAAAG ACATATTATAATGCTGTTAAA CGAGCGT TGGCTA GGTCCGTATGAGT

MMmmhxnlulmxmmhJunLnummhmmhluhmlhm luLnlunJuﬂuuhhl‘umm

ATCAGATGATGTAGAGCCCCCGCAACAAGCAATTGTTGGATCCAATACAGC TATAAATAAGGGGGATTCAAGTGCGACAATCCAGTTAACAGTAAATGGAT CATGGAGCGACA

i

ACAGTACCGGGTACACATCATCGGTGACAACTGGCATGAAATTCTCAACACAATTTGATATTGAAGGAGCTTTTAAAATGGGGACTGAGTTTTCAATTTCAGTTACAGCAGGG

VAGCTTGGCTTTAAAGTTCCAATTGACATTAGCGGAATGTTTGGTGCCAATTTTCCTAATCTAGTCAAAGGTCATTATTTCTGGTTTTTAGATGCTCGATCAGTTTTGCC,

CCACTAGG TCGAC

800 810

Anexo 1. Electroforetograma de la secuencia de la hidralisina de M. alcicornis.
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El protocolo de investigacion titulado “Expresion de una toxina formadora de
poros de tipo hidralisina (PFT) mediante un sistema heterélogo de células
HEK293” sometido a evaluacion por parte del Comité de Bioética de la Facultad de
Quimica involucra el uso de animales de experimentacién. Las caracteristicas
del disefio del protocolo de investigacion son resumidas a continuacion:

Tipo de estudio Ex vivo
Modelo experimental Ratas macho Wistar (275-325 g)
Tamarno de muestra 3 ratas

Jaulas de acrilico (187 cm2/animal) en el bioterio de
INB-UNAM durante 1 dia
Alimento estandar (ABENE BDL-7100) y agua

Alojamiento

Alimentacion

adlibitum
Induccién de :
enfermedad FORb e
Monitoreo de animales No aplica
Administracion de :
No aplica

tratamiento
Método de eutanasia Decapitacion con guillotina
Se realizara el almacenamiento y posterior
disposicién de los RPBI de acuerdo a la norma

Manejo de RPBI

Recoleccion de
oérganos
Variables de medicion Evaluacién de la actividad hemolitica

Recoleccion de sangre
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Con base en las actividades de responsabilidad para el Comité de Bioética de la
Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de Querétaro en la revision de
proyectos de investigacion con la participacion de sujetos humanos (directamente
en ensayos clinicos, investigacion observacional o por empleo de muestras
biolégicas), asi como del uso de animales de experimentacion, le comunicamos que
el protocolo de investigacion titulado “Expresion de una toxina formadora de
poros de tipo hidralisina (PFT) mediante un sistema heterélogo de células
HEK293”, del cual Usted es responsable, fue evaluado con una resolucion de
aprobado en lo referente a los aspectos bioéticos del proyecto.

Cabe mencionar que ningun integrante del Comité declaré conflicto de interés para
la evaluacion del protocolo de investigacion. Sin mas por el momento, quedamos a

sus ordenes.
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