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RESUMEN

A nivel mundial existe una gran diversidad de herpetofauna venenosa, habiendo una gran
diversidad de esta fauna en Ameérica del Norte, siendo el género Crotalus el principal
implicado en las interacciones humano-serpiente u ofidismo, dada su amplia distribucion. El
veneno de las serpientes de cascabel estd constituido por diversos compuestos cuya
abundancia varia debido a diversos factores como la distribucion geogréfica, edad y salud de
los individuos. Sin embargo, entre estos compuestos, hay algunos de mayor interés debido a
los efectos toxicos que generan en los cuadros de envenenamientos, tales como la crotoxina,
la cual es una enzima dimérica constituida de dos subunidades, la A y la B; cuya actividad
principal es la neurotdxica, bloqueando la comunicacion del nervio con el masculo, al inhibir
la liberacion o union de algunos neurotransmisores como la acetilcolina. Trabajos previos
con crotoxina, especificamente con la subunidad B, se han basado en el uso de esta proteina
en estado nativo como inmundgeno en distintos modelos animales, con el fin de generar
anticuerpos capaces de neutralizar el efecto tdxico de la subunidad B, la crotoxina completa
y el veneno completo; Sin embargo, no existen reportes previos del uso de anticuerpos
generados a partir de una crotoxina o subunidad B generada por expresion heteréloga. Con
el objetivo de evaluar la capacidad inmunogénica de la subunidad B de la crotoxina, esta fue
expresada en un sistema heterélogo utilizando el vector de expresion pQE-30 en la cepa
origami de la bacteria E. coli. La proteina fue obtenida en cuerpos de inclusién los cuales
fueron solubilizados para la purificacion de la proteina mediante la etiqueta de histidinas que
se le afiadio en la region N-terminal, y posteriormente reducida para un segundo paso de
purificacion. Posteriormente, se realiz6 un plegamiento in vitro, el cuél fue inmunizado a
conejos con el objetivo de generar anticuerpos capaces de reconocer y neutralizar a la
proteina nativa. A la par, se realizd la construccion de una proteina mutante con cambios
especificos en los residuos aminoacidicos Gsz, Ass Y Esz, la cual fue expresada y plegada bajo
el mismo protocolo de la recombinante original. Como resultado, los anticuerpos generados
mostraron reconocer tanto a la proteina nativa, asi como a la recombinante y a la mutante,
ademas de reconocer la presencia de la proteina en venenos que son positivos a ella.
Finalmente, ensayos de neutralizacién mostraron la capacidad de los anticuerpos contra la
subunidad B para inhibir el efecto toxico y enzimatico de la proteina nativa, asi como de

veneno completo.



ABSTRACT

Globally there is a great diversity of venomous reptiles, having a great diversity in North
America, being the genus Crotalus the main involved in the human-snake interaction, given
it"s wide distribution. The venom of rattlesnakes is made up of various compounds whose
abundance varies due to various factors such as geographical distribution, age and health of
individuals. However, among these compounds, there are some of greater interest due to the
toxic effects they generate on the envenomations, such as crotoxin, which is a dimeric
enzyme composed of two subunits, A and B, whose main activity is neurotoxic, blocking
nerve communication in muscle by inhibiting the release or binding of some
neurotransmitters such as acetylcholine. Previous works with crotoxin, specifiaclly with the
subunit B (the most toxic), have been based on its use in the native state as an immunogen in
different animal models, with the aim of generating antibodies capable of neutralizing the
toxic effect of the whole crotoxin and of the complete crotalid venom. However, there are no
previous reports of the use of antibodies generated from crotoxin or its subunit B produced
by heterologous expression. Therefore, with the aim to evaluate the immunogenic capacity
of the subunit B of the crotoxin it was heterologous expressed in baceria using the expression
vector pQE-30 in the origami strain of E. coli. The subunit B was obtained in inclusion
bodies, which were further solubilized for purification of subunit B taking advantage of a
histidine tag that was added at its N-terminal. Once it was purified, a disulfide reduction and
a second purification step was performed. Subsequently, an in vitro folding was executed to
obtain the oxidized subunit B for further immunization of rabbits with the purpose for
generating antibodies able to recognize and neutralize both the native Crotoxin and subunit
B. At the same time, the construction of a variant subunit B, with specific changes in the
amino acid residues Gsy, Ass Y Ego, was expressed and folded under similar conditions of the
original recombinant subunit B. As a result, the anti-subunit B antibodies recognized both
the variant subunit B. Therfore, the generated anti-subunit B antibodies could recognize other
subunit B epitopes non related to Gsz, Ass y Es2. Finally, neutralization assays showed the
ability of antibodies to inhibit the toxic, and enzymatic effect of the native subunit B, the

whole crotoxin, as well as the complete crotalid venom.



INTRODUCCION

Reptiles venenosos de México

A nivel mundial existen un aproximado de 4,000 especies de serpientes u ofidios, de los
cuales Unicamente el 19 % poseen veneno que puede poner en riesgo la salud y vida del ser
humano (Fernandez—badillo et al., 2021). En América del Norte existe una gran diversidad
de herpetofauna venenosa, representada por al menos 2 especies de lagartos y 197 especies
de serpientes venenosas (Campell & Lamar, 2004), siendo México quien posee una amplia
riqueza de reptiles venenosos, contando con alrededor de 2 especies de lagartos, 17 de
elapidos y 73 especies de viperidos (Campell & Lamar, 2004; Uetz, 2019.), y siendo el pais
con la mayor riquez a de serpientes venenosas en America y el mas diverso en cuanto a
especies de vipéridos (Fernandez-badillo etal., 2021), estas Ultimas agrupadas en 10
géneros, siendo Crotalus el género mas diverso de ellos con al menos 42 especies, 32 de ellas
endémicas (Méndez de la Cruz et al., 2009; Uetz, 2019).

Crotalus
El nombre del género deriva del vocablo griego krotalon que significa crotalo o cascabel, y

que hace alusién al apéndice al final de la cola que es caracteristico de estas serpientes. Dicho
cascabel no es mas que una estructura compuesta por fragmentos cérneos, trilobulados y
unidos entre si, el cual la serpiente agita como sefial de advertencia ante posibles
depredadores (Campell & Lamar, 2004; Valledor, 1994).

Al igual que otros vipéridos, las serpientes de cascabel se caracterizan por tener grandes
colmillos inoculadores, los cuales se encuentran conectados a una glandula productora de
veneno que se encuentra en la parte posterior de la cabeza, por detras y debajo de los ojos.
Poseen cabezas robustas con pequefias escamas en la parte superior, y un cuello delgado,
aunque el cuerpo generalmente es grande y robusto con escamas quilladas a lo largo del
cuerpo. Finalmente, al igual que el resto de la subfamilia Crotalinae, se caracterizan por
poseer una foseta termorreceptor ubicada entre orificio de la narina y el ojo a ambos lados de
la cabeza (Lemos et al., 2015; Valencia, 2006).



Composicion del veneno de serpientes
Los venenos de vipéridos del género Crotalus son una mezcla de compuestos organicos,

principalmente de proteinas producidas en glandulas especializadas, y que son inoculados a
través de conductos asociados a ambos huesos maxilares. Las principales moléculas activas
de los venenos son proteinas, cuya principal funcion bioldgica es la inmovilizacién de la
presa o la muerte de esta , y a la par, interviniendo en el proceso digestivo (Chippaux et al.,
1991). De igual forma, se propone que la composicion de los venenos esta en funcion de
caracteristicas morfoldgicas de las serpientes, asi como el tipo de presa al que esta dirigido,
pudiendo influir proteinas con distintas actividades tales como la neurotoxica, cardiotdxica,

coagulante, hemorrégica e incluso hepatotédxica (Gloyd, 1940).

Entre los grupos méas abundantes en el veneno del género Crotalus se encuentran la
crotamina, crotoxina A y B, fosfolipasas, proteasas, desintegrinas, entre otras (Chippaux &
Goyffon, 1998; Peterson, 2006).

Metaloproteasas
Son enzimas con actividad proteolitica dependientes de cationes divalentes, principalmente

zinc, que tienen actividad hemorragica generada por la desnaturalizacion de proteinas de la
matriz extra celular, siendo componentes principales en el veneno de vipéridos constituyendo
hasta un 70 % del mismo en algunos casos, sin embargo, también han sido descritas en

venenos de elapidos y colubridos (Casewell et al., 2015; Matsui et al., 2000).

Estan constituidas por hasta 200 aminoacidos, y tienen una secuencia conservada en el sitio
de accidn ubicado entre los residuos 140 a 150 (Gutierrez et al., 2010; Hock & Hong, 2017,
Matsui et al., 2000), y se les clasifican en cuatro grupos dependiendo de la composicion de
sus dominios: SVMP Pl (dominio metaloproteasa), PIl (dominios metaloproteasa y
desintegrina), PI11 (dominios metaloproteasa, desintegrinay rico en cisteinas) y PV (mismos
dominios que Pl y subunidades con dominios de lectina tipo C), siendo las Pl las que

presentan la mayor actividad hemorragica (Casewell et al., 2015; Gutierrez et al., 2010).

Ademas de la actividad hemorragica, algunos miembros de esta familia tienen actividad

fibrinogenolitica rompiendo las cadenas Aa y/o Bf del fibrindgeno (Matsui et al., 2000). Su



actividad proteolitica y hemorrégica puede ser inhibida por agente quelantes, tales como el
EDTA o 1,10 fenantrolina (Gutierrez et al., 2010; Matsui et al., 2000).

Desintegrinas
Son proteinas de bajo peso molecular derivadas de un precursor de metaloproteasas, ricas en

aminoacidos cargados positivamente tales como la Arg y la Lys, ademas de aminoacidos
negativos como el Asp a lo largo de su secuencia (Hock & Hong, 2017; Selistre-de-Araujo
et al., 2010). Se clasifican hasta en cinco grupos de acuerdo al numero de residuos que las
constituyen, ademas de formar complejos mono o dimétricos a y B, cuya union entre
complejos es del tipo covalente mediante puentes disulfuro formados entre los residuos de
cisteina, confiriendo una resistencia proteolitica a la estructura tridimensional (Calvete et al.,
2010; Hock & Hong, 2017). Su actividad biologica consiste en la inhibicion de la agregacion
plaquetaria bloqueando el receptor fibrindgeno integrina ansfPs, Sin embargo, pueden
bloquear otros receptores, teniendo un alto grado de selectividad y afinidad (Calvete et al.,
2010). Entre los usos farmacéuticos y terapéuticos en los cuales participan algunas
desintegrinas, se ha descrito la inhibicion de la adhesion celular estudiada en células

cancerigenas y la migracion celular (Selistre-de-Araujo et al., 2010).

Estudios en desintegrinas recombinantes indican que aunque toda la estructura de la proteina
es importante para su funcion, la alteracion de alguna de ellas pueden inhibir la actividad de

la proteina (Calvete et al., 2010).

Crotamina
Es una toxina originalmente aislada del veneno de la serpiente C. d. terrificus, la cual se

encuentra constituida por una secuencia de 42 aminoacidos, rica en residuos basicos,
incluyendo nueve lisinas y dos argininas; ademas de poseer seis residuos de cisteina, los
cuales conforman tres puentes disulfuro que mantienen la estabilidad de la forma
tridimensional de la proteina (Cameron & Tu, 1978; Kerkis et al., 2004; Radis-Baptista &
Kerkis, 2012), y se le incluye en el grupo denominado small basic polypeptide myotoxins
(SBPMs) (Weinsterin et al., 2010). Estructuralmente posee una elevada similitud a otras
familias de proteinas como las miotoxinas, las a- y B-defensinas, asi como a defensinas de
insectos (Coronado et al., 2013; Kerkis et al., 2004), conteniendo los residuos cargados e
hidrofobicos dentro de la estructura tridimensional, que, junto con los puentes disulfuro le

confieren una facilidad de union a sus proteinas diana (Coronado et al., 2013).



Entre las actividades biologicas que han sido descritas para la proteina se encuentra la
neurotoxicidad, ya que causa la despolarizacion de la membrana celular, mediante los canales
de sodio del musculo esquelético, y la vacuolizacion del reticulo sarcopldsmico (Radis-
Baptista & Kerkis, 2012), generando paralisis de las extremidades. Derivado de lo anterior,
se le ha atribuido una toxicidad moderada con una DLso de 6 mg/kg (Weinsterin et al., 2010),
y se ha descrito una variacion en la presencia o ausencia de crotamina en venenos de
crotalidos, dando lugar a las variedades crotamina-positivo y crotamina-negativo. También
se han descrito distintas isoformas de la proteina, cuya presencia llegan a variar en el veneno
de un mismo individuo (Oguiura etal., 2009). Algunas otras proteinas similares a la
crotamina, denominadas crotamine-like se han descrito en los venenos de otras serpientes de
cascabel, tales como Crotalus o. helleri, C. o. concolor, C. 0. oreganus, C. adamanteus y C.
d. ruruima (Radis-Baptista & Kerkis, 2012; Weinsterin et al., 2010).

Ademas de la neurotoxicidad, se ha descrito la actividad mionecrdtica, debido al dafio
estructural que provoca en las fibras del musculo esquelético (Cameron & Tu, 1978; Radis-
Baptista & Kerkis, 2012), y farmacoldgicamente, se han descrito actividades analgésicas,
teniendo un mayor efecto al de algunos farmacos comerciales, tales como la morfina
(Weinsterin et al., 2010).

Fosfolipasas
Las fosfolipasas A2 (PLA2) son enzimas con una masa molecular cercana a los 14,000 Da,

con un porcentaje de identidad entre ellas que va del 40 al 99 %, con una secuencia de 115 a
125 aminoécidos, teniendo regiones conservadas, las cuales son indispensables para la(s)
actividad(es) que realiza(n) (de Paula et al., 2009; Sunugar et al., 2015). Estructuralmente
poseen siete enlaces disulfuros, sin embargo, se ha hipotetizado que aquel originado por los
residuos Cysso y Cysi33 es de importancia para su actividad, dada su cercania con el sitio
activo de la enzima; ademas del residuo Aspag, €l cual podria tener un rol importante en la
actividad bioldgica de la proteina (de Paula et al., 2009; Sunugar et al., 2015). Tienen una
estructura terciaria altamente conservada, que consiste en una a-hélice en el N-terminal, dos
a-hélices antiparalelas, dos hojas B-antiparalelas pequefias, una region C-terminal y un sitio
de unién a Ca* (de Paula et al., 2009). Sin embargo, algunas fosfolipasas no requieren del
Ca?* para llevar a cabo su actividad, y en aquellas que si lo requieren, la concentracion de

este cofactor puede variar de micromolar (UM) a milimolar (mM) (Dennis, 1997).



Su clasificacion puede estar en funcién de su estructura: aquellas que constan Unicamente de
una sola cadena polipeptidica como la ammoditoxina, aquellas que constan de dos
subunidades unidas covalentemente como la B-bungarotoxina, y finalmente aquellas que
estan constituidas por dos subunidades unidas por asociaciones no covalentes, tales como la

crotoxina (Choumet et al., 1992).

Entre las actividades que llevan a cabo esta la hidrdlisis de glicerofosfolipidos en la posicion
sn-2 del glicerol, liberando lisofosfolipidos y acidos grasos, teniendo una selectividad por los
grupos araquidonicos (Dennis, 1997; Doley etal., 2010; Kini, 2003), asi como la
transduccion de sefiales, actividad antimicrobiana o actividades de defensa en hospederos e
incluso apoptosis (Sunugar et al., 2015). Sin embargo, en venenos de serpientes, llevan a
cabo distintas actividades, tales como la miotoxicidad o actividad neurotéxica, como la que

realizan la bungarotoxina, o la crotoxina (de Paula et al., 2009).

Crotoxina y subunidad B
Es una PLA; aislada y purificada originalmente a partir del veneno de la serpiente C. d.

terrificus (Slotta & Fraenkel-Conrat, 1938), se encuentra como un complejo heterodimérico,
la subunidad A, o también llamada crotapotin, y la subunidad B. Las dos subunidades (A/B)
estan unidas por enlaces no covalentes (Doley & Kini, 2009; Fernandes et al., 2017). La
subunidad B posee actividad PLA, y es toxica a mamiferos, sin embargo, aunque la
subunidad A no es toxica, la letalidad de la crotoxina se ve favorecida con la formacion del
complejo entre ambas subunidades (Faure et al., 2011; Hendon & Fraenkel-Conrat, 1971;
Rangel-Santos et al., 2004). Con respecto a la subunidad B, su principal actividad es la
neurotoxica, la cual se da a nivel de la union neuromuscular, causando inhibicion en la
liberacion de acetilcolina (Boda et al., 2018). En ensayos in vitro despolariza el musculo
esquelético incrementando la liberacion de creatina quinasa y la mionecrdsis (de Paula et al.,
2009), y aunque se sabe que la subunidad B bloquea la transmision neuromuscular, los
mecanismos de reaccion e interaccion de los residuos aminoacidicos no han sido descritos en
su totalidad (Rangel-Santos et al., 2004).

Algunos reportes sobre la subunidad B, describen regiones conservadas, como el residuo
Hisas, €l cual tiene un rol importante en la actividad catalitica del sitio activo junto con los

residuos Tyrs2 y Aspeg (de Paula et al., 2009). Otra region conservada en la secuencia de la
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subunidad B, es el C-terminal, el cual este asociado a la actividad neurotoxica, que al igual
que el sitio catalitico, esta actividad puede estar relacionada a residuos especificos tales como
la Tyr22 0 la Pheios. (Doley et al., 2010; Fernandes et al., 2017). Aunado a ello, se han descrito
diversas isoformas de ambas subunidades de la crotoxina, cada una de ellas con distintas
propiedades las cuales se ven reflejadas en las actividades tdxicas y enzimaticas que

presentan (Faure et al., 1994; Fernandes et al., 2017).

Algunas proteinas homologas a la crotoxina o crotoxin like de C. d. terrificus han sido
descritas en los venenos de importancia médica como C. s. scutulatus, C. tigris, C.
vengrandis, C. horridus, C. simus, C. tzabcan, Bothriechis negroviridis y Ophryacus
sphenophrys, las cuales mantienen la conformacion A/B, siendo la subunidad B la de efecto
toxico (Neri-Castro et al., 2019).

Estas proteinas homologas, al igual que la crotoxina, pueden llegar a representar un gran
porcentaje del veneno de las serpientes, yendo desde el 4.3 % en Crotalus basiliscus, hasta
un 60 % en C.d. cumanensis y C. d. cascavella (Rangel-Santos et al., 2004; Segura et al.,
2017). En la Tabla 1, se muestran algunos datos sobre homdélogos de crotoxina descritos

hasta el momento.



Tabla 1. Representacion y letalidad de hdmologos de crotoxina descritos en especies de crotalinos de américa

Especie % Ctx DLso Modelo Via de
mg/Kg experimental administracion
Crotalus tzabcan 3.0-7.7 Neri-Castro et al.,
2019
C. simus (Mx) 6.3-44.3 Neri-Castro et al.,
2019
C. simus (C.R.) 4.1 Segura et al., 2017
C. s. scutulatus 0.58 Murino i.v Cate & Bieber, 1978
Cepa
Swiss-Webster
C. basiliscus 4.3 Segura et al., 2017
C. tigris 0.050 Murino i.p. Weinstein & Smith,
Cepa 1990
Swiss-Webster
C. d. terrificus ~60 0.070 Murino i.p. Rangel-Santos et al.,
Cepa BALBI/c 2004
C. d. cascavella ~60 0.067 Murino i.p. Rangel-Santos et al.,
Cepa BALBI/c 2004
C. d. collilineatus ~60 0.055 Murino i.p. Rangel-Santos et al.,
Cepa BALBI/c 2004
Bothriechis 2.9 Murino iv. Lomonte et al., 2015
nigroviridis Cepa CD1
Ophryacus 12.9 0.49 Murino iv. Neri-Castro et al.,
sphenophrys Cepa CD1 2019
Mixcoatlus 15.9 0.31 Murino iv. Neri-Castro et al.,
melanurus Cepa CD1 2020

Ctx: crotoxina
DLso: dosis letal media. Dosis a la cual la mitad de la poblacién sobrevive
i.v.: via intravenosa en la vena caudal

i.p.: via intraperitoneal



Variacion en la composicion del veneno
La composicion de los venenos en serpientes se ve influenciada por un gran nimero de

factores tanto bioticos como abidticos. Se ha descrito variacion del veneno en diversos taxas,
yendo desde familia hasta subespecie (Amazonas et al., 2018; Chippaux et al., 1991), (véase
Tabla 2).

La variacion inter e intra especie ha sido registrada en distintas especies de serpientes. En la
serpiente Naja naja se ha descrito variacion en el veneno en distintas regiones dentro de su
distribucion en India, dicha variacion se ve reflejada en algunas actividades como enzimatica,
toxicidad y algunas actividades farmacoldgicas (Mukherjee, 2020). Ejemplos similares se
han descritos en vipéridos como Crotalus atrox en distintas localidades en USA, y entre dos
poblaciones insulares de la serpiente Trimeresurus flavoviridis (Jayanthi & Veerabasappa
Gowda, 1988).

Ademaés del taxa, se ha registrado variacién a través de otros factores abioticos, siendo la
variacion geografica la mas comun, aunque algunos otros autores sugieren que factores como
la alimentacién influyen en la composicion con igual o mayor fuerza que la distribucion de
la especie (Yu et al., 2020). La ontogenia es otro factor asociado a la variacién de los venenos
en serpientes. En la serpiente Bothrops asper se ha registrado una mayor predominancia de
metaloproteasas en el veneno de neonatos, mientras que en adultos hay una mayor presencia
de otros componentes como las fosfolipasas Az (Alape-Girdn et al., 2008), caso similar se ha
reportado en las serpientes Crotalus tzabcan y C. simus de México y Centroamérica
respectivamente (Durban et al., 2017).

La variacién en los venenos se da en algunas familias de proteinas que prevalecen, tales como
metaloproteasas, fosfolipasas A2 y lectinas tipo C, entre otras. Esta variacion se ve reflejada
en las actividades del veneno, tales como las actividades biolGgicas: enzimatica,

citotoxicidad, neurotoxicidad, cardiotoxicidad, etc. (Yu et al., 2020).



Tabla 2. Niveles taxonémicos sobre la variacién de veneno en serpientes venenosas (Tomado y modificado
de Chippaux et al., 1991).

Clasificacion Nivel de variacion en el
veneno
Phylum Chordata Entre phylum
Clase Reptilia
Orden Squamata
Suborden Serpentes
Familia Colubridae Inter familia/subfamilia
Viperidae
Subfamilia Viperinae
Crotalinae
Elapidae
Hydrophiidae
Genero (multiple) Inter genero
Especies (multiple) Inter especie/subespecie
Subespecies (multiple) Intra especie

Incluyendo variacion geografica
Individual Estacion
Dieta Habitat
Edad
Sexo

Epidemiologia del accidente ofidico
El envenenamiento por mordedura de serpiente es un problema a nivel mundial y son

consideradas una amenaza para la salud humana, llegando a ser catalogada como una
emergencia médica e incluso una enfermedad tropical desatendida (Fernandez—Badillo et al.,
2021). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las mordeduras de
serpiente tienen su mayor indice en regiones tropicales y subtropicales del Africa
subsahariana, el este y sureste asiatico y Latinoamérica (Leon et al., 2018). Como resultado
de la interaccion humano-serpiente, cada afio se reportan mas de 100,000 muertes, y cerca de
400,000 personas con alguna amputacion o secuela (GOmez-Betancur etal., 2019;
Mukherjee, 2020; Singh, 2015). A nivel mundial hay una relacion entre la incidencia por
mordedura de serpiente y el estatus socioeconomico de la poblacion, siendo el estrato mas

bajo el mas afectado.

En México anualmente se reportan cerca de 4,000 mordeduras de serpientes, siendo los
estados de Oaxaca, Veracruz, San Luis Potosi, Puebla e Hidalgo los més afectados, ademas

de existir una menor incidencia en la zona norte del pais, la cual tiende a ir en aumento hacia

9



el sur del territorio mexicano (Fernandez—Badillo et al., 2021). Cerca del 44 % de los casos
de mordedura son generados por viboras de cascabel, y si bien no existen muchos datos sobre
las especies implicadas en el accidente ofidico, se han sefialado a las especies Bothrops asper,
Crotalus atrox, C. basiliscus, C. culminatus, C. tzabcan, C. mictlantecuhtli, C. molossus,
C. simus y Agkistrodon bilineatus como las principales implicadas en los casos de
envenenamientos (Epidemioldgica, 2014; Fernandez—badillo et al., 2021; Siria Hernandez &
Arellano Bravo, 2009).

La OMS reconoce el uso de antivenenos como el unico tratamiento efectivo contra el
envenenamiento por mordedura de serpiente, y si bien en México se producen y
comercializan dos antivenenos polivalentes especificos para vipéridos, los cuales muestran
un reconocimiento moderado para la neutralizacion del efecto letal de algunas especies
(Sanchez et al., 2008), la disponibilidad y distribucién de estos es un problema, ya que en
zonas rurales o de dificil acceso se carece de ellos, ocasionando que en muchos lugares los
pobladores recurren a remedios caseros o tradicionales, implicando el uso de plantas
medicinales, siendo practicas poco eficaces para contrarrestar los efectos nocivos del

envenenamiento (Fernandez—Badillo et al., 2021).

Antivenenos
El primer registro que se tiene sobre inmunizacidn haciendo uso de veneno de serpiente como

antigeno se remonta al trabajo de Henry Sewall en 1887, quién inmunizd palomas con el
veneno de Sistrirus catenatus. Posteriormente Albert Calmette inmuniz6 conejos con veneno
de cobras recuperando el suero de dichos animales para posteriormente inocularlo en conejos
sanos previa la inoculacion de veneno. Calmette describe el suero como antitoxico en sus
ensayos in vitro, asi como un tratamiento preventivo que posteriormente podia ser utilizado
en seres humanos, y finalmente en 1898, Calmette produjo el primer suero comercial para su
uso en Vietnam, y posteriormente la produccidn de antivenenos llego a diversos paises como
Brasil, Estados Unidos, Australia'y Japén (Chulasugandha, 2003; Lalloo & Theakston, 2003;
Puccaet al., 2019).

Algunos antivenenos son producidor por medio de la inoculacion de veneno o una mezcla de
estos en modelos equinos, cuyas dosis van en aumento a lo largo del esquema de

inmunizacién, el cuél puede durar meses, y que, como resultado, produce anticuerpos
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neutralizantes del tipo 1gG sin efectos adversos al animal inmunizado. Posteriormente, se
pueden realizar modificaciones a los anticuerpos, tales como el corte con pepsina generando
fragmentos F(ab’)2, e incluso un segundo corte con papaina generando fragmentos Fab
(Lalloo & Theakston, 2003).

En el caso especifico de México, actualmente se cuenta con la produccion de dos antivenenos
antivipérinos, los cuales son generados por las empresas BIRMEX vy el Instituto Bioclon de
los Laboratorios Silanes, los cuales utilizan como inmundgenos los venenos de las serpientes
Bothrops asper y Crotalus basiliscus, asi como Bothrops asper y C. simus respectivamente.
Dichos antivenenos son utilizados para el tratamiento de mordeduras por otros vipéridos y
elapidos distribuidos en el pais, siendo capaces de neutralizar los efectos toxicos generados

por el envenenamiento (Fernandez—-badillo et al., 2021).

Inmunodominancia
Dentro de la secuencia y/o estructura de algunas proteinas hay regiones que tienen un mayor

reconocimiento por células del sistema inmune, tales como los linfocitos B y linfocitos T.
Estas secuencias son denominadas epitopos inmunodominantes o determinantes
inmunogénicos o antigénicos, y pueden tener una estructura lineal o tridimensional,
denominados epitopos secuencias y estructurales respectivamente (Abbas & Litchman, 2006;
Kindt et al., 2007). Estos dominios pueden tener una secuencia o estructura conservada entre
antigenos semejantes, ademas de encontrarse expuestos en la superficie del antigeno y
pueden estar constituidos por secuencias no contintas repetidas a lo largo del antigeno,
(Mahanty et al., 2015). Si bien estos determinantes son reconocidos de forma distinta por el
sistema inmune de distintos hospederos, estudios recientes se centran en la identificacién de
sitios determinantes para células B con la finalidad de su uso terapéutico. Estas regiones se
pueden ser reconocidos y tener una gran afinidad por ambos tipos de linfocitos By T, siempre
y cuando estas no se sobrelapen entre si (Adorini, 1998).

En el caso de las células B, estas no son capaces de reconocer epitopos lineales no continuos,
es decir, existe un sesgo en el reconocimiento de epitopos cuya secuencia se ve interrumpida
por alguna otra; a pesar de esta instancia, son capaces de reconocer tanto epitopos lineales
como epitopos conformacionales en la estructura de las proteinas, tales como secuencias

moviles dentro de las mismas, pueden tener un mayor reconocimiento dado que esta
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flexibilidad permite un mayor reconocimiento del antigeno por parte del anticuerpo o el
receptor del linfocito (Adorini, 1998; Kindt et al., 2007). El reconocimiento del antigeno se
da mediante el complejo del receptor del linfocito o BCR (B cell receptor), el cual esta
constituido por un anticuerpo del tipo Inmunoglobulina o g, cuya regién variable tanto de
las cadenas pesadas y ligeras se encargan del reconocimiento, para transmitir la sefial
mediante las proteinas intermembranales Iga e IgP, quienes intervienen en estimulacion de

la maduracion de los estos linfocitos para la generacion de anticuerpos (Abbas et al., 2017).

El reconocimiento de los determinantes antigénicos por parte de los anticuerpos o Ig, es
mediante regiones especificas denominadas regiones determinantes de la complementariedad
0 CDRs (complementarity-determining regions), las cuales estan localizadas en las regién
variable o V de las cadenas ligeras y pesadas de los anticuerpos (Janeway et al., 2001b). Estas
regiones CDR llegan a tener una gran afinidad, sobre todo por aquellos epitopos que se
encuentran en la superficie del antigeno, pudiendo reconocer epitopos similares entre
antigenos con estructuras similares entre si, siendo estos antigenos reconocidos por
anticuerpos que no estén generados especificamente contra ellos, derivando en el fenGmeno

de reaccion cruzada (Abbas et al., 2017).

En los linfocitos T, el reconocimiento de los epitopos esta limitado a secuencias cortas
discontinuas a lo largo de la secuencia del antigeno, las cuales pueden ser reconocidas cuando
estan asociadas a los complejos de inmunohistocompatibilidad (MHC), generando una fuerte
respuesta inmune, derivando en una union eficiente entre el antigeno y el MHC (Abbas et al.,
2017; Janeway et al., 2001a; Mahanty et al., 2015). A su vez, esta interaccién, es reconocida
por el receptor de célula T o TCR (T cell receptor), los cuales reconocen la interaccion
antigeno-MHC mediante los dominios variables del propio receptor con la intervencion de
otros complementos existentes en la membrana celular, tales como el complejo proteico CD3
y la proteina (, quienes se encargan de traducir las sefiales de reconocimiento al interior de

la célula, estimulando la maduracién del linfocito (Abbas et al., 2017).
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ANTECEDENTES

La crotoxina y la crotamina son las principales toxinas asociadas al envenenamiento causado
por el género Crotalus en humanos, por lo que la correcta neutralizacion de dichas proteinas
son clave en produccion de antivenenos comerciales contra Crotalus spp. (Molina et al.,
2020) . Algunos anticuerpos provenientes de antivenenos comerciales han mostrado una
menor afinidad a crotoxina completa, o a la subunidad B de la misma, cuando han sido
comparados con los de antivenenos experimentales obtenidos de la inmunizaciéon con
crotoxina o con la subunidad B Unicamente; los anticuerpos resultantes han mostrado una
buena inhibicion de venenos completos, pudiendo asi neutralizar la actividad toxica de los
mismos (Beghini et al., 2004; Kaiser et al., 1986); por lo que la capacidad neutralizante de
los antivenenos comerciales, por ejemplo, contra el veneno de Crotalus durissus recae

principalmente sobre la neutralizacion de la crotoxina (Oshima-Franco et al., 1999).

Estudios recientes han buscado mejorar los antivenenos; por ejemplo, Fusco et al., (2015)
plantearon un nuevo modelo de generacion de anticuerpos contra el veneno de Crotalus,
combinado que inicia con la administracion de crotoxina purificada para después administrar
el veneno completo. Sus resultados mostraron que este modelo genera una mayor cantidad
de anticuerpos contra la crotoxina, comparado con el método tradicional de inmunizacion
(utilizando veneno completo desde el inicio), ademas de mejorar la neutralizacion del efecto

toxico de los venenos.

Otros estudios se han centrado en el uso de proteinas o péptidos recombinantes como
inmunogenos con el objetivo de generar una mayor cantidad de anticuerpos neutralizantes,
tal y como llevaron a cabo Molina et al., (2020), quienes generaron un suero experimental
contra la crotoxina mediante la inmunizacion en conejos de tres secuencias peptidicas de la
subunidad B y dos secuencias de la subunidad A, todas expresadas de forma heterdloga en
una sola secuencia multiepitopo, la cual incluyo los residuos 46 a 60, 76 a 90y 103 a 122 de
la subunidad B, y los residuos 67 a 81y 84 a 101 de la subunidad A. El suero resulto efectivo
en ensayos de neutralizacion contra la crotoxina nativa en ratones, similar a la eficacia de un

suero generado contra veneno completo de C. d. terrificus.

Choumet et al., (1989) elaboraron sueros en conejos anti-subunidad B y anti-subunidad A de

la crotoxina, a partir de los cuales produjeron fracciones Fab de inmunoglobulinas; sus
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resultados indican que ambas subunidades difieren en su capacidad de generar anticuerpos,
siendo la subunidad B la més inmunogénica, y de igual forma los fragmentos Fab neutralizan
de una forma mas eficaz la actividad fosfolipasa de la subunidad B en comparacion de

anticuerpos completos.

A nivel molecular, Soares et al., (2001) realizaron modificaciones en amino&cidos
especificos tales como la Hisss, LyS10,16,38,54,57,61,70,78,83,105, TYrs52,104,108,111 Y Trpsi62:81 €n la
secuencia de la subunidad B de una crotoxina aislada de C. d. terrificus. Sus resultados
indican que las modificaciones de His y Lys reducen de forma considerable la toxicidad,

mientras que la toxicidad es levemente reducida al modificar los residuos de Tyry Trp.

Recientemente se clond, en nuestro grupo de trabajo, una subunidad B de crotoxina de la

especie del sureste mexicano llamada Crotalus tzabcan, con la secuencia:

> Subunidad B |CB|
HLLOQFNKMIKFETRKNAIPFYAFYGCYCGWGGRGQPKDATDRCCFVHDCCYGKLAKCNTKWDIYPY
SLKSGYITCGKGTWCEEQICECDRVAAECLRRSLSTYKYGYMEYPDSRCRGPSETC

Con un porcentaje de identidad de 99 % con la subunidad B de la crotoxina del veneno de
C. d. terrificus (datos no publicados). Esta proteina sera expresada por medios
recombinantes, y una vez obtenida en su forma pura, seré plegada y utilizada para inmunizar

conejos con la intencion de obtener anticuerpos con actividad neutralizante.
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JUSTIFICACION

El envenenamiento por mordedura de serpiente es un problema de salud publica en México,
siendo los vipeéridos los principales implicados en la interaccion humano — serpiente, y el
género Crotalus como uno de los principales implicados en dicha interaccion debido a su
amplia distribucion en el territorio nacional. En afios recientes se han descrito proteinas con
actividades neurotoxicas dentro del veneno de algunas serpientes de cascabel y otros
vipéridos, las cuales se encuentran agrupadas en una misma familia proteica, que comparten
caracteristicas estructurales, actividades biologicas y bioquimicas. La generacion de
anticuerpos capaces de reconocer y neutralizar a la subunidad B de la crotoxina de los

venenos de Crotalus spp. podria mejorar los procesos de produccién de antivenenos.

HIPOTESIS

La subunidad B de la crotoxina expresada heter6logamente en E. coli podrd generar

anticuerpos con la capacidad de disminuir la actividad toxica del veneno de Crotalus spp.

OBJETIVO

General
Evaluar la inmunogenicidad de la subunidad B recombinante en conejos.
Particulares

1. Expresar la subunidad B de la crotoxina de Crotalus tzabcan.
2. Evaluar la capacidad inmunogénica de la subunidad B recombinante.
3. Modificar epitopos inmunogénicos de la subunidad B, y determinar si los anticuerpos

generados contra la subunidad B contintan reconociendo a la mutante producida.
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METODOLOGIA

Construccion del vector de expresion

Se disefiaron oligonucledtidos considerando los sitios de restriccion BamHI, la secuencia de
corte para le Factor TEV en el extremo 5’y sitios de restriccion PStl, asi como codones de
paro en el extremo 3’ del vector pQE-30. Ademas, se afiadio una etiqueta de histidinas en el
extremo N-terminal de la secuencia. Todo lo anterior se realizd bajo el marco de lectura del
promotor T5, el cuél esta reprimido por el operdn lac, asi como un gen de resistencia a

ampicilina.

Transformacion en Eschericha coli (E. coli)
Para la expresion de la proteina recombinante y mutante, se tomé una alicuota del plasmido,

el cual se insertd en la cepa Origami de la bacteria E. coli. Para lo cual se hizo la
transformacion de las bacterias mediante shock térmico. Una vez transformadas las células,
se sembraron en medio solido Luria-Beltarni (LB) con ampicilina y se dejo crecer a 37 °C

durante toda la noche con la finalidad de obtener colonias de bacterias.

Construccion de la subunidad B mutante
Para generar la secuencia de la subunidad B con los cambios en residuos aminoacidicos

especificos, se sintetizaron dos oligonucleodtidos de 22 y 24 nucleétidos de longitud,

denominados Crotox-Rev y Crotox-Dir respectivamente, y con las siguientes secuencias:

Crotox-Dir CCT GGT GCA AGG AAC AGA TTT G
Crotox-Rev CAC TTG GTC AGT TTT TCG TAA CAG

Con estos oligonucledtidos se realizd la construccion de los megaprimer 1y megaprimer 2
(MP1 y MP2), los cuales se utilizaron para el ensamble de la proteina mutante. Los
oligonuclettidos Crotox-Rev y pQE-Frw fueron utilizados para la elaboracion del MP1,
utilizando como templado la secuencia de la subunidad B nativa. Posteriormente se utilizé el
MP1 con el oligonucleétido pQE30-Rev para la sintesis de la secuencia con los dos primeros
cambios en la secuencia. Una vez obtenia la secuencia con los cambios, fue utilizada como
templado en la generacién del tercer cambio deseado, haciendo uso del oligonucledtido

PLA2-pQE30-Fwry el M2, el cual se elabor6 previamente con los oligonucledtidos pQE30-
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Rev y Crotox-Dir, utilizando como templado la secuencia de subunidad B con los dos
cambios. La insercién en el vector de expresion, asi como su construccion se realizo

siguiendo el procedimiento ya antes mencionado.

Expresion de la subunidad B recombinante y mutante
Para realizar la expresion de la proteina, se tomd una o varias colonias obtenidas de la

expresion en medio solido LB, y se puso en crecimiento en medio de cultivo liquido LB con
ampicilina (100 pg/ mL) y se coloco durante 18 horas en agitacion a 37 °C. La induccién de
la expresion se realizo una vez alcanzada una ODeoo nm de 0.6, afiadiendo isopropil-p-D-1-
tiogalactopiranosido (IPTG) 1 mM.

Obtencién de las proteinas en cuerpos de inclusion.
Para la recuperacion de la proteina de interés, el medio de cultivo fue centrifugado a 8,000

rpm; se recuperd la fraccion soluble y el concentrado celular se disolvié en Tris-HCI 50 mM
para posteriormente romper las células mediante fuerza mecanica 35 libras/pulgada? (PSI) en
una prensa de French. Acto seguido, se realizd un segundo ciclo de centrifugado a 12,000
rpm, se separd la fraccion soluble y la fraccion no soluble, y esta Ultima se disolvio en Tris-
HCI 50 mM + cloruro de guanidinio (CIGnd) 6 M.

Cromatografia de afinidad a niquel
Para la purificacion de la proteina recombinante haciendo uso de la cola de histidinas

afiadidas en la regién 3’, el resultado de la disolucion en presencia de CIGnd fue centrifugado
durante 10 minutos a 14,000 revoluciones por minuto (rpm), y la fraccion soluble se pasé en
una columna de agarosa-Ni (previamente equilibrada) en dos ocasiones, y se realizaron dos
lavados con 0 y 40 mM de imidazol. La proteina fue eluida con una concentracion 400 mM

de imidazol.

Electroforesis en geles de acrilamida y bisacrilamida (SDS-PAGE)
Para visualizar la expresion de la proteina, se tomaron muestras de las fracciones solubles e

insolubles de la expresidn, los lavados y las eluciones, las cuales fueron cargadas en geles de
acrilamida-bisacrilamida (30-0.8%) en presencia de duodecil sulfato de sodio (SDS) al 15 %.

Las muestras fueron preparadas en condiciones reductoras con buffer de carga reductor (10%
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glicerol, 2.5% SDS, 50 mM Tris-HCI, 2-B-mercaptoetanol, azul de bromofenol) en un
volumen final de 12 pl y hervidas durante 5 minutos previos a cargarlas en el gel. El gel se
corrio durante 30 minutos a 70 V' y posteriormente 60 minutos a 120 V. Una vez transcurrido
este tiempo, el gel se tifio con solucién de tincion (metanol, &cido acético glacial, azul
brillante de Coomassie) durante una hora, y se destifio (metanol, &cido acético glacial)

durante otra hora.

Purificacion mediante Cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa (RP-
HPLC)
Para la purificacion de la proteina en su estado reducido, esta se incub6 con 20 mM de

ditiotreitol (DTT) durante dos horas a 50 °C. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion,
se purifico en un sistema HPLC en un gradiente de 0 a 60% de solucion B (Acetonitrilo +
0.1% TFA) durante 60 minutos, haciendo uso de una columna Vydac® 218TP C18 (5u 250
x4.6 mm) 6 Vydac® 218TP C4 (5u 250x4.6 mm). Una vez obtenida la muestra deseada, se

secd con concentrador de muestras y se almacen6 a 4 °C.

Determinacion de la masa molecular experimental
Para obtener la masa molecular experimental resultante de las expresiones, se determinaron

mediante la técnica de electro spray (ESI-MS) en un equipo Finnigan LCQ-DUO ion trap.

Plegamiento in vitro
Para hacer que la proteina adquiriera una estructura tridimensional similar o idéntica a la

nativa, se colocd 1 mg de proteina en buffer de plegamiento (Tris-HCI 50 mM, CIGnd 2M,
CaCl> 1 mM, cistina-cisteina 1:8) durante 48 horas en agitacion constante a 400 rpm. Una
vez transcurrido el tiempo de incubacioén, la muestra fue purificada mediante la técnica de

fase reversa en un sistema HPLC siguiendo la metodologia y equipo previamente descrito.

Esquema de inmunizacion
Para generar anti-cuerpos contra la subunidad B recombinante, se hizo uso de dos conejos

hembra de la cepa New Zealand con pesos de entre 2y 2.5 kg, a las cuales se les administraron
dosis crecientes de la subunidad B recombinante en conjunto con adyuvantes (Imject® Alum

y Adyuvante incompleto de Freud) en volumenes de 1.5 mL, los cuales se administraron via
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subdérmica en los costados de los animales. Las inoculaciones se realizaron de forma
semanal durante un periodo de cuatro meses.

De forma periddica, se tomaron de 1 a 2 mL de muestra sanguinea por conejo, mediante la
puncion de la arteria de la oreja izquierda o derecha. Estas muestras se utilizaron para evaluar
la generacion de anticuerpos contra la subunidad B recombinante mediante la prueba de

ELISA (véase més adelante)

Purificacion de inmunoglobulinas a partir de la precipitacion de albumina
Para obtener Unicamente las inmunoglobulinas a partir del suero de los conejos, este ltimo

fue disuelto en agua destilada ajustando el pH 5 con acido acético 3N. Se afiadié &cido
caprilico hasta obtener una concentracion 4% vy se centrifugo a 14,000 rpm durante 10
minutos. Se recuperé la fraccion soluble y se dializé con PBS. Se midid la concentracion
mediante absorbancia a 280 nm y se realizaron alicuotas de 50 mg, las cuales fueron
liofilizadas hasta su uso.

Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)
Con la finalidad de evaluar el reconocimiento de los anticuerpos hacia la subunidad B y

venenos positivos a crotoxina, se sensibilizaron placas de 96 pozos con 500 ng de antigeno
por pozo con buffer de carbonato de sodio 0.1 M pH 9.5. Como primer anticuerpo se
utilizaron las inmunoglobulinas anti-subunidad B recombinante generadas en conejo en una
dilucion 1:30, y como segundo anticuerpo un anti-conejo conjugado con enzima peroxidasa
en una dilucion 1:1000. Se utiliz6 un factor de dilucion 1:3 para el primer anticuerpo. El
revelado se realiz6 con ABTS (&cido citrico 0.1 M, NaHPO4*7H20 0.2 M) y se midio la

absorbancia a 405 nm.

Western-blot semi-seco
Para visualizar el reconocimiento de los anticuerpos a distintos antigenos, se realiz6 un gel

SDS-PAGE 15% siguiendo la metodologia previamente descrita. Las proteinas se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa en una camara semi seca, para lo cual se coloco
en el siguiente orden: papel filtro, gel, membrana de nitrocelulosa, papel filtro. Una vez
transferidas las proteinas, se bloqued la membrana (TBST + 5% leche) y se incubo con el

primer anticuerpo, es decir anti-subunidad B en una dilucién 1:200, y como segundo
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anticuerpo, un anti-conejo acoplado a fosfatasa en dilucion 1:1000. El revelado se hizo con
el reactivo BCIP/NBT1.

Ensayo de actividad fosfolipasa sobre yema de huevo en placa de agarosa.
Para visualizar la actividad de la proteina, se mezcl6 solucion de yema de huevo al 10% (Tris-

HCI 1M, CaClz 20 mM, Tritdén X-100), con solucion stock (Triton X-100, rodamina 6G 0.1%,
CaCl, 20 mM, agarosa). Una vez solidificada la solucion en una caja de Petri, se colocaron

las muestras en un volumen de 10 pL, y se incubd durante una hora a 37 °C.

Ensayo de neutralizacion de actividad fosfolipasa sobre yema de huevo en placa de
agarosa
Con la finalidad de observar la neutralizacion de la actividad de fosfolipasa, se incubaron

muestras de proteina con distintas concentraciones de anticuerpos anti-subunidad B,

siguiendo las mismas condiciones y procedimientos del ensayo mencionado anteriormente.

Ensayo titulométrico de actividad fosfolipasa sobre yema de huevo
Se prepard una solucion de yema de huevo al 10 % (NaCl 0.1 M, CaClz 0.01 M, Tritén X-

100) cuyo pH se ajustd a un valor de 8.05. Se afiadio la muestra (distintas concentraciones)
en un volumen de 10 pL y se midi6 el tiempo en que el valor de pH baj6 a 7.99, para
posteriormente recuperar el valor con NaOH 50 mM, todo esto durante seis ocasiones

consecutivas. El ensayo se realizo6 por triplicado.

Ensayo titulométrico de neutralizacién de la actividad de fosfolipasa sobre yema de huevo
Para la neutralizacién de la actividad, se realizo el procedimiento antes mencionado, con la

diferencia de que las muestras fueron preparadas con distintas concentraciones de anticuerpos
anti-subunidad B purificados e incubados durante una hora a 37 °C antes de la realizacion

del ensayo.

Ensayo de neutralizacion in vivo
A grupos de ratones de la cepa CD1 de entre 18 y 20 g., se les administraron via intravenosa

3 DLso de subunidad B nativa 0 veneno a distintas concentraciones. Las muestras fueron

incubadas durante una hora a 37 °C con distintas concentraciones de anticuerpos anti-
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subunidad B purificados. El porcentaje de muerte o sobrevivencia se determind a las 48 horas

después de la administracion.

Purificacion de subunidad B nativa a partir de veneno completo

Para obtener la proteina nativa, se purifico veneno completo de Crotalus tzabcan mediante
un sistema HPLC en un gradiente de 0 a 100% de solvente B (acetonitrilo + 0.1% TFA)
durante 90 minutos, utilizando una columna Supelco® Discovery® C18 (25 cm x 4.6 mm, 5

pum).
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RESULTADOS

Expresion de la subunidad B de crotoxina recombinante

Para realizar la expresion de la subunidad B de la crotoxina se utilizo el vector pQE-30y la
cepa origami de E. coli en medio liquido LB. La proteina fue recuperada como se describe
en materiales y métodos, obteniendo un rendimiento aproximado de 3 mg de proteina
purificada por litro de cultivo. Este rendimiento es un promedio obtenido de cinco ensayos
de expresion individuales, todas realizadas bajo las mismas condiciones, como esta descrito

en el protocolo.

Una vez expresada la proteina, se procedio a su purificaciobn mediante cromatografia de
afinidad a niquel, obteniéndose 10 mL del primer lavado, 10 mL del segundo lavado y 20
mL de elucion, estos Gltimos divididos en 10 alicuotas de 2 mL cada una, las cuales fueron

almacenadas a 4 °C para usarse posteriormente.

Una vez realizada la expresion de la proteina, se tomaron muestras de las células previas a la
inducciodn, asi como la fraccion soluble, la cual es resultado de la centrifugacién del cultivo;
se tom6 muestra de ambos lavados, y del recirculante, el cual es el volumen sobrante una vez
pasada la muestra por la columna de afinidad dos veces; y finalmente de las eluciones 1, 3,
5, 7,9y 10. Las muestras fueron precipitadas siguiendo con el protocolo descrito y utilizadas
para observar la expresion de la proteina mediante un gel SDS-PAGE al 15% en donde se
logro apreciar una banda cercana a los 15,000 Da, la cual corresponde a una banda esperada
dado el peso molecular de la proteina recombinante el cuél es de 16, 421.6 Da, debido a la

etiqueta de histidinas que se le afiadio.

Como se puede apreciar en la Figura 1, en los lavados y eluciones se logran apreciar bandas
de mayor y menor peso al esperado para la proteina recombinante. Dichas bandas pueden
representar proteinas propias de la bacteria E. coli, por los cual se realiza un segundo proceso

de purificacién de la proteina, como se describe a continuacion.
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Figura 1. Gel de acrilamida al 15% de la expresién de la subunidad B recombinante. 1: Marcador de masa
molecular (MPM); 2: células sin inducir; 3: fraccion soluble; 4: recirculante; 5: lavado 1 sin imidazol (15 mL);

6: lavado 2 con 40 mM de imidazol (15 mL); 7-12: elusiones con 400 mM de imidazol

Reduccion de la proteina

En la Figura 2, se observa el perfil de separacion de la proteina reducida con ditiotreitenol,
que se determing a los 48 minutos a un porcentaje de solucion B del 40 %. Una vez tomada
la muestra de la proteina, se sec6 en concentrador de muestras - Savant y posteriormente fue

almacenada a 4 °C.
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Figura 2. Perfil de elucion de la proteina recombinante reducida con 20 mM DTT durante 2 h a 50° C.

El tiempo de retencidn de la proteina se determind a los 48 minutos con un 40 % de solucién B (Acetonitrilo
+ 0.1 % TFA) en columna Vydac® 214TP C18 (250 x 4.6 mm, 5ug).

Una vez obtenida la muestra se resuspendié en un volumen de 100uL de agua MiliQ y se
cuantificé por absorbancia 280 nm en nanodrop para obtener la concentracién. Se tomo una
muestra de 5 ug y se secé mediante concentrador de muestras - savant para posteriormente
determinar la masa experimental mediante la técnica de ionizacion por electro spray. El
resultado de la masa molecular experimental fue de 16,421.5 Da, la cual coincide con la masa
molecular tedrica, que es de 16,421.5 Da. (Figura 3), por lo que se confirma que el pico
colectado corresponde a la proteina recombinante.
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Figura 3. Determinacién de la masa molecular de la proteina reducida. El resultado de la serie iGnica muestra

la presencia de una masa molecular experimental similar a la tedrica, la cual es de 16,421.52 Da.

Plegamiento
Una vez reducida la proteina, esta fue re suspendida en agua Mili-Q, y posteriormente pasada

al buffer de plegamiento sefialado en el apartado de materiales y métodos. La muestra se dej6
en el buffer de plegamiento en agitacion constante durante 2 dias a temperatura ambiente y
posteriormente se purifico mediante HPLC-RP (Figura 4) con las mismas condiciones
utilizadas en la purificacion de la proteina reducida. Las muestras de proteina reducida y
plegada fueron evaluadas por electroforesis en un gel de acrilamida al 15 % (Figura 5), en
donde podemos observar que las muestras correspondientes a la subunidad B recombinante
presentan una mayor masa que la subunidad B nativa, esto debido a la presencia del tag de 6
histidinas afiadidas a la proteina, las cuales le confieren una mayor masa molecular con

respecto a la nativa.

También se aprecian bandas superiores en el carril correspondiente a la proteina nativa, los
cuales podrian ser multimeros de esta generados por el tiempo de almacenamiento que tuvo

la muestra antes de ser utilizada, o bien, impurezas al momento de su purificacion.
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Una vez purificada la muestra, se seco concentré durante 2 horas para posteriormente ser

congelado y liofilizado durante un aproximado de 12 horas a una presion de 4 Pa. Una vez

liofilizado, se almacen6 a 4° C.
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Figura 4. Perfil de elucién de la subunidad B recombinante en columna Vydac® 214TP C4 (250 x 4.6 mm,

5ug), con un porcentaje de retencion de 36% de solucién B (Acetonitrilo + 0.1% TFA).
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Figura 5. Perfil electroforético de la proteina subunidad B recombinante en SDS-PAGE 15%. 1: MPM, 2:

subunidad B recombinante (reducida), 3: subunidad B recombinante (plegada), 4: subunidad B nativa

(C. tzabcan). Cada carril contiene 5 pg de muestra.
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Ensayos de actividad bioquimica
Se evaluo la actividad de fosfolipasa haciendo uso de yema de huevo al 10 % en agarosa

sobre una placa de Petri (Figura 6), observandose la generacion de un halo de 1 cm de radio,
producto de la degradacion de lipidos, por la actividad del control positivo. Pero no asi por
las muestras de la proteina recombinante, las cuales no mostraron actividad una vez

transcurrido el tiempo de incubacion.

También se evaluod la actividad enzimatica especifica mediante un ensayo titulométrico
utilizando como sustrato yema de huevo al 10 % a un pH de 8.01. El ensayo se realiz6 tanto
para la proteina nativa como para la recombinante. La actividad enzimatica especifica de la
proteina nativa se determiné en 9.8+ 2.5 U/mg, y la de la proteina recombinante en 0.24 +
0.05 U/mg, siendo la actividad de la proteina nativa cuarenta veces mayor a la actividad de

la recombinante.

Actividad PLA2 en placa de agarosa. C+: 100 pg Actividad PLA2 en placa de agarosa. C+: 100 pg
proteina nativa. M: 100 pg. C- : agua destilada. proteina nativa. M: 100 ug. C- : agua destilada.
Volumen de 10 pl. Volumen de 10 pl.

03/12/20. después de 24 h incubada a 37° C. 04/12/20. después de 48 h incubada a 37° C.

Figura 6. Actividad fosfolipasa sobre agarosa y yema de huevo al 10 %. C. C+, subunidad B purificada del
veneno de C. tzabcan; C-, agua destilada. M, muestra de subunidad B recombinante. En todos los casos se

utilizaron 100 pg de muestra.

Inmunizacidon y evaluacion de anticuerpos presentes en el suero
Para obtener anticuerpos neutralizantes, se realizo un esquema de inmunizacion, en el cual

se administro la proteina recombinante en estado plegado, utilizando una concentracion

inicial de 50 g, hasta un maximo de 640 pg por conejo a lo largo de 133 dias (véase anexo).
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Hasta el dia 133 del esquema de inmunizacion (Figura 7) los titulos evaluados contra la
proteina recombinante utilizando suero hiperinmune, fueron de 7,900 (6673 - 9386) seguidos
de los titulos contra la proteina nativa, 4,842 (4410 - 5318) y finalmente las muestras de
veneno completo de C. mictlantecuhtli y C. tzabcan con 419.6 (379.6 - 460.1) y 7.12 (O -

23.7) respectivamente, utilizando un factor de dilucién 1:3.

Titulos de anticuerpos contra subunidad B - recombinante

2.0
— Subunidad B recombinante
—— Subunidad B nativa
1.5
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Figura 7. Evaluacion de titulos de antisuero anti-subunidad B contra la proteina recombinante, proteina
nativa y venenos de C. tzabcan y C. mictlantecuhtli. Las placas fueron incubadas con antigeno (500
ng/pozo) e incubadas con suero hiperinmune. Después de la incubacion se revelo con anticuerpos 1gG-

peroxidasa, y el resultado mediado a una absorbancia de 405 nm.

Inhibicidn de la actividad fosfolipasa
Se incubd durante una hora a 37 °C distintas concentraciones de anticuerpos con 15 pg de

proteina nativa. Una vez transcurrido este tiempo, se procedié a realizar el ensayo
titulométrico de actividad con la metodologia previamente descrita. Como se menciond con
anterioridad, la actividad de la proteina nativa se determiné en 9.8 £ 2.5 U/mg, mientras que
la actividad de la proteina méas 800 pg de anticuerpos purificados fue de 2.3 = 0.5 U/mg,
representando un 23 % respecto a la actividad original. También se realizé el ensayo con el
veneno completo de C. tzabcan, el cual tuvo una actividad de 9 + 1 U/mg sin anticuerpos, y
de 2.9 £ 0.9 U/mg con 800 ug de anticuerpos, representando cerca del 32 % de la actividad

original del veneno completo.
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Inhibicion de la actividad letal de la crotoxina y veneno completo
Para los ensayos de neutralizacion in vivo se utilizaron ratones de la cepa CD1 en pesos de

entre 18 y 20 g. Se retaron con 3 dosis letal media (DLso) contra distintas concentraciones
de anticuerpos purificados, todo incubado a 37 °C durante una hora, los cuales fueron
administrados de forma intravenosa a los ratones mediante la vena caudal y se evalud la
supervivencia de estos a las 48 h después de la administracion. Como control positivo se
utilizaron 3 DLso con PBS y como control negativo anticuerpos con PBS incubados durante
1 horaa 37 °C.

De igual forma se retaron los anticuerpos contra veneno completo de la serpiente
C. miclanthecuhtli usando el mismo protocolo. Los resultados se pueden observar en la Tabla
3 observando que la dosis minima efectiva contra la crotoxina es de 1.5 mg/raton (19 g),
mientras que la dosis contra veneno completo es de 2.1 mg/raton (19 g) para el veneno de

C. mictlantecuhtli.

Tabla 3. Neutralizacion de subunidad B nativa y veneno completo

Veneno / toxina DLso DEso
pg/raton mg AV / 3 DLso mg AV / mg veneno
Subunidad B nativa 6.7 15 7.6
C. mictlantecuhtli 4.0 2.1 175

DLso: dosis letal media en ratones CD1 (18-20 g.)
DEso: dosis minima efectiva.

3 DL fueron utilizadas para la determinacion de la DEsg y para la determinacién del mg AV/ mg veneno.

Reconocimiento de los anticuerpos a la crotoxina y subunidad B

Mediante un western-blot se evalud el de reconocimiento de los anticuerpos generados en
conejo contra la subunidad B de crotoxina nativa y subunidad B recombinante, asi como su
reconocimiento a venenos completos que poseen y que carecen de crotoxina, pero que poseen
fosfolipasas A>. Como resultado, los anticuerpos provenientes de suero hiperinmune detectan
la subunidad B tanto nativa como recombinante, asi como los homologos presentes en
venenos completos, sin embargo, no se percibe un reconocimiento para los venenos que

carecen de crotoxina pero que poseen fosfolipasas (Figura 8).
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Figura 8. A) Gel de acrilamida al 15 % en condiciones reductoras de crotoxina nativa y distintos venenos
completos, 1: MPM, 2: subunidad B recombinante; 3: subunidad B nativa de C. tzabcan; 4: Veneno de C.
tzabcan; 5: Veneno de C. mictlantecuhtli; 6: Veneno C. culminatus; 7: Veneno de Bothrops asper; 8:
Veneno de Micrurus laticollaris; 9: Veneno de Chihuahuanus crassimanus. B) Western-Blot del gel en
donde las marcas rojas reportan un reconocimiento por la crotoxina recombinante y nativa, asi como a los

homélogos presentes en venenos completos: C. tzabcan y C. mictlantecuhtli.

Construccién de la mutante de subunidad B de crotoxina
Con el objetivo de evaluar la capacidad inmunogénica de la subunidad B, derivado de realizar

cambios de residuos aminoacidicos especificos en la secuencia, se realizé la busqueda de
secuencias de proteinas homologas o crotoxin-like de la subunidad B, reportadas en la base
de datos UniProt, usando como templado la secuencia de la proteina inicial. Como criterios
para seleccionar las secuencias a utilizar, se consider6 un porcentaje de identidad superior al
80 %, la secuencia completa y la letalidad, si es que esta reportada (Tabla 4).

Tabla 4. Criterios de seleccidn de las secuencias seleccionadas para la construccion de la proteina mutante

Secuencia DL50 Secuencia Homologia Fuente
completa
P62022 480 pg/kg Si 99 Faure et al., 1993
POCAS6 N/D Si 92 Hernandes-Oliveira et
al., 2004
P24027 700 pg/kg Si 93 Faure et al., 1993
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Una vez seleccionadas las secuencias, se realizé un alineamiento haciendo uso del software
JalView version 2.11.1.3 (Tabla 5). En el alineamiento se afiadié una secuencia de epitopos
inmunogénicos de la subunidad B de la crotoxina, determinada por Molina y colaboradores
(2020). Una vez obtenida la secuencia consenso, es decir, aquella secuencia resultado del
analisis de la posicién de aminoacidos de las demas proteinas (Figura 9), se visualizé la
posicion de los aminoécidos que cambian entre ésta y la secuencia inicial, seleccionando los
aminoacidos que serian sustituidos de acuerdo con su capacidad inmunogénica, esto
partiendo del reporte realizado por Kolaskar & Tongaonkar, (1990) quienes asignaron

valores inmunogénicos a cada aminoacido a partir de su presencia en epitopos.

Las secuencias seleccionadas para la construccion son las P62022, POCAS6 y P24027, las
cuales corresponden a diferentes isoformas de la subunidad B de la crotoxina aislada de la

serpiente C. d. terrificus.

Tabla 5. Alineamiento de las secuencias seleccionadas para la construccién de la proteina mutante, asi como

alineamiento junto con los epitopos inmunogénicos reportados por Molina et al. (2020).

Proteina Secuencia

[+ HLLOFNEMIK FETREMAIPF YAFYGCYCGW GGRGOPEDAT DRCCFVHDCC YGKLAKCNTE WDIYPYSLKSGYITCGKGTW CEEQICECDR VARECLRRSL STYKYGYMFY PDSRCRGPSETC

tzabcan
P62022 HLLOFNEMIK FETREMAIPF YAFYGCYCGW GGRGRPEKDAT DRCCFVHDCC YGKLAKCNTE WDIYPYSLKSGYITCGKGTW CEEQICECDR VARECLRRSL STYKYGYMFY PDSRCRGPSETC

POCASH SLLOFNKMIK FETRKNAVPF YAFYGCYCGW GGRRRPKDAT DRCCFVHDCC YEEVIKCNTK WDIYRYSLKSGYITCGKGTW CKEQICECDR VARECLRRSL STYKNGYMEY PDSRCRGERSETC

P24027 SLLOFNEMIK FETREMAVPF YAFYGCYCGW GGQGRPEDAT DRCCFVHDCC YEKIAWCNTE WDIYRYSLKSGYITCGKGTW CKEQICECDR VARECLRRSL STYKNEYMFY PDSRCREPSETC

—----VHDCC YJJUVKCNTE -—---———---———GKETH CJEQICECDR --——----— -- YHNGYMEY PDSRCRGESETC

Erdinazas

Consenso tLLOENEMIK FETRENA+FF YAFYGCYCGW GGRGRPEDAT DRCCFVHDCC YGHKLEKCNTE WDIY+YSLESGYITCGKGIW CHEQICECDR VRARECLRRSL STYHMNGYMEY PDSRCRGPSETC

Final HLLOFNEMIK FETREMAIPF YAFYGCYCGW GGRGRFEDAT DRCCFVHDCC YEKLTIKCNTK WDIYPYSLKSGYITCGKGTW CHEQICECDR VARECLRRSL STYKNGYMEY FDSRCRGPSETC

Amarillo: Cisteinas a lo largo de las secuencias
Azul fuerte y azul claro: residuos cambiantes entre secuencias.
Verde: aminoacidos asignados por el algoritmo del programa JalView para las posiciones 52,55 y 82.

Rojo: aminoacidos seleccionados para la secuencia final.
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Figura 9. Alineamiento de las secuencias utilizadas para la construccion de la proteina mutante. Se hizo uso

del programa JalView en su version 2.11.1.3 y, y del algoritmo Crustal por defecto del programa.

Una vez seleccionada la secuencia de aminoacidos final, se realizd el disefio de los

oligonucleotidos para generar los cambios en la secuencia original. EI gen codificante con

las tres mutaciones, cuya secuencia se puede observar en la Tabla 6, dara lugar a la proteina

de 122 residuos con una masa molecular de 14,272.43 Da.

Tabla 6. Flujo de trabajo en términos de secuencias para la obtencion de la crotoxina recombinante mutada de

la serpiente Crotalus tzabcan

Descripcion

Secuencia

1. Secuencia de
residuos de
aminoacidos de la
subunidad B

2. Secuencia de
residuos de
aminoacidos de la
subunidad B con las
tres mutaciones

4. Secuencia
completa: con las tres
mutaciones

HLLOFNKMIKFETRKNAIPFYAFYGCYCGWGGRGQPKDATDRCCFEFVHDCC
YGKLAKCNTKWDIYPYSLKSGYITCGKGTWCEEQICECDRVAAECLRRSL
STYKYGYMFYPDSRCRGPSETC

(14171.28 Da; 122 residuos)

HLLOFNKMIKFETRKNAIPFYAFYGCYCGWGGRGQPKDATDRCCFEFVHDCC
YEKLTKCNTKWDIYPYSLKSGYITCGKGTWCKEQICECDRVAAECLRRSL
STYKYGYMFYPDSRCRGPSETC

(14272.43 Da; 122 residuos)

CACCTGCTGCAATTCAACAAGATGATCAAGTTTGAGACAAGGAAAAACGC
TATTCCCTTCTATGCCTTTTACGGCTGCTACTGTGGCTGGGGGGGCCGAG
GCCAGCCAAAGGACGCCACTGACCGCTGCTGCTTTGTGCATGACTGCTGT
TACGaAAAACTGaCCAAGTGCAACACCAAATGGGACATCTATCCCTACAG
CTTGAAGAGTGGGTATATCACCTGCGGAAAGGGCACCTGGTGCaAGGAAC
AGATTTGTGAGTGCGACAGGGTCGCGGCAGAATGCCTCAGAAGGAGTCTG
AGCACGTACAAGTATGGATATATGTTTTACCCGGACTCTCGTTGCAGGGG
GCCTTCAGAGACATGCTAA (369 nucledtidos)




Ya obtenido el disefio de la secuencia completa, se plantean dos oligonucledtidos para

obtener las tres mutaciones (Tabla 7) por medio de la técnica de PCR.

Tabla 7. Secuencias de los oligonucle6tidos para la obtencién de las mutaciones.

Descripcion Secuencia del oligonucledtido (5° 23°)
Oligo directo: Crotox-Dir: CCT GGT GCA AGG AAC AGA TTT G
Longitud 22 nt
Oligo reverso: Crotox-Rev
antiparalelo: CAC TTG GTC AGT TTT TCG TAA CAG
Longitud 24 nt

Una vez sintetizados los oligonucle6tidos, se procedio a introducir las mutaciones en la
secuencia mediante la técnica de PCR, en la secuencia original siguiendo la metodologia

descrita.

De purificacion del producto de PCR a partir del gel de agarosa se obtuvo una banda con un
peso cercano de 568 pb, como en puede observar en la Figura 10, el cual corresponderia el
megaprimer 1, el cual generara los dos primeros cambios deseados de la secuencia en una
primera instancia, para posteriormente introducir el tercer y dltimo cambio mediante el

megaprimer 2.

Pozos:
M. Marcador
1. MP 1 (308 pb)

Figura 10. Amplificacién del megaprimer 1 para la obtencion de las mutaciones de la subunidad B. Se

muestra una banda correspondiente al tamafio esperado de 308 pb.
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Una vez que se obtuvo el megaprimer 1, se utilizé como templado la secuencia original de
la subunidad B de C. tzabcan para obtener el gen completo que contuviera las dos primeras
mutaciones de la secuencia, es decir Gs2;E y AssT. Después de la PCR y visualizandose
mediante un gel de agarosa al 1 %, se observan varias bandas, entre ellas la del tamafio
esperado que es de 568 pb como se aprecia en la Figura 11, que corresponderia a la secuencia

de subunidad B de crotoxina con los cambios en las posiciones 52 y 55.

Pozos:
M. Marcador
1. Gen con dos mutaciones (568 pb)

Figura 11. Amplificacion de la construccion para la obtencion de los dos primeros cambios de la subunidad

B. Se muestra una banda que corresponde al tamafio esperado de 568 pb.

Una vez obtenido el gen, se procedié a digerir y ligarlo en el vector de expresion pQE30 para
evaluar su expresion en células quimio competentes de E. coli mediante un PCR de colonia.
De las 7 colonias evaluadas al azar, tnicamente las colonias 5 a 7 muestran bandas con pesos
cercanos a los 583 pb (Figura 12), por lo que se procedi6 a purificar el plasmido, encontrando
que la clona 6 presenta la secuencia correcta para el gen de la subunidad B mutante con los

dos cambios esperados.
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> Clona 6 No de secuencia 4705

MRGSHHHHHHGSENLYFQGHLLOQENKMIKFETRKNAIPFYAFYGCYCGWGGRGQPKDATDRCCEVHDCCY
EKLTKCNTKWDIYPYSLKSGYITCGKGTWCEEQICECDRVAAECLRRSLSTYKYGYMFYPDSRCRGPSET

C

Number of amino acids: 141
Molecular weight: 16523.77
Theoretical pl: 8.50

Cys (C): 14

Pozos:

M. Marcador

1 al 5. Diferentes colonias evaluadas
(583 pb)

Figura 12. Resultados de PCR de colonia que fueron producto de la transformacion de la construccion de

la subunidad B + pQE30. Los pozos del 1 al 7 corresponden a las colonias que crecieron luego de la

transformacion y de las que se esperaba un tamafio de 583 pb.

Una vez verificada la secuencia de la proteina con los dos cambios deseados, se procedié a

la generacion del megaprimer 2, el cual generara el tercer cambio deseado dentro de la

secuencia (Figura 13).
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Pozos:
M. Marcador
1. MP 1 (195 pb)

Figura 13. Amplificacion del megaprimer 2 para la obtencién de mutaciones de la subunidad B de la

serpiente Crotalus tzabcan. Se muestra una banda que corresponde al tamario esperado de 195 pb.

Una vez generado el megaprimer 2, mediante la técnica de PCR y utilizando los
oligonucleotidos de la subunidad B original, asi como el megaprimer 2, y la secuencia con
los dos primeros cambios como templado, se procedio a generar la secuencia de la subunidad
B mutante con los tres cambios deseados, es decir Gs2E, AssT y Eg2K. De dicha secuencia se
esperaba un peso cercano a los 499 pb, justo como se puede observar en la Figura 14, en

donde se puede ver una banda cercana al peso.

MEEFL

Pozos:
M. Marcador
1. Gen con 3 mutaciones pQE30: subunidad B.

Figura 14. Amplificacién para la obtencion de las mutaciones deseadas de la subunidad B de la serpiente

C. tzabcan. Se muestra una banda que corresponde al tamafio esperado de 499 pb.
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Una vez generada la construccion con el peso esperado, esta se purifico y se ligé en el
plasmido de expresion pQE30, para ser transformada en células quimio competentes de E.
coli. Como resultado de la transformacion se obtuvieron diversas colonias, de las cuales se
seleccionaron algunas al azar, y se realiz6 una amplificacion del gen. Como se puede
observar en la Figura 15, diez de las once colonias evaluadas presentaron el producto

esperado de 583 pb, que corresponde al gen mutante de la subunidad B.

M12345678 91011

Pozos
M. Marcador
1-11. Colonias evaluadas (583 pb)

Figura 15. Resultados del PCR de las colonias que fueron producto de la transformacién de la construccion
de la pQE30: Subunidad B. Los pozos del 1 al 11 corresponden a las colonias que crecieron después de la

transformacion y de las que se esperaba un tamafio de 583 pb.

Se realiz6 un gel de poliacrilamida al 15 % (Figura 16) de la expresion de las mismas
colonias utilizadas en el PCR de colonia a excepcion de la clona 10, y se observo una banda

cercana a los 16,000 Da, cercano a la masa de la proteina mutante.

Se eligieron las clonas 3,7,8 y 9 de forma azarosa, de las cuales se purifico plasmido, cuyos

resultados de secuenciacion coincidian para el gen de la proteina con tres mutaciones.

>Clona3 secuencia-5977

MRGSHHHHHHGSENLYFQGHLLOFNKMIKFETRKNAIPFYAFYGCYCGWGGRGQPKDATDRCCEVH
DCCYEKLTKCNTKWDIYPYSLKSGYITCGKGTWCKEQICECDRVAAECLRRSLSTYKYGYMEYPDS
RCRGPSETC
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>Clona7 secuencia-5978

MRGSHHHHHHGSENLYFQGHLLOFNKMIKFETRKNAIPFYAFYGCYCGWGGRGQPKDATDRCCEVH
DCCYEKLTKCNTKWDIYPYSLKSGYITCGKGTWCKEQICECDRVAAECLRRSLSTYKYGYMEYPDS

RCRGPSETC

>Clona8 secuencia-5979

MRGSHHHHHHGSENLYFQGHLLOFNKMIKFETRKNAIPFYAFYGCYCGWGGRGQPKDATDRCCF
VHDCCYEKLTKCNTKWDIYPYSLKSGYITCGKGTWCKEQICECDRVAAECLRRSLSTYKYGYMF
YPDSRCRGPSETC

>Clona9 secuencia-5980

MRGSHHHHHHGSENLYFQGHLLOFNKMIKFETRKNAIPFYAFYGCYCGWGGRGQPKDATDRCCE
VHDCCYEKLTKCNTKWDIYPYSLKSGYITCGKGTWCKEQICECDRVAAECLRRSLSTYKYGYMFE
YPDSRCRGPSETC

Number of amino acids: 141
Molecular weight: 16522.83

Theoretical pl: 8.73
Cys (C): 14

kba M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Pozos:

M. Marcador

.clonal
2.clona2
3.clona 3
4. clona 4
5.clonab

25 6. clona 6
7
8
9
1

[EN

20 .clona?7
.clona 8
.clona9
0.clona 11

15

10—

Figura 16. Gel de acrilamida al 15% de expresidon de las colonias 1 a9y 11, las cuales mostraron el tamafio
esperado en el PCR de colonia con la construccion pQE30: subunidad B mutada con tamafio esperado de
16,000 Da.
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Expresion de la mutante de subunidad B de crotoxina con los tres cambios en la secuencia

Una vez obtenido el plasmido, se transformé la cepa origami de E. coli para su posterior
cultivo en medio solido LB con ampicilina en la caja de Petri. Una vez que se obtuvieron
clonas en la placa de Petri, se procedio a inducir la expresion utilizando el mismo protocolo

de expresion utilizado para la subunidad B de crotoxina (véase materiales y métodos).

Ya obtenida la proteina, se procedio a purificarla por cromatografia de afinidad a niquel
realizando dos lavados con a 0 y 40 mM de imidazol para eliminar proteinas unidas
inespecificamente o de baja afinidad. Finalmente, la elucion se realizé con 400 mM de
imidazol, obteniéndose 10 alicuotas de 2 mL cada una, las cuales fueron almacenadas a 4 °C
para posteriormente ser utilizadas en un gel SDS-PAGE al 15 % para verificar la expresion
(Figura 17).

Figura 17. Gel de acrilamida al 15% de la expresion de la subunidad B mutante. 1: MPM; 2: fraccion soluble;
3: recirculante; 4: lavado 1 sin imidazol; 5: lavado 2 con 40 mM de imidazol; 6 - 10; 1, 3, 5,7, 9 eluciones con
400 mM de imidazol.
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Plegamiento de la proteina mutante
Tras la expresion de la proteina se procedi6 a realizar la reduccién de esta utilizando el mismo

protocolo previamente descrito para la subunidad B. El tiempo de retencion de la proteina
fue de 43 minutos a un porcentaje de solucion B del 38 % (Figura 18). La masa experimental

resultante de este pico fue de 16,520.6 Da, siendo consistente con la masa teodrica de 16,522.8
Da.

¥
|

::ﬂ\ 9
|

Figura 18. Perfil de elucién de la proteina mutante reducida con 20 mM de DTT durante 2 horas a 50 °C. El
tiempo de retencion de la proteina se determiné a los 44 minutos con un 38 % de solucién B (Acetonitrilo +
0.1 % TFA) en una columna Vydac® 218TP C18 (250 x 4.6 mm, 5ug) en un programa de 0 a 60 % en 60
minutos.

Una vez verificada la masa de la proteina, se procedié a realizar el plegamiento bajo las
mismas condiciones utilizadas en la proteina anterior, el cual fue purificado mediante la

técnica de fase reversa utilizando el protocolo previamente descrito (Figura 19).
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Figura 19. Perfil de elucidn de la proteina mutante en estado plegado. El tiempo de retencidn de la proteina
se determind a los 40 minutos con un 36 % de solucion B (Acetonitrilo + 0.1 % TFA) en una columna
Vydac® 218TP C18 (250 x 4.6 mm, 5ug) en un programa de 0 a 60 % en 60 minutos.

Evaluacion del reconocimiento de los anticuerpos generados hacia la subunidad B mutante

Ya obtenida la proteina mutante en estado oxidado, se procedié a evaluar el nivel de
reconocimiento que tienen los anticuerpos generados contra la subunidad B recombinante
hacia esta proteina mutante. Para ello, se realizo la evaluacion mediante un ensay6 de ELISA,
en el cual se evaluo el reconocimiento hacia la subunidad B nativa purificada del veneno de
C. tzabcan, la subunidad B recombinante y la proteina mutante haciendo uso de suero
hiperinmune de los conejos, en una escala de disolucion 1:3

Los resultados del reconocimiento se pueden apreciar en la Tabla 8, en donde se puede
observar que hay un mayor reconocimiento hacia la subunidad B nativa, seguida de la
subunidad B mutante, y finalmente hacia la subunidad B recombinante inicial, sin embargo,
los intervalos de confianza son muy similares entre ellos, interpretandose como un
reconocimiento igual para los tres antigenos por parte de los anticuerpos. En la Figura 20,

se puede observar de forma grafica el reconocimiento que hubo hacia estas proteinas.
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Tabla 8. Reconocimiento de las tres proteinas por parte de los anticuerpos generados en

conejo
Muestra Titulo Intervalo de confianza
Subunidad B nativa 6,045 5,156 — 7,133
Subunidad B recombinante 5,686 5,049 - 6,414
Subunidad B mutante 6,337 5,627 — 7,147
Reconocimiento de las subunidades B
1.5+
— Subunidad B nativa
— Subunidad B recombinante
g 1.0 — Subunidad B mutante
[Tp)
g
< 054
0.0 T T I 1
0 2 4 6 8

Log de la dilucién

Figura 20. Evaluacién de titulos de antisuero anti-subunidad B contra la subunidad B recombinante,
subunidad B nativa y subunidad B mutante. Las placas fueron incubadas con antigeno (500 ng/pozo) e
incubadas con suero hiperinmune. Después de la incubacidn se revelo con anticuerpos IgG-peroxidasa,

y el resultado mediado a una absorbancia de 405 nm.

Finalmente se realiz6 un western-blot con la finalidad de determinar el reconocimiento de
los anticuerpos a partir de suero sanguineo, contra las mismas muestras, ademas de otras
muestras de venenos completos los cuales son positivos a homdlogos de crotoxina en su
composicion asi como negativos a homdlogos de crotoxina pero que poseen fosfolipasas Az

en su composicion.

Los resultados se muestran en la Figura 21, en donde se puede ver un reconocimiento
positivo a las subunidades B, asi como a dos de los venenos que poseen crotoxina en su
composicidn, pero no a uno, el cual pertenece a otros genero de vipéridos. El reconocimiento

fue negativo para los venenos que Unicamente poseen fosfolipasas en su composicion.
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Aunque en la imagen se puede observar el reconocimiento de los anticuerpos hacia las
proteinas esperadas, también se logran apreciar otras bandas, las cuales son provocadas por
la inespecificidad y oxidacion del reactivo utilizado en el revelado de la membrana, por lo
que se sugiere evaluar la sustitucion del reactivo en futuros ensayos y evitar confusiones a la

hora del andlisis de los resultados.

Por otra parte, en el carril 4, correspondiente a la subunidad B mutante, se logran apreciar
bandas superiores e inferiores a la masa de la proteina, la cual es cercano a los 16,000 Da.
Estas bandas podrian ser oligdbmeros o degradados de la misma proteina, los cuales se
pudieron formar mientras se realizé la electroforesis, por lo que faltaria la caracterizacion de
la formacién de estos agregados de la proteina, con la finalidad de obtener la muestra con

mayor pureza.
A B

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 kDa 1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10

AL ——
200 150 7
150 - 100
T 75
75 .
50 — T
50 ——
87 —
37 —— .. -
-
— 25 —==
75 - . — ,

. s ] ]
15 S
L
- 10 —eu
10— - ' —

Figura 21. A) SDS-PAGE 15 % en condiciones reductoras de subunidad B nativa y distintos venenos

completos, 1: MPM, 2: subunidad B nativa; 3: subunidad B recombinante, 4: subunidad B mutante, 5: veneno
de C. tzabcan, 6: veneno de C. mictlantecuhtli, 7: veneno de Ophryacus sphenophrys, 8: veneno de C.
culminatus, 9: veneno de Bothrops asper, 10: veneno de Micrurus laticollaris. B) Western-Blot del gel en donde
las marcas rojas reportan un reconocimiento por la crotoxina nativa, recombinante y variante, asi como a los
homologos presentes en venenos completos: C. tzabcan y C. mictlantecuhtli, pero no al veneno de

O. sphenophrys.

Finalmente, aunque no se llegd a realizar un esquema de inmunizacion con esta proteina
mutante, ademas de los ensayos de neutralizacion es claro que los anticuerpos anti-subunidad
B pueden reconocer variantes (homdélogos) de la subunidad B de la crotoxina. Asi que estos

anticuerpos anti-subunidad B pueden ser utilizados para identificar venenos con variantes
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(homélogos) de subunidad B. Mas trabajo por realizar con esta mutante de subunidad B
queda en la seccion de perspectivas, esperando poder completar el proyecto en un futuro
cercano y corroborar nuestra hipotesis sobre la sustitucion de residuos aminoacidicos en la
secuencia, y su posible utilidad para generar anticuerpos de mayor afinidad por la subunidad

B en venenos de crotalidos.
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DISCUSION

La crotoxina es un componente con una fuerte actividad neurotoxica, sin embargo, se han
descrito otras actividades, tales como la miotoxicidad y antibacteriana (Giuliani et al., 2001).
Aunque originalmente fue descrita a partir del veneno de la serpiente Crotalus durissus
terrificus, actualmente se han reportado proteinas homologas en el veneno de serpientes del
género Crotalus y en otros géneros.

Dado que esta proteina es la principal responsable de los cuadros neurotoxicos por
envenenamiento de algunas especies de serpiente de cascabel, algunas investigaciones se han
centrado en la caracterizacion de la proteina aislandola a partir del veneno completo, los cual
implica un arduo trabajo de captura y mantenimiento de especies, riesgo durante la ordefia y
limitacidn de la cantidad de muestras recuperadas. Por lo que alternativas mas seguras e
igualmente eficientes pueden ser utilizadas como es la expresion de esta proteina y otras
fosfolipasas A2 en sistemas heterdlogos. En este trabajo se realiz6 la expresion de la
subunidad B de la crotoxina en el vector pEQ-30 y la cepa origami de E. coli, en la
construccidn del gen se afiade una etiqueta de histidinas en la secuencia de la proteina. Boda
et al., (2018) hace uso del vector pET-30b, el cual de igual forma afiade dicho tag a la
proteina, pero ademas la co expresa junto a una enteroquinasa, haciendo una proteina de
fusién. Caso similar es reportado por Giuliani et al. (2001) y Yang et al. (2003) quienes
expresan fosfolipasas A2 haciendo uso de sistemas de proteinas de fusion con distintas
vectores de expresion, coincidiendo ademas en la adicion de una cola de histidina que
facilista la purificacion de esta.

Si bien los trabajos de Giuliani et al. (2001) y Yang et al. (2003) reportan rendimientos de
2.3y 0.3 mg de proteina pura por litro de cultivo respectivamente, el trabajo de De Oliveira
et al., (2003) reporta la obtencién de subunidad B de crotoxina en cuerpos de inclusién, tal y
como sucedid en este trabajo, en donde se obtuvieron un aproximado de 3 mg de proteina
por litro de expresion a partir de la solubilizacién de cuerpos de inclusion. Clement et al.
(2019) obtuvieron un rendimiento aproximado de 2.5 mg por litro de cultivo de una
fosfolipasa A2 recombinante (datos no publicados), siendo un rendimiento mas cercano al
obtenido haciendo uso del mismo sistema de expresion (cepa y vector). La obtencion de la

proteina en cuerpos de inclusion es una situacion relativamente comdn en las técnicas de
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expresion heterdloga, y eso se puede deber a distintos factores tales como la cantidad de
proteina producida por la bacteria, asi como el tamafio de la misma proteina, ademas de otros
factores durante el protocolo de expresion que se esté utilizando, tales como el agente
inductor de expresion utilizado, la temperatura y tiempo de incubacion e incluso la cepa de
E. coli utilizada. Aqui se hizo uso de la cepa Origami de E. coli, la cuél tiene mutaciones en
los genes tioredoxina y glutation reductasa, los cuales permiten la formacion de proteinas en
el citoplasma, debido a la condicion reducida de este Gltimo (Xiong et al., 2005), y que
ademas, su uso ha sido reportado por Clement et al. (2019), quienes lograron expresar una

fosfolipasa A2 de vipérido haciendo uso de esta misma cepa.

Para el plegamiento de la proteina se utiliz un buffer con CIGnd, ya que el plegamiento de
proteinas a estados nativos es mas exitoso en presencia de agentes caotropicos en distintas
metodologias de plegamiento, como aquellas que se basan en el uso de exclusion molecular
o didlisis (Fonseca et al., 2009); aunque algunas estrategias de plegamiento como la dialisis
o filtracion en gel son rapidas y dificiles de controlar, por lo que las proteinas pueden formas
agregados o generarse interacciones no deseadas que derivan en la formacion de
conformaciones no nativas (Russo et al., 2019); mientras que algunas otras como técnicas de
dilucion e incluso didlisis pueden derivar en la precipitacion de la proteina (Ward et al.,
2001).

En general, el plegamiento de proteinas in vitro es un area de interés para diversos grupos,
que estudian el proceso en el que las proteinas generadas en sistemas externos al original
adquieren una estructura semejante a la nativa. Algunos factores que pueden intervenir en la
generacion de puentes disulfuro y por ende en un correcto plegamiento son, el pH, la
temperatura, la intervencion de agentes oxidantes y la reactividad intrinseca de las cisteinas
(Bulaj., 2005). Sin embargo, el proceso llega a ser impredecible por la cantidad de factores
que intervienen, pudiendo derivar en la formacion de interacciones no especificas, como la
que puede ocurrir entre grupos hidrofobicos expuestos de dos 0 mas proteinas en un mal
estado de plegamiento, derivando en la formacion de agregados, los cuales no suceden de
forma natural, debido a la intervencion de chaperonas y enzimas que facilitan el correcto

plegamiento de la proteina (Bulaj, 2005; Hartl & Hayer-Hartl, 2009).

46



Se hizo uso del par de oxido reduccidn cistina - cisteina, ya que este, en conjunto con la cepa
y medio de cultivo, fue la combinacion que mejor rendimiento generd, ademas de obtener
repeticiones exitosas; ya que el uso de este par de éxido — reduccion, ya ha sido reportado en
buffers de plegamiento de fosfolipasas (Fonseca et al., 2009; Ward et al., 2001). El uso de
algunos agentes oxidantes de bajo peso molecular en buffers de plegamiento, tales como la
cisteina, glutation oxidado o acido 2-nitrobenzoico, estd asociado a su capacidad de
oxidacion de los grupos tiol (-SH) promoviendo la generacion de enlaces disulfuro (Bulaj.,
2005), que, junto con otros factores, podrian contribuir a un correcto plegamiento de la

proteina.

La actividad enzimética obtenida fue de 0.24 + 0.05 U/mg para la proteina recombinante y
de 9.56 + U/mg para la proteina nativa. La actividad de la proteina nativa es menor a la
reportada previamente por Castro et al. (2013), la cual fue de 478 + 17 U/mg, y por Su &
Chang, (1984) para la crotoxina de C. d. terrificus, con 154 + 8 U/mg, asi como los
homologos B-bungarotoxina y taipoxina con 97 + 12 y 43 + 4 U/g, respectivamente; sin
embargo, dichos valores fueron obtenidos a partir protocolos basados en absorbancia a 450
nm con el sustrato sintético 4-NOBA, y de monitoreo del valor de pH de una solucion
emulsificada respectivamente, mientras que el valor obtenido en este trabajo se realiz
haciendo uso de yema de huevo como sustrato, por lo que una comparativa méas objetiva seria
con valores obtenidos en metodologias que incluyan el mismo sustrato o su equivalente,
como el valor reportado por Soares et al. (2001) quienes reportar una actividad especifica de
39.8 U/mg para la crotoxina de C. d. terrificus. En la literatura se han reportado diversas
metodologias utilizadas para la evaluacion de la actividad fosfolipasa, sin embargo, muchas
de ellas difieren entre si, ya que algunas se basan en el monitoreo de pH, de absorbancia o
incluso colorimetria, sin embargo, creemos que la utilizacion de un sustrato mas parecido a
la molécula blanco de la proteina seria el més adecuado para la evaluacion de la actividad, y
permitiria una comparacion mas precisa entre los valores reportados entre los diversos grupos

de investigacion que trabajen con este grupo de proteinas.

Por otro lado, la actividad de la proteina recombinante es aproximadamente el 2.5 % de la
actividad de la proteina nativa. Si bien es una actividad casi nula, se ha reportado la ausencia

de la actividad fosfolipidica en proteinas recombinantes, sin embargo, algunas de ellas
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conservan otras actividades tales como la miotoxicidad o la actividad antiviral (Giuliani et al.,
2001; Russo etal., 2019). La falta de actividad en la proteina podria deberse a distintos
factores, como lo puede ser el sistema de expresion. Uno de los problemas en sistemas de
expresion con distintas cepas de E. coli es la generacion de proteinas con multiples puentes
disulfuro, que resultan inactivas en cuerpos de inclusion, las cuales pueden ser sometidas a
procesos de renaturalizacion, sin que este llegue a ser exitoso, careciendo de la actividad
(Fathi-Roudsari et al., 2016), debido a un mal plegamiento.

El reconocimiento de los anticuerpos de conejos contra la proteina recombinante y nativa
hasta el final del esquema de inmunizacion fue de 7,900 y 4,842 titulos respectivamente,
habiendo también un reconocimiento contra el veneno completo de donde se purificé la
proteina nativa - C. tzabcan - y veneno de C. mictlantecuhtli, una especie que posee un
homologo de la proteina. Algunos trabajos han demostrado un reconocimiento de homologos
de crotoxina a partir de sueros generados contra ella, tal como reportan Kaiser et al. (1986)
quienes generaron un suero anti-crotoxina, el cual tuvo un buen reconocimiento para los
homologos concolor y mojave-toxinas. Algunos otros trabajos han evaluado el
reconocimiento de sueros generados contra la subunidad B de la crotoxina con otras proteinas
homologas de vipéridos, observandose una reactividad cruzada en el reconocimiento de
dichos homologos tales como la AGTX y la AMTX-A (Choumet et al., 1992), e incluso
contra venenos completos de otras serpientes de cascabel e incluso otros vipéridos (Beghini
et al., 2005; Choumet et al., 1989). Esta reaccion cruzada también ha sido observada en el
reconocimiento de anticuerpos generados contra fosfolipasas recombinantes contra venenos
completos, como reporta Clement et al. (2019) en donde se probaron anticuerpos generados
en conejos contra distintas especies del género Bothrops, viéndose un reconocimiento por los
venenos de varias de las especies retadas contra los anticuerpos. Este reconocimiento por
homdlogos se puede deber a la similitud entre las secuencias proteicas, ya que algunas de
ellas llegan a tener una similitud igual o mayor al 90 %, como es el caso de algunas crotoxinas
de serpientes de cascabel, por lo que es posible que los anticuerpos generados hacia la
crotoxina sean capaces de reconocer epitopos tantos estructurales como lineales de las

proteinas homologas.
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Estudios previos han mostrado que sueros generados contra la subunidad B de la crotoxina,
reconocen al antigeno contra el que estan dirigidos, asi como la proteina en dimero, pero no
hay reconocimiento para la subunidad A (Choumet et al., 1989), por lo que los valores de los
titulos obtenidos contra los venenos completos se pueden deber al reconocimiento de los
anticuerpos Unicamente contra la subunidad B del complejo. Aunado a ello, se debe
considerar la representatividad de la proteina en el veneno completo, ya que los porcentajes
de crotoxina varian entre especies e incluso entre individuos. En el veneno de C. tzabcan la
crotoxina representa del 0 al 7.7 % del veneno total, mientras que en C. mictlantecuhtli va de
un 6 a 44 % (Neri-Castro et al., 2019), por lo cual no sorprende un valor mayor en los titulos

de reconocimiento para la segunda especie.

En cuanto a la neutralizacién algunos estudios como el realizado por Choumet et al. (1989),
indican que la actividad toxica de la proteina, asi como la actividad enzimatica de la misma,
se puede neutralizar a partir de sueros generados Unicamente contra la subunidad B. Clement
et al. (2019) realizaron ensayos de neutralizacién de la actividad fosfolipasa contra veneno
completo a partir de una fosfolipasa recombinante de Bothrops ammodytoides. Sus resultados
indican que existe una neutralizacion de dicha actividad tanto en protocolos con placa de agar
como titulométrico para venenos completos, siendo similares con nuestros resultados, en
donde logramos disminuir la actividad enzimética de la proteina en ensayos titulométricos

utilizando anticuerpos purificados.

Para la inhibicion en sistemas in vivo, los resultados indican que se requieren 1.5 mg de
anticuerpos generados contra la crotoxina recombinante para neutralizar 3 DLsg de la
subunidad B nativa y 2.1 mg para la neutralizacion completa del veneno de
C. mictlantecuhtli. Algunos estudios han reportado la neutralizacién de crotoxina u
homologos in vivo a partir del uso de sueros completos, tales como el estudio de Molina
Molina et al., (2020) quienes utilizan suero generado contra el veneno de C. d. terrificus y
su secuencia multiepitopo rMEPCtx, en ambos casos utilizaron distintos volimenes de suero
para evaluar la capacidad neutralizante observando el uso de al menos 400 pL de suero para
rescatar al 100 y 75 % de su poblacion respectivamente. Trabajo similar es el reportado por
Kaiser et al., (1986), quienes evallan la potencia neutralizante de sueros generados contra la

crotoxina dimérica y contra la subunidad B, observando que dichos sueros son capaces de
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neutralizar la actividad toxica de la proteina, sobre todo si el anticuerpo se administra previo
a la administracion de la toxina, e incluso si el anticuerpo se administra hasta 1 minuto
después de la crotoxina, logrando un rescate de hasta el 100 % de la poblacion experimental.
Choumet et al. (1991) logran neutralizar la actividad letal de la crotoxina a partir de
anticuerpos monoclonales generados hacia la subunidad B de esta, e incluso logran la

neutralizacion de la toxina AGTX proveniente de otro vipeérido.

Aunque el uso de los anticuerpos anti-subunidad B recombinante resulto efectivo contra la
subunidad B nativa, es claro que se requiere una mayor cantidad de anticuerpos para la
neutralizacion del veneno de C. mictlantecuhtli, y esto podria estar relacionado con el hecho
de que el veneno contiene hasta un 40% de crotoxina (Neri-Castro et al., 2019), mientras que
el restante son proteinas hacia las cuales no hay un reconocimiento por parte de los
anticuerpos, lo que podria desencadenar en la muerte de los organismos experimentales, alin
cuando se este llevando a cabo la neutralizacion de la toxina de interés. Para corroborar la
capacidad neutralizante de los anticuerpos, se requeriria de la aplicacién del ensayo
utilizando venenos que tengan un mayor porcentaje de crotoxina y alguno(s) que carezca(n)

de la misma.

La generacién de anticuerpos del tipo IgG dirigidos hacia toxinas de origen animal, tales
como toxinas de arafias, escorpiones, serpientes e incluso abejas son capaces no solo de
reconocer a las toxinas contra los que estan dirigidos, sino incluso a neutralizarlos. En el caso
de anticuerpos generados contra toxinas de serpientes, algunos de estos anticuerpos son
incluso capaces de reconocer proteinas que lleven a cabo actividades bioldgicas similares,
tales como la mionecrosis 0 hemorragia (Laustsen et al., 2018). En el caso de este trabajo,
mediante los ensayos de ELISA y western-blot, se observo un reconocimiento por parte de
los anticuerpos generados a partir de la inmunizacién con la crotoxina subunidad B
recombinante hacia la misma proteina, e incluso hacia la subunidad B nativa, hacia la
subunidad B mutante y algunos otros venenos de vipéridos que poseen crotoxina en su
composicion, como es el caso de C. mictlantecuhtli. Este reconocimiento puede estar
relacionado con el porcentaje de identidad que existe entre las secuencias, ya que tanto la
secuencia de la subunidad B recombinante, subunidad B mutante y nativa de C. tzabcan, asi

como las secuencias de C. mictalntecuhtli, son semejantes en un 99 % en comparacion con
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la secuencia de C. durissus terrificus. Sin embargo, en el caso del reconocimiento hacia el
veneno de O. sphenophrys, el western-blot parece no mostrar un reconocimiento de los
anticuerpos hacia este veneno, el cual posee un homologo de crotoxina, el cual tiene una

identidad del 85 % comparada con la secuencia de C. d. terrificus (Neri-Castro et al., 2019).

El reconocimiento, ademas, puede estar asociado a la presencia de regiones conservadas
dentro de las proteinas. En el caso de las fosfolipasas Az, existen regiones conservadas dentro
del grupo 1IB, grupo al que pertenecen la crotoxina y otras fosfolipasas de vipéridos, hay
regiones conservadas entre si, tales como la region de unidn a calcio, el cual esta constituido
por los residuos Tyrzs, Glyzo, Glys2, Glyss y Aspas (de Paula et al., 2009). Esta regién se
encuentra conservada dentro de las secuencias de subunidades B recombinantes generadas,
asi como las secuencias de las crotoxinas presentes en los venenos, por lo que es factible
suponer que podria haber un reconocimiento de los anticuerpos hacia esta misma region y

alguna otra.
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CONCLUSIONES

e Lasubunidad B recombinante en su estado plegado mostro ser un buen inmundégeno,
capaz de generar anticuerpos neutralizantes.

e Los anticuerpos generados en conejo mostraron ser capaces de reconocer tanto a la
crotoxina nativa como a la proteina mutante, asi como a los homélogos de crotoxina
presentes en el veneno de otras serpientes cascabeles, no asi, a otras fosfolipasas no
neurotoxicas.

e Hay una neutralizacidn significativa hacia la actividad enzimatica de la subunidad B
nativa y sobre el veneno completo en estado in vitro.

e Hay una neutralizacion tanto de la toxina nativa como de veneno completo positivo

a crotoxina en ensayos in vivo.
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PERSPECTIVAS

e Retar los anticuerpos contra otros venenos positivos y negativos a homdlogos de
crotoxina tanto en ensayos de neutralizacién tanto in vivo como in vitro.

e Evaluar el reconocimiento de los anticuerpos contra otras fosfolipasas no
neurotoxicas y su capacidad neutralizante.

e Evaluar la capacidad inmunogénica de la proteina mutante mediante su inmunizacion
en conejos, para posteriormente realizar ensayos de inhibicion con los anticuerpos
generados.

e Determinar el tipo de plegamiento de la subunidad B recombinante mediante
dicroismo circular.

e Purificar anticuerpos monoclonales a partir de la mezcla de policlonales ya existente,
y evaluar la capacidad neutralizante de los mismos.

e Comparar la eficacia de la neutralizacion de los anticuerpos anti-subunidad B

recombinante contra anticuerpos anti-subunidad B nativa, y antivenenos comerciales.
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ANEXOS

Transformacion de células

Afadir 2 pL de plasmido a 100 pL de células origami e incubar durante 30 minutos en frio
(usar hielo). Una vez transcurrido el tiempo dar shock térmico a 42 °C durante 30 segundos
e incubar durante 5 minutos en frio. Afiadir 220 pL de medio SoC a la mezcla e incubar
durante una hora a 37 °C. Plagquear 50 0 100 pL en medio solido LB.

Construccién de la subunidad B mutante
Para generar la secuencia de la subunidad B con los cambios en residuos aminoacidicos

especificos, se sintetizaron dos oligonucleodtidos de 22 y 24 nucleétidos de longitud,

denominados Crotox-Rev y Crotox-Dir respectivamente, y con las siguientes secuencias:

Crotox-Dir CCT GGT GCA AGG AAC AGA TTT G

Crotox-Rev CAC TTG GTC AGT TTT TCG TAA CAG

Con estos oligonucleotidos se realizé la construccion de los megaprimer 1y 2 (MP1y MP2),
los cudles se utilizaron para el ensamble de la proteina mutante. Los oligonucleotidos Crotox-
Revy pQE-Frw fueron utilizados para la elaboracion del MP1, utilizando como templado la

secuencia de la subunidad B nativa, para ello se realizan dos PCR, la primera para generar el
MP1, y la segunda para la generacion de la secuencia con los dos primeros cambios deseados.
Las condiciones de reactivos para los PCR son las siguiente:

MP1 Mutante con dos cambios
Reactivo Cantidad Reactivo Cantidad
puL pL

Buffer thermol 10X 10 Buffer thermol 10X 10
dNTPS 4 dNTPS 4
pQE-30-Fwr 2 MP1-Dir 2

(10 pmol/uL) (20 pmol/puL)
Crotox-Rev 2 pQE-30-Rev 2

(20 pmol/uL) (20 pmol/uL)
Crotoxina-pQE-30 1 Crotoxina-pQE-30 1
Vent polimeraza 1 Vent polimeraza 1
Agua 10 Agua 80
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Las condiciones de PCR para los procesos anteriores fueron las siguientes:

MP1 Mutante con dos cambios
Etapa Ciclos T°C Etapa Ciclos T°C
1 1 94 1 1 94
2 30 94,56y 72 2 30 94,57y 72
3 2 72y 4 3 2 72y4

Los productos resultantes de las PCR fueron purificados con el Kit de purificacion de

productos de PCR Roche®.

Una vez obtenia la secuencia con los cambios, esta fue utilizada como templado en la

generacion del tercer cambio deseado, haciendo uso del oligonucledtido PLA2-pQE30-Fwr

y el M2, el cual se elabord previamente con los oligonucleo6tidos pQE30-Rev y Crotox-Dir,

utilizando como templado la secuencia de subunidad B con los dos cambios. Las condiciones

de reactivos y ciclos para las PCR fueron las siguientes:

MP2 Mutante con tres cambios
Reactivo Cantidad Reactivo Cantidad
puL pL
Buffer thermol 10X 10 Buffer thermol 10X 10
dNTPS 4 dNTPS 8
Crotox-Dir 2 PLA2-pQE30-Dir 2
(20 pmol/uL) (20 pmol/uL)
pPQE-30-Rev 2 MP2-Rev 2
(20 pmol/uL) (20 pmol/uL)
Crotoxina/mutante- 1 Crotoxina/mutante- 1
pQE-30 pQE-30
Vent polimeraza 1 Vent polimeraza 1
Agua 10 Agua 80
MP2 Mutante con tres cambios
Etapa Ciclos T°C Etapa Ciclos T°C
1 1 94 1 1 94
2 30 94,55y 72 2 30 94,58y 72
3 2 72y4 3 2 72y4
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Los productos resultantes de las PCR fueron purificados con el Kit de purificacién de
productos de PCR Roche®.

Expresion de la subunidad B recombinante y mutante

Sembrar en una caja de Petri con medio solido LB con ampicilina e incubar a 37 °C durante
toda la noche. Tomar una muestra de la caja con asa y sembrar en 50 mL de medio liquido
LB e incubar en agitacion durante 16 horas. Transferir el inoculo a 1 L de medio liquido LB
con ampicilina e incubar durante 2 a 3 h a 37 °C. Medir la concentracion a 600 nm en
espectrofotometro e inducir una vez alcanzado un valor de 0.6 con IPTG 1 mM disuelto en

agua estéril. Dejar en crecimiento durante 18 horas a 37 °C en agitacion a 180 rpm.

Obtencion de las proteinas en cuerpos de inclusion.

Centrifugar el cultivo durante 25 minutos a 8,000 rpm en rotor JA-10, desechar la fraccion
soluble y resuspender el concentrado celular en Tris-HCI 50 mM pH 8.0. Romper las células
en prensa de Fench a 35 kpsi, pasando la muestra dos ocasiones. Posteriormente centrifugar
la muestra durante 20 minutos a 12,000 rpm en rotor JA-20, separar la fraccién soluble de la
fraccion no soluble, y esta dltima se solubiliza en Tris-HCI 50 mM pH 80 + CIGnd 6 M
durante 24 horas. Finalmente se centrifuga la muestra durante 10 minutos a 14,000 rpm.

Cromatografia de afinidad a niquel

Se limpia la columna de afinidad a niquel pasando 4 volumenes de agua. Posteriormente se
equilibra con 5 volumenes de resina de buffer Tris-HCI 50 mM pH 80 + CIGnd 6M, antes de
afiadir la muestra en dos ocasiones. Se realiza un primer con 3 volimenes de buffer Tris-HCI
50 mM pH 80 + CIGnd 6M, recuperando una alicuota de 15 mL, y un segundo lavado con 3
volumenes de buffer Tris-HCI 50 mM pH 80 + CIGnd 6M + 40 mM de imidazol, recuperando
una alicuota de 15 mL. Finalmente, se la elucion se realiza con 4 volimenes con buffer Tris-
HCI 50 mM pH 80 + CIGnd 6M + 40 mM de imidazol, recuperando 10 alicuotas de 2 mL
cada una.

Una vez recuperada la muestra, se lava la columna con 5 volimenes de agua desionizaday 3

volimenes de etanol al 20%. La columna se almacena con etanol 20% y se guarda a 4 °C.
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Plegamiento in vitro
Para hacer que la proteina adquiriera una estructura tridimensional similar o idéntica a la

nativa, se colocd 1 mg de proteina en buffer de plegamiento (Tris-HCI 50 mM, CIGnd 2M,
CaCl> 1 mM, cistina-cisteina 1:8, pH 6.0) durante 48 horas en agitacion constante a 400 rpm.

Precipitacion de muestras para analisis en geles SDS-PAGE.

Se toman 50 pL de muestra a las cuales se les afiade 200 pL de metano, 50 pL de cloroformo
y 150 pL de agua desionizada. Se centrifuga a 14,000 rpm durante 1:30 minutos y se retira
la fase superior. Se afiaden 200 puL de metanol y se centrifuga a 14,000 rpm durante 5

minutos, y se retira la fase soluble. Se seca la pastilla a 37 °C durante 20 minutos.

Geles SDS-PAGE

Se realiza un gel separador al 15% con 3 mL de solucion Acrilamida-bisacrilamida (30%
acrilamida, 0.8% bis-acrilamida), 1.5 mL gel separador (1.5 M Tris + 0.4% SDS) 1.5 mL de
agua desionizada, 5 pL de TEMED y 20 pL de persulfato de amonio al 10%, dejando
polimerizar a temperatura ambiente. Una vez polimerizado, en la parte superior se carga el
gel concentrador al 4% constituido por 0.33 mL de solucién acrilamida-bisacrilamida (30%
acrilamida, 0.8% bis-acrilamida), 0.63 mL de gel concentrador (0.5 M Tris + 0.4% SDS),
1.54 mL de agua desionizada, 2.5 uL de TEMED y 12.5 pL de persulfato de amonio al 10%,
se colocaran los peines para la carga de muestra y se dejara polimerizar a temperatura
ambiente. EIl gel se coloca en una camara de electroforesis la cual se llena con Tank buffer
(0.25M Tris, 0.19 M Glicina, 0.1% SDS) hasta cubrir el gel; Se cargan las muestras las cuales
son preparadas en un volumen de 10 pL de agua desionizada + 2 pL de buffer
desnaturalizante (10% glicerol, 2.5% SDS, 50 mM Tris-HCI pH 6.5, 5% 2-f-mercaptoetanol
y 0.02% azul de bromofenol) y hervidas durante 5 minutos. Se conecta la camara a corriente
en una fuente de poder BIORAD® PowerPac Basic, y se corre el gel durante 30 minutos a 70
V' y posteriormente a 120 V durante 40 minutos. Posteriormente se coloca el gel en solucion
de tincion (50% metanol, 10% acido acetico glacial, 0.2% azul brillante de Coomassie) en
agitacion durante 40 minutos. Ya tefiido se procedera a la destefiir son solucion (50%

metanol, 10% 4acido acético glacial) durante 40 minutos en agitacion constante.
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Precipitacion de inmunoglobulinas a partir de plasma

El suero de ambos conejos se disuelve en el mismo volumen de agua destilada (Ej. 5 mL de
suero + 5 mL de agua), se ajusta el pH a un valor de 5 con &cido acético 3N en agitacion
constante. Se afiade acido caprilico para obtener una concentracion final de 4% (V/V). Se
mantiene en agitacion hasta observar la precipitacion de albumina. Centrifugar por 10
minutos a 14,000 rpm. Las IgG e IgG (T)s se encuentran en el sobrenadante, el cual es
dializado con 4 cambios de PBS. Se mide la concentracion mediante absorbancia a 280 nm
en un equipo Thermo Scientific® BioMate 3S, y finalmente se elaboran alicuotas de 50 mg
cada una, se liofilizan durante 48 h en un equipo LABCONCO® FreeZone 2.5 y almacenan a
4°C.

Ensayo por Inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Sensibilizar placas de 96 pozos con 100 pL de muestra (veneno completo o proteinas
purificadas) a una concentracion de 5 pg/mL reconstituidos en buffer de carbonato de sodio
0.1 M pH 9.5 hasta la columna 11, incubando durante dos horas a 37°C. Posteriormente se
lavan los pozos con 200 pL/pozo de buffer de lavado (50 mM Tris-HCI pH 8.0 + 150 mM
NaCl + 0.05% Tween 20), continuando con el bloqueo de los pozos, afiadiendo 150 pL/pozo
de solucién de bloqueo (50 mM Tris-HCI pH 8.0 + 0.5 % gelatina + 0.2% Tween 20) e
incubando durante dos horas a 37° C. Se hace un segundo lavado para afadir el primer
anticuerpo (suero o anticuerpos purificados) en la columna 1 en un volumen de 150 pL/pozo
re suspendida en buffer de reaccion (50 mM Tris-HCI pH 8.0 + 500 mM NaCl + 0.1 mg/mL
Gelatina + 0.05% Tween 20). En las columnas 2 a 12 se afiaden 100 pL/pozo de solucién de
reaccion, y se hacen disoluciones seriadas en proporcién 1:3 hasta la columna 10, dejando
las columnas 11y 12 como controles. Se incuba durante 1 h a 37 °C para nuevamente lavar.
Se incuba una hora con 100 uL de segundo anticuerpo (anti-conejo conjugado a la enzima
peroxidasa) en una dilucion 1:1000 en buffer de reaccion. Finalmente, se lava y rebela con
100 pL/pozo de solucion de ABTS (0.1 M. acido citrico anhidrido + 0.2M NaHPO4*7H:0),
incubando a temperatura ambiente durante 10 minutos y se leer absorbancia en lector de Elisa
Sunrise® Tecan a 405 nm. Los resultados son analizados en el programa GraphPad Prism
8.0.1.
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Western-Blot semi-seco

Se realiza un gel SDS-PAGE al 15% en condiciones reductoras, el cual se colocara en una
camara semi-seca entre papeles filtro con el siguiente orden: papel filtro, gel, membrana de
nitrocelulosa y finalmente papel filtro. Se afiade buffer de transferencia (39 mM glicina, 48
mM Tris-base, 0.037% SDS y 20% metanol), se tapa la camara y se colocara a corriente
constante a 400 mAmps durante una hora. Una vez transcurrido ese tiempo, se saca la
membrana de la cdmara y se bloguea con buffer de bloqueo (TBST 1X + leche al 5%) durante
dos horas en constante agitacion. Se realizan 3 lavados con TBST y se incuba con un primer
anticuerpo (anti-crotoxina) a una concentracion de 1 pg/mL en buffet TBST durante una hora
en constante agitacion. Se realizan 3 lavados y se incuba el segundo anticuerpo (anti-conejo
acoplado a fosfatasa) en TBST en una dolucién 1:1000 durante una hora en agitacion. Se

realiza un tercer lavado y se revela con BCIP y NBT 1.

Ensayo de actividad de fosfolipasa sobre yema de huevo en placa de agarosa

Se hace un buffer constituido por de yema de huevo al 10 % en buffer estandar (Tris-HCI 1M
pH 7.5, CaCl, 30mM, Tritdén X-100) en un volumen final de 50 mL. Posterior a eso se toman
2 mL de la solucién de yema de huevo, a la cual se le integraran 100 uL de Tritén X-100, 8
mL de Rodamina 6G 0.1%, 1 mL CaCl, 20 mM y 0.1g de agarosa en 10 mL Tris-HCI 0.2 M.
La mezcla se mantiene en agitacion y finalmente se vierte en una placa de Petri de 100 x 15
mm. Se deja polimerizar a temperatura ambiente, para posteriormente realizar pozos. Las
muestras son preparadas en distintas concentraciones a un volumen final de 10 pL, los cuales
se colocan en los pozos realizados. Se incuba durante una hora a 37 °C, y se miden los halos

obtenidos utilizando luz U.V. y un vernier.

Ensayo titulométrico de actividad de fosfolipasa sobre yema de huevo.

Se prepara una solucién estandar constituida por 0.1 M de NaCl, 0.01M CaCl; y Triton X-
100. Una vez realizada, se pesa la yema de huevo y se afora con la solucion estandar hasta el
10 %., de agita durante 10 min y se centrifuga a 1500 rpm durante 5 minutos, rescatando el
sobrenadante. Se toman 500 pL de la solucion de yema de huevo y se mantiene en agitacion

constante bajo un ligero burbujeo de nitroégeno. Se lleva la solucion a un pH de 8.05 con
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NaOH 50 mM, para posteriormente afiadir la muestra un volumen de 10 pL. Cuando el pH
llegaa 7.99, se afladen de 1 a 5 uL de NaOH 50 mM para recuperar el pH superior a 8.0. Se
mide el tiempo transcurrido desde la adicion del NaOH hasta que el pH vuelva a bajar a 7.99

durante 6 ocasiones. El ensayo se realiza por triplicado.

Esquema de inmunizacion
Se realizo la inoculacién subdérmica de concentraciones crecientes de subunidad B
recombinante (plegada), la cual se inéculo con distintos adyuvantes, como el adyuvante

incompleto de Freud o Alum.

Inmunizacion Dia Inmundgeno Total Volumen Adyuvante Volumen
por conejo (1g) (1g) final con final (mL)
PBS (mL)

1 0 20 40 15 IFA 3
2 7 20 40 15 ALUM 3
3 14 40 80 15 IFA 3
4 21 40 80 15 ALUM 3
5 28 80 160 15 IFA 3
6 35 80 160 15 ALUM 3
7 42 160 320 15 - 3
8 49 160 320 15 IFA 3
9 56 320 640 15 ALUM 3
10 64 320 640 15 - 3
11 70 640 1280 15 IFA 3
12 77 640 1280 15 ALUM 3
i3 84 640 1280 15 IFA 3
14 91 640 1280 15 - 3
15 98 640 1280 15 ALUM 3
16 105 640 1280 15 ALUM 3
17 112 640 1280 15 IFA 3
18 119 640 1280 15 - 3
19 126 640 1280 15 ALUM 3
20 133 640 1280 15 ALUM 3

Hg microgramos

mL mililitros

IFA Adyuvante incompleto de Freud

ALUM  Hidréxido de aluminio

- No se administré adyuvante
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Purificacion de subunidad B nativa a partir de veneno completo.
Se inyecta 1 0 1.5 mg de veneno de Crotalus tzabcan en un volumen de 1 mL, el cual es

eluido en un sistema HPLC en un gradiente de 0 a 100% de solvente B (acetonitrilo + 0.1%
TFA) durante 90 minutos bajo el siguiente protocolo: 0% por 5 minutos, 0-15% por 10
minutos, 15-45% durante 60 minutos, 45-70% durante 10 minutos, y finalmente 70-100%
durante 9 minutos, utilizando una columna Supelco® Discovery® C18 (25 cm x 4.6 mm, 5

pum) a un flujo de 1 mL por minuto. Posteriormente la muestra es liofilizada y almacenada

hasta su uso.
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Perfil de elusion de veneno completo de C. tzabcan, utilizando el protocolo antes mencionado, en donde la
marca roja indica el tiempo de elusion de la subunidad B de la crotoxina, a un tiempo de 54.5 minutos y 35%

de solucién B (Acetonitrilo + 0.01% TFA).
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