U
s fef

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioguimicas

CARACTERIZACION DE LA SPHENOTOXINA DE OPHRYACUS SPHENOPHRYS Y
SU COMPARACION CON LA CROTOXINA CLASICA

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
Maestra en Ciencias

PRESENTA:
Tania Corkidi Zajur

TUTOR PRINCIPAL
Dr. Alejandro Alagon Cano
Instituto de Biotecnologia, UNAM

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR
Dr. Enrique Rudifio Pifiera
Instituto de Biotecnologia, UNAM
Dra. Carmen Nina Pastor Colon
Centro de Investigacion en Dinamica Celular, UAEM

Cuernavaca, Morelos. Marzo, 2023



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

Al Instituto de Biotecnologia de la UNAM, por permitirme el uso de sus equipos e instalaciones para el
desarrollo de este proyecto de investigacion.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por la beca otorgada durante la maestria (No.
000237).

Al programa DAGAPA-PAPIIT IN211621 (Caracterizacion del veneno de tres serpientes de importancia
médica en México: investigacion basica y mejoramiento de antivenenos) y al programa del FORDECYT-

CONACYT 303045 (Venenos y Antivenenos) por el apoyo brindado para realizar el proyecto.

Al Dr. Alejandro Alagén Cano, por la direccién del proyecto, y por su manera tan singular de hacerme

crecer. Admiro mucho su pasién por la naturaleza y su calidez humana.

Al Dr. Edgar Neri Castro, por su tiempo dedicado a guiarme en la investigacién y por su apoyo durante el

desarrollo de los experimentos.

Al técnico académico Felipe Olvera Rodriguez, por el apoyo brindado durante la realizacion de los

experimentos.

Al Dr. Fernando Zamudio Zufiiga por su colaboracion en este proyecto con espectrometria de masas y

secuenciacion.

Al M.B. Timoteo Celso Olamendi Portugal por su colaboracion en este proyecto con los procesos de

carboximetilacion, reduccion y secuenciacion de las toxinas de interés.

A la Dra. Hilda VVazquez, por sus aportes al proyecto y por su amabilidad y empatia.

Al Biol. Alid Guadarrama Martinez, por su apoyo durante los experimentos de esta investigacion y por

gscucharme.



A todo el personal del bioterio del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, por permitir el uso de sus
instalaciones, recursos y por instruirme para tener un adecuado manejo de animales de acuerdo con las

politicas del comité de ética.

Al personal de computo del Instituto de biotecnhologia de la UNAM, en particular a la Técnico Académico
Shirley Elizabeth Ainsworth Gore.

A los miembros de mi comité tutoral, por sus acertadas observaciones que contribuyeron al

enriguecimiento del proyecto.

A mis padres, a mi hermano y a mi novio, que con su amor incondicional me hacen crecer y creer en mi

misma, me hacen sentir que puedo afrontar todos los retos que me presenta la vida.



Contenido

INTRODUGCCHION ...t isesse sttt 7
ANTECEDENTES ...ttt ettt s e e st et e testesteeraeneeneeneas 14
HIPOTESIS ..ot bbbt 22
OBUJETIVOS ...ttt bbbt bt bRt s e et b bbbt et e st s s 22
@ o] [TV 0o <] 1= | PPN 22
4.2 ODJETIVOS PATTICUIAIES .....coveeseeeeseeseesseesseessesssessesssesssssssesssessss s s s sssssssssssssssssssssss s s sssssssssssees 22
METODOLOGIA ...ttt 23
5.1 Venenos, antivenenos y anticuerpo MonNOCIONAL ..........ccenerneerneereesseesseesseessesssessseesssessessees 23
5.2 CuantifiCaCion de PrOTEINA ... evercererrreresresseessesseessessssssesssssessssssssssssssssessssssssssssssssssssssesssssssssssaneas 23
5.3 Purificacion de la subunidad B de 1a SPhenOtOXiNa.........couwueeeeenmeesseeseeeseessesssesssssesssesseees 24
5.5 Transferencia @ membrana de PVDF ... sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 26
5.6 Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) .....eneneeseeessesnsessneees 26
5.7 Actividad de PLA2 mediante método titUIOMELIICO ......cocvevrenrenrenrersssssssssesssssssssssesssssssesees 27
5.8 Actividad de PLA2 mediante 4-NOBA ... nssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 28
5.9 Secuenciacion, espectrometria de masas y alineamiento.............covnnnnnnnnnnnn: 28
6 Pruebas de CriSTAlIZACION ...t sss s sssssessssssss s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnes 29
RESULTADOS Y DISCUSION.......coootiiiiiieeetieeet ettt ess st en st s e sen s s s 30
PUFTTICACION .ceuteeeeeeseeseesseeseess et ssss s s bbb bbb bbb 30
[I0=3 7= T F- Lo P 35
Secuencias, PESO Y MOUEIOS....... e sssse s sss s s sssssssssssssssssasssessssssessssasessnsanes 36
Pruebas de reconocimiento de antivenenos, anticuerpo monoclonal y anticuerpos
POIICIONAIES. ..o ettt 45
NEULTAIIZACION ...cuvveeverieeeeiessse bbb bbb bbb bbb 47
o (A VAT =T o (=30 I O P 48
T TR0 oL ES TN T ] =] = Vol U 51
CrISTALIZACION «..oevreeeereeeessesssessessessessssssssssssssssessssssessssssssssssss s s sessse s ssses s ssesssnssnsssessssssessnsssesenssnssessnssnessnsanes 56
CONCIUSTIONES ... eeeeeeeeressetse et e s s s s s s 62

BIBLIOGRAFTA ..o oo e ettt et e e ettt e e e e e e et e e e et e e e e et e es e e e een s 63



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Alineamiento de secuencias de las subunidades B de la crotoxina clasica de

Crotalus durissus terrificus y la subunidad B de la sphenotoxina de Ophryacus sphenophrys

.................................................................................................................................................................................... 12
Figura 2 Composicion proteica del veneno de y fotografia de O. sphenophrys........cccconeee 15
Figura 3 Alineamiento de subunidades B de “crotoxin like” ...........c.cccounnnnnnnnnnn, 16
Figura 4 Representacion de la estructura de la CrotoXina CIASICa .........cweeereeeneeseeesseeesensssessneens 19
FIgura 5 CriStales 08 CrOTOXING .....ouueueeureesseesseesseessesssesssssssesssesssesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnees 21
Figura 6 Procedimiento para la purificacion de la subunidad B de la sphenotoxina.............. 25
Figura 7 Cromatograma de RP-HPLC de veneno de O. SPhenophrys........venneeneereesresssenns 30
Figura 8 Cromatograma de cromatografia de exclusion molecular ...........cvoeveeeeererreersernnenn. 31
Figura 9 Cromatograma de RP-HPLC de FIl Yy SDS-PAGE 15%0 .....ccccucneemerneermerseensessesseessesssenns 33
FIGQUIa 10 SDS-PAGE 15%0 ....omrerrrreessesmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnses 34
Figura 11 Secuencias alineadas de subunidad B de crotoxina clasica, sphenotoxina B1 y B2

.................................................................................................................................................................................... 39
Figura 12 Empalme de subunidades B crotoxina y SphenotoXiNa......ccueverreereeseesessesseesressnenns 39
FIigura 13 MOOEIOS HL W30 .....cceeeeerereesressesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsans 41
Figura 14 Modelos AL7 118 P19 F20 .....ereerecreireesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 42
Figura 15 MOdelos FLL EL12 R1A ...t sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 43
FIQUIa 16 MOAEIOS NGB ....coveeeeeeeeeeeeeseessesssesssesssesssesssesssessssssssssssssss s ssssssnes 44
FIQUIa 17 MOAEIOS R35......oeeeeeeeeeeessesssesssssssssssessssssse s sssss s s ssss s ssss s sssssssees 45
Figura 18 Reconocimiento de las subunidades por antivenenos y anticuerpo monoclonal...47
FIQUra 19 ACHIVIAAU 08 PLAZ ... sssesssssssesss s ssssssnees 50
Figura 20 Sitio de rompimiento de enlace para 1as PLAZ. .....eneneeseesessssssesssssssessssssees 51
Figura 21 Reaccion con el SUSTrato 4-NOBA. ... sssssssssssssssssssees 51
Figura 22 AMINOACIAOS 33 Y 116 ......covurreureeureeureessesssesssesssesssesssesssssssesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnees 52
Figura 23 AMINOACIAOS 55 Y 83t ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 53
Figura 24 AMINOACIAOS 14 Y 90..... ettt sssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssasssssssssssssassans 54
Figura 25 Interfase de B 1as subunidades B ... sssssssssssssssssssssssssenes 56
Figura 26 MatriZ PrOPUESTA 2 .....cccveieieinssissnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssnes 61



Figura 27 Cristal de SphenOtoXiNg B2.........eeeeeeseessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 62

LISTA DE TABLAS

Tabla 1 Fosfolipasas tipo A2 de venenos de diferentes SErpPIENtES ........oeeemeemeeseessesssesssessseens 8
Tabla 2 “CrotoXin HKE” .........oereeieerersreeessssnsssesssssesssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssessssaness 16
Tabla 3 Fracciones recuperadas de CEM ... esssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 31
Tabla 4 Fracciones recuperadas de RP-HPLC ... ecsrrecsersessesssssssssssssssssssssesssssssssssssens 33
Tabla 5 Secuencias de 125 DaNdas 1, 2 Y 3. rreerereesesseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssasees 35
LIz o F= G =1 7 o F=To PP 36
Tabla 7 PESO MOIECUIAT ...ttt sttt sttt ss s sess st st s bbb 37
TabIa 8 TIUIOS ELISA ...ttt sesssess s s sttt ssss s st ssss st st sssssssssssssnsssssssnsssnsssnsssnsssnssans 47
Tabla 9 Neutralizacion (dosis efeCtiVa MEdIA) .........oweeemeerreenerneessessesssseessessssssssessssssssesssssssssssnes 48
Tabla 10 ACUVIAAA U8 PLA ..t sss s ssss s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnses 50
Tabla 11 Condiciones de cristalizacion y resultados dia 80 ..........coeerenmeenmeenseessesseeessessseseenns 57
Tabla 12 Condiciones de cristalizacion Y reSUItadOs...........oceeeeeenmeesneeseessesssessssessssessssssssssesssnes 58
Tabla 13 MALFiZ PrOPUESTA L ......ceeceeeeereeseeseesseessesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssessssssnes 59

LISTA DE ABREVIATURAS

CEM (Cromatografia de Exclusién Molecular

ELISA (Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas)

PEG (polietilenglicol)

PLA: (Fosfolipasa Tipo A II)

PVDF (fluoruro de polivinilideno)

RP-HPLC (Cromatografia liquida de Alta Resolucion de Fase reversa)
SPR (Resonancia de Plasmones de Superficie)

V.C (Veneno completo)



ABSTRACT

Sphenotoxin is a B-neurotoxin with phospholipase Az (PLA?) activity found in the venom of the
snake Ophryacus sphenophrys. This B-neurotoxin has one acidic subunit (A) without catalytic
activity and a basic subunit with catalytic activity, just like in the case of the classic crotoxin
(CB) present in Crotalus durissus terrificus’'s venom (rattlesnake). Even though the basic subunit
of sphenotoxin has a high percentage of identity in its amino acid sequence with the subunit B of
crotoxin (86%), there are some provocative differences concerning the recognizing and
neutralizing capacities of commercial antivenoms, PLA; activity, and lethal potency. In this
project, we identified 2 different isoforms of the basic subunit of sphenotoxin (B1 and B2) being
B1 the isoform having less lethal potency, less recognition by the two antivenoms tested, and
more PLA; activity in contrast with CB and B2, which is the one isoform that is found in higher
proportion within the venom. CB is 1.5 and 3.6 times more lethal than B2 and B1 respectively.
Also, B2 has 2.5 times more PLA> activity than CB while B1 6 times moreCB. Using two
different Mexican antivenoms (Antivipmyn and BIRMEX), we observed that the recognition
capacity of Antivipmyn has slightly different titles when comparing CB, B1 and B2, being B1 4
and 7 times less recognized by Antivipmyn and BIRMEX respectively comparing to the
recognition capacity of CB. On the other hand, B2 is 7 and 9 times less recognized by
Antivipmyn and BIRMEX respectively in contrast to the recognition capacity for CB.

Using computerized models, we observed that the principal chain of amino acids of CB and the
isoforms B1 and B2 do not significantly change their tridimensional structure. However, specific
changes in amino acids within the N-terminal and the interface between the two subunits (A and
B) could explain the subtle changes in PLA> activity, lethal potency, and recognition of
antivenoms. Even though the three basic subunits studied in this project have the catalytic amino
acids conserved in the same positions (47 and 89), specific changes in the lateral amino acid
chains as in B1 (H1-D1 y W30-G30) could modify the interaction with A subunit and the first
contact with the cell membrane (W80-P80). We also observed that most changes between CB and
the isoforms B1 and B2 occur along the N-terminal and C-terminal, and that these two parts are
exposed to the solvent. This information may explain the differences in recognition and

neutralization by the antivenoms used.



RESUMEN

La sphenotoxina es una B-neurotoxina con actividad de fosfolipasa de tipo A> (PLA2) que se
encuentra en el veneno de la serpiente Ophryacus sphenophrys. Esta B-neurotoxina tiene una
subunidad &cida (sin actividad catalitica) y una subunidad basica (con actividad catalitica), igual
que la crotoxina clasica (CB) de Crotalus durissus terrificus (serpiente de cascabel). A pesar de
que la subunidad basica de la sphenotoxina tiene un alto porcentaje de identidad (86%) con
respecto a la subunidad basica de la crotoxina clasica, existen diferencias en cuanto al
reconocimiento y neutralizacion por parte de antivenenos, actividad de PLA; y letalidad. En este
trabajo se identificaron dos isofrormas diferentes de la subunidad béasica de la sphenotoxina
(lamadas B1 y B2), siendo la isoforma que se encuentra en menor proporcion (B1), la que es
menos letal, la menos reconocida por antivenenos y con mayor actividad de fosfolipasa con
respecto a la isoforma en mayor proporcién (B2) y con respecto a la CB. CB es 1.5 veces mas
letal que la B2 y 5.6 veces mas que la B1, siendo la isoforma B2 3.6 veces mas letal que la
isoforma B1. La subunidad B2 tiene 2.5 veces mas actividad de PLA> que la CB y la isoforma B1
6 veces mas que la CB en un ensayo titulométrico con yema de huevo. La isoforma B1 es 4 veces
menos reconocida por Antivipmyn y 7 veces menos reconocida por el antiveneno de BIRMEX
con respecto a la CB. Por otra parte, la isoforma B2 es 7 veces menos reconocida por Antivipmyn
y 9 veces menos reconocida por el antiveneno de BIRMEX con respecto a CB. El anticuerpo
monoclonal 4F6 anti-CB no reconoce ninguna de las isoformas de la subunidad B de la

sphenotoxina.

Con modelamiento computacional, se observd que a pesar de que existen diferencias entre las
isoformas B1, B2 y CB, se conserva la estructura tridimensional general (cadena principal). Los
cambios de aminoacidos en zonas como el amino terminal y en la interfase entre la subunidad A
y la B pudieran explicar los cambios en los valores de letalidad, neutralizacion por parte de los
antivenenos y actividad de PLA2. A pesar de que las tres toxinas conservan los aminoacidos del
sitio catalitico, el cambio en las cadenas laterales en aminoacidos clave (como H1-D1, W30-G30
y W80-P80 en B1), podrian alterar la interaccion con la subunidad A y el primer contacto con la
membrana celular, generando en este caso una interaccion mas debil lo que podria explicar la
menor letalidad observada. Cambios de amino&cidos en el amino y carboxilo terminales de las

toxinas, podrian explicar las diferencias en los datos obtenidos sobre reconocimiento y
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neutralizacion de los antivenenos mexicanos (Antivipmyn y BIRMEX), ya que estos dos sitios se

encuentran expuestos al solvente y son los sitios con mayor cantidad de cambios.



INTRODUCCION

Los venenos de las serpientes

Los venenos de serpientes estan compuestos por multiples componentes que determinan su
toxicidad. Estos poseen moléculas de naturaleza inorgénica y orgéanica, donde las proteinas
representan entre el 90-95% del veneno (Tasoulis y Isbister, 2017). En los venenos de las
serpientes existen 63 familias proteicas reportadas, aunque en cada especie se pueden encontrar
de 10-20 familias (Tasoulis y Isbister, 2017). Existen diferentes variantes en cada familia
proteica, lo cual hace que los venenos sean ain mas complejos (Calvete, 2017). Hay diferentes
proteinas de importancia médica contenidas en los venenos de las serpientes; entre las mas
importantes se encuentran las familias de las metaloproteasas, serina proteasas, fosfolipasas tipo
Az (PLA2) Tabla 1 (Calvete etal.,, 2009; Mackessy, 2008). El conocimiento sobre los
componentes de los venenos permite entender la fisiopatologia del envenenamiento, predecir
cuadros clinicos y es informacién relevante para la produccion, mejoramiento y administracion
de antivenenos (Lomonte y Calvete, 2017). Las PLA> no son exclusivas de venenos de
serpientes, sino que estan presentes en los venenos de distintos animales como escorpiones,
abejas, lagartos y caracoles. Este tipo de fosfolipasas catalizan la hidrdlisis del enlace éster sn-2
de fosfolipidos, liberando un acido graso y un liso fosfolipido (Berg et al., 2001; Dennis et al.,
2011). Las fosfolipasas de venenos de serpientes pueden provocar efectos neurotodxicos,
miotoxicos o simplemente digestivas. La amplia diversidad en funcion de las PLA> durante la
evolucion, demuestra que son toxinas con alta “plasticidad” a nivel estructural (Mackessy, 2021).
Cada toxina debido a sus caracteristicas puede variar en su funciéon y por esto mismo, la
informacion sobre el contenido proteico de los venenos permite el estudio de las toxinas que lo
conforman de forma individual. Estudios recientes de vendmica de serpientes muestran
componentes no estudiados anteriormente (Neri-Castro et al., 2019), por lo que es necesario
obtener informacion para acercarnos al entendimiento del mecanismo de accidén, ya que se

mantiene limitado y se quedan preguntas clave por resolver (Mackessy, 2021).



Tabla 1 Fosfolipasas tipo Az de venenos de diferentes serpientes

Nombre Especie de Caracteristicas Toxicidad Letalidad Proteina Acrividad de
serpiente estructurales en ratones de unién PLA:2
(ng/kg) en tejido (pmol/min/mg
de toxina)
Neurotoxina
Crotoxina Crotalus durissus Heterodimética | Neutrotoxica, | 60-240 (i.v) | Crocalbina; 85
terrificus miotoxica, CaM
cardiotoxica
MsPLA:-I Micururus spixii Monomérica Neutrotoxica, n.d nAchR Si
miotdxica,
edema,
actividad
antiplasmodial
Taipoxina Oxyuranus Trimérica Neurotoxicidad 2 (i.v) M- 0.4
scutellatus presinaptica, SPLAZR;
citotéxica NP; TCBP-
49
Textilotoxina | Pseudonaja textilis Pentamérica Neurotoxicidad 1(iv) M-sPLA2R 3.2
presinaptica
Ammodytoxina | Vypera ammodytes Monomérica Neurotoxicidad 21 (i.v) Proteinas 280
presinaptica, M-
anticoagulante SPLA:R;
CaM; PDI;
FXa; 14-3-
3
B- Bungarus Dimérica Neurotoxicidad | 19-130 (i.p) | Canalesv.- 61
Bungarotoxina multicinctus presinaptica d. K*
Notexina Notechis scutatus Monomérica Miotoxica, 17 (i.v) n.d 1390
neurotoxicidad
presinaptica,
nephrotoxica
Miotoxina Il Bothrops asper Dimérica Miotdxica, 470 (i.v) n.d 750
anticoagulante,
edema
Miotoxina Il B. moojeni Monomérica Miotdxica, 7600 (i.p) n.d No
edema
CoaTx-Il Crotalus oreganus Dimérica Miotoxicidad, n.d n.d No
abyssus edema,

actividad




antibacterial

Cr5 Calloselasma Monomérica Citotoxica, 70 (i.c.v) n.d No
rhodostoma miotoxica,
edema
BaTX Bothrops alternatus Monomérica Citotoxica, 7000 (i.v) n.d No
miotoxica,
edema,

neurotoxica

Cr-lvV1 Calloselasma Monomérica Miotoxica, 70 (i.c.v) n.d 0.014
rhodostoma citotoxica,
edema
AmmodytinL | Vipera ammodytes Monomérica Miotdxica 3600 (i.p) n.d No
Anticoagulante
Daboxina P Daboia russelii Monomérica | Anticoagulante n.d FX; FXa 1140
fuerte
RVV-PFlIc’ D. russelii Monomérica | Anticoagulante 100 (i.p) n.d Si
CM-IV Naja nigricollis Monomérica Anticoagulante 180 (i.p) FXa; FVlla Si
fuerte,

neurotoxicidad

presinaptica

CM-II Naja mossambica Monomérica Anticoagulante n.d TF; FVII Si
débil,
miotoxica.

neurotoxica

Caracteristicas, toxicidades, receptores de union y actividad enziméatica de PLA, de venenos de serpientes. Tabla
adaptada de (Xiao et al., 2017). Abreviaturas: i.v, intravenoso; i.p, intraperitoneal; i.c.v, intracerebroventricular; n.d,
no determinado; CaM, calmodulina; NP, pentraxina neuronal; PDI, proteina disulfuro isomerasa; TCBP-49,
taipoxina asociada a proteina de unién a calcio 49; M-sPLA; R, receptor de sPLA; tipo M; Fxa, factor de
coagulacion Xa; FX, factor de coagulacion X; TF, factor de tejido; FVII, factor de coagulacion VII; FVIla, factor de
coagulacion Vlla; v.-. K* channel, canal de K* dependiente de voltaje.

La crotoxina clasica

La crotoxina es uno de los principales componentes proteicos toxicos del veneno de algunas
serpientes de cascabel (género Crotalus y Sistrurus), la cual es un heterodimero (subunidades A 'y
B). La crotoxina del veneno de Crotalus durissus terrificus, serpiente que se distribuye en Brasil
y norte de Argentina, ha sido ampliamente estudiada y esta implicada en generar los sintomas

neurotoxicos en los envenenamientos (Chang y Lee, 1977; Faure et al., 1994; Slotta y Fraenkel-



Conrat, 1938). A la crotoxina de esta especie se le conoce como “crotoxina cldsica” porque fue la
primera que se caracterizo (Slotta y Fraenkel-Conrat, 1938). Se han estudiado distintas isoformas
de la crotoxina clésica, llegando a la conclusion que hay 2 clases diferentes que comparten
caracteristicas: la clase I que contiene las isoformas CBb, CBc¢, CBd y CA, es altamente toxica y
menos activa enzimaticamente (actividad de PLA>), mientras que la clase II que contiene a las
isoformas CBa; y CA, son menos toxicas, pero con mayor actividad de PLA,. La crotoxina de
clase I es mas eficiente bloqueando la transmision neuromuscular que la de tipo II. También se ha
visto que la crotoxina de tipo I es mas estable que la de tipo II, lo cual es relevante ya que la
estabilidad esta directamente relacionada con la toxicidad, ya que la interaccién entre la
subunidad A y B es importante para entender mas sobre el funcionamiento del complejo (Faure
et al., 1993). Asi como la interaccion entre ambas subunidades influye en la potencia neurotdxica,
la secuencia de aminoacidos es de gran importancia, ya que se ha observado que variaciones en la
subunidad B son las responsables en incrementar o disminuir la potencia neurotoxica, mientras
que variaciones en la subunidad A no tienen tantas repercusiones en esta caracteristica (Faure
etal., 1993). Ya que ambas subunidades de la crotoxina act@ian en sinergia, es imprescindible
estudiar su interaccion, pero también se les deben estudiar a detalle de manera individual para

comprender a fondo como es su mecanismo de accion.

Las “crotoxin like” y la sphenotoxina

Por otra parte, estudios recientes de vendmica revelan que existen otros géneros de vivoras con
venenos con toxinas “crotoxin-like” (Neri-Castro etal., 2019), de las cuales no existen
estructuras cristalograficas previamente reportadas (Fernadndez et al., 2010; Lomonte et al., 2015;
Yang et al., 2015a, 2015b). Las “crotoxin like” son toxinas que comparten ciertas caracteristicas
con la crotoxina clasica de Crotalus durissus terrificus como el hecho de que estdn conformadas
por un heterodimero no covalente, son neurotixocas en ratones, tienen reactividad inmunolégica
cruzada y actividad de fosfolipasa tipo Az (Of et al., 1990). El veneno de la vivora Ophryacus
sphenophrys, también llamada vibora de cuernos anchos o nauyaca de cuernos, contiene en su
veneno una ‘“crotoxin like” a pesar de que pertenece a un género distinto del Crotalus. Esto se
descubrio en 2019 mientras se caracterizaba su veneno por primera vez (Neri-Castro et al., 2019).

Esta serpiente se encuentra s6lo en una comunidad de Oaxaca (Cerro Perico) y aunque su veneno
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posee una toxicidad importante, no representa un problema de salud publica por su acotada
distribucion. Sin embargo, su veneno es de interés por contener la sphenotoxina, la cual al ser una
“crotoxin like” tiene propiedades toxicoldgicas de importancia y presenta diferencias que, si se
estudian a fondo, podrian dar informacion relevante sobre por qué los antivenenos comerciales
neutralizan mejor algunas crotoxinas que otras. A parte de ser interesante desde el punto de vista
evolutivo, el descubrimiento de las “crotoxin like” abren multiples preguntas interesantes como
[cudles son las principales diferencias de estas toxinas con respecto a la crotoxina clasica? ;qué
implicaciones tienen estos cambios a nivel estructural? ;tendran estos cambios algin efecto en su
mecanismo biologico? ;seran diferentes los efectos fisioldgicos en pacientes envenenados? jlos
antivenenos mexicanos comerciales seran igual de eficientes neutralizando los efectos de las

crotoxin like que con respecto a la crotoxina clasica?

Evolucion

Los componentes proteicos y las estructuras especificas conservadas de las toxinas no solo
brindan informacioén sobre su funcion, sino que brindan informacion sobre su historia evolutiva y
sobre su antigiiedad (Fry, 2005; Jackson etal., 2013). Los componentes conservados y
componentes similares en diferentes especies de vivoras no solo son interesantes por su
antigliedad sino por la presencia de toxinas que estan mas distribuidas de lo que antes se pensaba
(Neri-Castro et al., 2019). En este proyecto se estudiaran las diferencias estructurales de la
subunidad B de la sphenotoxina en comparacion con la subunidad B de la crotoxina clasica con la

que tiene una identidad de ~85% (Figura 1) en sus secuencias de aminodacidos.

CrotoxinaB HLLQFNKMIKFETRKNAIPFYAFYGCYCGWGGRGRPKDATDRCCFVHDCCYGKLAKCNTK 6@
SphenotoxinaB HLLQFNKMIKEETGKNAIPFYAFYGCYCGWGGSGKPKDATDRCCFEHDCCYGKLTNCNTK 6@

RRRRRokkokk ok KRk kokokkokkokokRkokokokokkokk ok k. okokkokokkkkokk  kkkkkRkK . . KKKk

CrotoxinaB WDIYPYSLKSGYITCGKGTWCEEQICECDRVAAECLRRSLSTYKYGYMFYPDSRCRGPSE 120
SphenotoxinaB WDIYSYSLKDGYITCGKGTWCEKEVCECDK - ---CLRRNLRTYKYGYMFYL-----~--- 1e7

RkkEK kkkdk KERAKKKKKKEEE . o o KKKk . kkkk ok kkkokkkkokKk

85% de identidad
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Figura 1 Alineamiento de secuencias de las subunidades B de la crotoxina clasica de Crotalus durissus
terrificus y la subunidad B de la sphenotoxina de Ophryacus sphenophrys

Secuencia parcial de aminoécidos de la subunidad B de la sphenotoxina de O. sphenophrys (Neri-Castro et al., 2019)
alineada con la subunidad B de la crotoxina de Crotalus durissus terrificus (PDB: 3ROL). Alineamiento de
secuencias con CLUSTAL OMEGA y porcentaje de identidad. (*) Coincidencia, (:) Existe una conservacion fuerte,
(.) Existe una conservacion débil, () no hay coincidencia. Colores en el alineamiento; Azul, aminoacidos &cidos;
rojo, aminodacidos hidrofdbicos o chicos; verde, aminoécidos con grupos hidroxilo, sulfhidrilo o amida; rosa,
aminocidos basicos.

Ya que se han encontrado “crotoxin like” en diferentes géneros de vivoras, se ha propuesto que la
crotoxina existe desde un ancestro perteneciente al “Viejo Mundo” de los vipéridos que migré
desde Asia al Norte de América por el Estrecho de Bering hace 22 millones de afios (Casewell,
2016; Lomonte et al., 2015). Estudios in silico sugieren que una sola mutacién pudo ser necesaria
para explicar a traves de un proceso filogenético completo, que algunas toxinas se modificaran y
se favoreciera la asociacion a una subunidad B, como es el caso de la mojave toxina A, la cual es
un homologo de la crotoxina (Whittington et al., 2018). De esta manera se puede plantear la
existencia de los heterodimeros, como el que conocemos en la crotoxina clésica. El hecho de que
algunas especies de viboras de cascabel contengan en su veneno a la crotoxina y otras no, puede
deberse a que hubo linajes independientes que causaran la pérdida de ciertos genes, en vez de
tratarse de una evolucion convergente (Casewell, 2016). El descubrimiento de “Crotoxin like” en
diferentes especies como B. nigroviridis, G. intermedius y O. sphenophrys es de interés desde la
perspectiva evolutiva porque aporta informacién que puede sustentar que los genes de la
Crotoxina ya existian en ancestros del “Nuevo Mundo” de vipéridos y que efectivamente, los
genes se perdieron en algunos linajes (Casewell, 2016). Estudios de genética sobre el nimero,
organizacion y expresion de los genes en serpientes de cascabel con venenos neurotdxicos y no
neurotoxicos revelan que, a pesar de que la mayoria de las serpientes de cascabel que se
encuentran en Norte América no presentan componentes neurotoxicos en sus venenos, los genes
especializados en codificar heterodimeros neurotoxicos ya existian desde antes de la aparicion de
las cascabeles, es decir, que existian en un ancestro comun de hace 22 millones de afios (Dowell
etal., 2016). Vivoras como Crotalus atrox y Crotalus adamanteus no presentan componentes
neurotoxicos, siendo asi ejemplos de como se perdieron los genes en los linajes de serpientes
(Dowell et al., 2016).
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Estructura y funcion

Ya que existen mutaciones individuales que pueden tener grandes implicaciones incluso en la
formacion de los heterodimeros como en el caso de la mojave toxina A (Whittington et al., 2018)
y la crotoxina, puede haber mutaciones que impliquen cambios estructurales que modifiquen su
funcionamiento. A pesar de que algunos aminoacidos se conserven e implican a nivel estructural
regiones relevantes para su funcidon y que a través de estas regiones conservadas se pueda
entender mas sobre el mecanismo de accion de las toxinas, es necesario estudiar los cambios de
aminoacidos a nivel estructural, en particular a nivel de cadenas laterales de los aminoécidos,
para entender por qué puede haber variaciones en la actividad biologica y potencia neurotoxica.
Estudios estructurales de las proteinas brindan informacion que puede correlacionarse con las
variaciones en la secuencia de aminoacidos (Rangel-Santos et al., 2004) y pueden ayudar a
entender por qué algunas son reconocidas y neutralizadas mas eficientemente por los antivenenos
que otras. El descubrimiento y el andlisis de diferencias estructurales pueden ser determinantes
para explicar variantes en la actividad bioldgica (Rangel-Santos et al., 2004) y también pueden
brindar informacién para el mejoramiento de diversos antivenenos. Por ejemplo, han sido
reportadas previamente las estructuras cristalograficas de ambas subunidades de la crotoxina
clasica y algunas de sus isoformas, lo cual ha sido relevante para entender sobre su mecanismo de
accion (Nemecz et al.,, 2020). La estructura cristalografica reveld los sitios de interaccion
hidrofébica y polares entre ambas subunidades y mostr6 que la subunidad A impide fisicamente
que la subunidad B tenga actividad de PLA> (Faure y Saul, 2011). También, las diferencias
estructurales podrian explicar por qué en los diferentes accidentes ofidicos son necesarios
diferentes cantidades de antiveneno y podrian predecir si se requiriesen mas de los que se aplican
inicialmente. Ya que existen diferencias entre este tipo de toxinas que tienen una implicacion
directa en su actividad, es de gran utilidad realizar estudios estructurales que brinden informacion
para dilucidar su mecanismo de accion.

En este proyecto se intentard avanzar en el entendimiento de las implicaciones que tienen los

cambios estructurales en las toxinas que tienen altos porcentajes de identidad entre si.
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ANTECEDENTES

Lo que se sabe de la crotoxina clasica

Como ya se menciond, la crotoxina cldsica es una P-neurotoxina heterodimérica ampliamente
estudiada con actividad de fosfolipasa (PLAz). Tiene una subunidad B (basica) con actividad
catalitica y una subunidad A (4cida), sin actividad catalitica que se asocian de manera no
covalente mediante interacciones hidrofobicas e interacciones polares (Faure y Saul, 2012). Este
tipo de fosfolipasas catalizan la hidrolisis del enlace éster sn-2 de fosfolipidos, liberando asi un
acido graso y un liso fosfolipido (Berg et al., 2001; Dennis et al., 2011). Se han reportado las
estructuras cristalograficas de ambas subunidades como heterodimero y algunas de las isoformas
de la subunidad B (Faure et al., 2011; Nemecz et al., 2020). También se han realizado estudios de
caracterizacion funcional en donde para probar la actividad miotdxica, se midié el incremento de
la proteina creatina cinasa (CK) en suero después de la administracion de la toxina, ya que ésta es
indicativa de dafio muscular. Se observé la mayor concentracion a las 4 horas de la
administracion (Rangel-Santos et al., 2004). Por otra parte, el efecto neurotdoxico se ha medido
con preparacion de nervio frénico midiendo la inhibicidon de la contraccion nerviosa, resultando
con una Too 58.9 minutos (Neri-Castro et al., 2019) y la dosis letal media (DLso) estd reportada
con un valor de 0.08 png/g (Rangel-Santos et al., 2004).

Las “crotoxin like” identificadas hasta ahora

En estudios recientes se caracterizaron los venenos de 3 especies de serpientes endémicas de
México del género Ophryacus: O. undulatus, O. smaragdinus 'y O. sphenophrys. En la Figura 2 se
muestra la composicion del veneno de O. sphenophrys, ya que es la especie de interés para este
proyecto. Estudios de protedmica revelaron una nueva “crotoxin like” llamada sphenotoxina, una
toxina similar a la crotoxina de C. durissus terrificus, siendo O. sphenophrys, una de las cuatro
especies de vivoras que no pertenecen al género Crotalus o Sistrurus con una ‘“crotoxin like”
(Neri-Castro et al., 2019), junto con las serpientes Bothriechis nigroviridis (nigroviriditoxina)
(Lomonte et al., 2015), Gloydius intermedius (gintexina) (Yang etal., 2015b) y Mixcoatlus

melanurus (melanurutoxina) (Neri-Castro et al., 2020) Tabla 2. En la Figura 3 se muestran el
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alineamiento de las secuencias de las “crotoxin like” excepto de la melanurutoxina ya no ha sido
reportada hasta ahora. Por otra parte, la letalidad de cada una de estas ha sido obtenida como se
muestra en la Tabla 2 siendo la nigroviriditoxina la menos letal de las “crotoxin-like” (~5 veces

menos letal que la crotoxina y con un porcentaje de identidad del 80%).

Vesppryn
0.2%

Figura 2 Composicién proteica del veneno de y fotografia de O. sphenophrys

Representacion de la abundancia relativa de las familias de proteinas en el veneno de O. sphenophrys. SVMPs:
metaloproteasas; SVSPs: serinoproteasas; LAAO: L-amino acido oxidasa; CRISP: proteinas secretoras ricas en
cisteina; sphenotoxina: “Crotoxin-like”; PLA,: fosfolipasa de tipo A;; VEGF: factor de crecimiento endotelial
vascular; Vesp: vespryna/ohanina; Unk: proteinas desconocidas. Grafica adaptada de (Neri-Castro et al., 2019).
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

Nigroviriditoxina NLLQFNRMIKLETKKNAVPFYAFYGCYCGWGGQGQPKDATDRCCFEHDCCYGKLTKCNTK 60

Sphenotoxina HLLQFNKMIKEETGKNAIPFYAFYGCYCGWGGSGKPKDATDRCCFEHDCCYGKLTNCNTK 60

Crotoxina HLLQFNKMIKFETRKNAVPFYAFYGCYCGWGGQGRPKDATDRCCFVHDCCYGKLAKCNTK 60

Gintexina HLLQFNKMIKVETGKNAIPFYAFYGCYCGWGGRGRPKDGTDRCCFVHDCCYGKLPNCNTK 60
SRR ROk SRk Rk L loRCROIOoIRRCRSORKRORE Sk ook ookl SololoroRRkok L ekokok

Nigroviriditoxina SDLYSYSSKYGFLLCGKGTWCEEQICECDRIAATCLRRSLDTYKLKYMFYLDSYCKGPSE 120

Sphenotoxina WDIYSYSLKDGYITCGKGTWCEKEVCECDK--C-LARRNLRTYKYGYMFYL--------- 108

Crotoxina WDIYRYSLKSGYITCGKGTWCEEQICECDRVAAECLRRSLSTYKNGYMFYPDSRCRGPSE 120

Gintexina WDIYPYSLKDGYITCGKGTWCEKQICECDRVAAECLRRNLSTYKYRYMFYLDSRCTGPSE 120
Kook Rk ko k.. RECRRRERK . .4 HOKOKK, Kk Kk ® KKk

Nigroviriditoxina KC 122

Sphenotoxina -- 108

Crotoxina TC 122

Gintexina KC 122

Figura 3 Alineamiento de subunidades B de “crotoxin like”

Se muestra el alineamiento en Clustal Omega (1.2.4) de la secuencia de aminoécidos de las subunidades B de las
“crotoxin like” reportadas: crotoxina de Crotalus durissus terrificus (como referencia), gintexina de Gloydius
intermedius, nigroviriditoxina de Botriechis nigroviridis y secuencia parcial de sphenotoxina de Ophryacus
sphenophrys. (*) Coincidencia, (:) Existe una conservacion fuerte, (.) Existe una conservacion débil, ( ) no hay
coincidencia. Colores en el alineamiento; Azul, aminoacidos &cidos; rojo, aminoacidos hidrofdbicos o chicos; verde,
aminoacidos con grupos hidroxilo, sulfhidrilo 0 amina; rosa, aminoacidos basicos.

Tabla 2 “crotoxin like”

Especie Nombre DLso Via de administracion
Crotalus durissus terrificus Crotoxina 0.08-0.65 pg/g iv
Ophryacus sphenophrys Sphenotoxina 0.16 pg/g iv
Mixcoatlus melanurus Melanurutoxina 0.31 pg/g iv
Gloydius intermedius Gintexina 0.45 pg/g i.p
Bothriechis nigroviridis Nigroviriditoxina 2.2 ng/g iv

Especies de vivoras con “crotoxin like” y su dosis letal media en ratones (Lomonte et al., 2015; Neri-Castro et al.,
2019, 2020; Yang et al., 2015b). Vias de administracion: i.v, intravenoso; i.p, intraperitoneal.

La sphenotoxina al igual que la crotoxina, es una fB-neurotoxina heterodimérica con actividad de
fosfolipasa (PLA2) con una subunidad A, también llamada crotapotina, de 9.5 kDa y una
subunidad B de 14.264 kDa. La subunidad B tiene un ~85% de identidad en secuencia de

aminodacidos con la subunidad B de la crotoxina mientras que de la subunidad A tiene un 74% de
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identidad con la subunidad A de la crotoxina. Con el veneno completo de O. sphenophrys se
realizaron estudios de neurotoxicidad, actividad proteolitica, letalidad, actividad de fosfolipasa y
dosis minima coagulante, mientras que con la sphenotoxina purificada se evaluoé la DLso (0.16
(0.1-0.19) ng/g para el dimero A+B y 0.49 (0.47-0.5) para la subunidad B aislada, actividad de
PLA> (34 +£ 8.3 U/mg para el dimero A+B, 174 + 17.5 para la subunidad B aislada) y
neurotoxicidad (Too 74.6 minutos) (Neri-Castro et al., 2019). Estos estudios aparte de caracterizar
a la toxina, brindan informacion que resaltan sus particularidades en comparacion con otras
proteinas homologas. Las diferencias en secuencias de aminoacidos de las proteinas estan
relacionadas con diferencias en las estructuras tridimensionales y, por tanto, con su funcién. En
particular, las mutaciones en la subunidad B de la crotoxina estan implicadas en diferencias en la

funcion (Nemecz et al., 2020).

Mecanismo de accion

La toxicidad del complejo depende de la interaccion entre ambas subunidades. La subunidad A, a
pesar de no tener actividad catalitica, incrementa la neurotoxicidad del complejo y disminuye la
actividad de PLA, (Neri-Castro et al., 2019). Las B-neurotoxinas bloquean de la liberacion del
neurotransmisor acetilcolina en las neuronas periféricas de la union neuromuscular del musculo
estriado, causando paralisis generalizada y respiratoria y, en algunos casos, muerte por asfixia. El
mecanismo de accioén de las B-neurotoxinas alin no estd completamente comprendido (Sampaio
et al., 2010), pero se ha reportado que la toxina puede interactuar con alta afinidad con proteinas
de los botones presinapticos de las neuronas blanco (Sribar y Krizaj, 2011). La estructura
cristalografica reveld los sitios de interaccion hidrofobica y polares entre ambas subunidades y
mostré6 que la subunidad A impide fisicamente que un sitio importante de la subunidad B
interactiie con los fosfolipidos de membrana, permitiendo que la subunidad B se asocie a un
receptor especifico de 48 kDa (R48) en la membrana presinaptica de la union neuromuscular.
Una vez formada la interaccion entre ambas subunidades y el receptor, la subunidad A se disocia,
permitiendo que la subunidad B presente actividad catalitica (Faure y Saul, 2011). Se observo
que hay ciertos aminodacidos criticos para la estabilizacion del complejo de A y B, como W31,

W70 de la subunidad B (isoforma CBd) que interactian con D99 y D89 de la cadena B de la
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subunidad A (isoforma CA2) (Faure et al., 1993). También W36 de la subunidad A es importante

para estabilizar el complejo (Faure et al., 2011).

Para que las PLA> de venenos de viboras como la crotoxina ejerzan su funcion, tienen que actuar
en la interfase entre el agua y la bicapa lipidica de la membrana celular. A pesar de que estas
enzimas pueden hidrolizar fosfolipidos de uno a la vez, en estas condiciones estas fosfolipasas
tienen una gran actividad en sustratos que estan de forma agregada (como en la bicapa lipidica).
Este fenomeno es llamado “activacion interfacial” (Berg et al., 2001; Verger, 1976). Se sabe que
la superficie de la enzima puede interactuar con alrededor de 20-40 fosfolipidos a la vez, aunque
para que pueda ocurrir la catalisis, uno de los fosfolipidos tiene que ser “arrancado” de la
membrana para poder transportarse por un canal especifico llamado “canal hidrofobico”, el cual
estd formado por las hélices H2 y H3 (Lambeau y Gelb, 2008). Una vez sucedido esto, la
hidrolisis de los fosfolipidos de la membrana ocurre mediante un ataque nucleofilico que rompe
el enlace éster sn-2. Para que ocurra esto, la diada catalitica de H/D activa una molécula de agua.
Para lograr esta activacion también es necesario un ién de Ca*? (Lambeau y Gelb, 2008; Scott
et al., 1990). El sitio catalitico no solo depende de la diada mencionada, si no que se trata de una
red catalitica formada por H48, D49, Y52 y D99. El loop de unién a Ca*? estd conformado por
Y28, G30 y G32 junto con D49 del sitio catalitico (Berg et al., 2001).

Algunos estudios demuestran que la neurotoxicidad no se puede explicar inicamente estudiando
la actividad catalitica de la subunidad B de la crotoxina. Se sabe que Y22 de la subunidad B
(Tzeng et al., 1995) y el carboxilo terminal (Curin-Serbec et al., 1994) tienen un papel importante
para la neurotoxicidad. De hecho, hay estudios que reportan que el carboxilo terminal es
responsable de la neurotoxicidad de una B- neurotoxina de Vipera ammodytes ammodytes
(Prijatelj et al., 2006; Saul et al., 2010).

Estructura tridimensional e isoformas

Existen también diferencias en actividad enzimatica entre crotoxinas de subespecies diferentes
por esta misma razon (Rangel-Santos et al., 2004), asi como diferencias en actividad en isoformas

de crotoxina (Nemecz et al., 2020). Las estructuras cristalograficas de las isofrormas de la
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subunidad B de la crotoxina (CBaz, CBb, CBc, CBd) revelan que existen ciertas estructuras
secundarias conservadas como las a-hélice A en el amino terminal, seguida de una a-hélice B
corta, un dominio o “loop” de unidén a Ca*?, una a-hélice C larga, una estructura p-plegada de dos
hebras antiparalela, una a-hélice D larga (antiparalela a la a-hélice C) y una extension en el
carboxilo terminal, siendo la estructura completa estabilizada por la formaciéon de 7 puentes
disulfuro. También se revelan 5 regiones de mayor variabilidad (flexibilidad) entre estas 4
isoformas de la subunidad B (Nemecz et al., 2020). Por otra parte, la subunidad A pasa por
modificaciones post-traduccionales siendo formada por 3 cadenas polipeptidicas unidas
covalentemente denominadas a, B, ¥ de 39, 35 y 14 aminoacidos respectivamente (Figura 4)
(Bouchier et al., 1991; Faure et al., 1991) y también existen 4 isoformas (CA1, CA2, CA3, CA4)
como para la subunidad B (Faure y Bon, 1988). Las cadenas o y B de la subunidad A (25
aminoacidos que hacen contacto directo con la isoforma CBd) contribuyen a ocultar la interfase
de la subunidad B antes de interactuar con el receptor (Bouchier et al., 1991; Faure et al., 1991).
La cristalizacion de la crotoxina es un proceso retador precisamente por la variedad de isoformas
y el grado de pureza al que se debe llegar para poder generar un cristal de buena calidad. Para la
purificaciéon de las isoformas se utilizd cromatografia de exclusion molecular (CEM) y

cromatografia de intercambio anidnico (CIA) (Faure et al., 2011).

Figura 4 Representacion de la estructura de la crotoxina clasica

Estructura tridimensional de la crotoxina donde se observa la subunidad B en rosa y la subunidad A se ve
representada con los 3 péptidos que la conforman: verde: o, naranja: B, azul: ¥. PDB: 3ROL.
https://www.rcsb.org/structure/3ROL
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Cristalizacion

Multiples isoformas de la crotoxina clasica se han logrado cristalizar en diferentes condiciones.
Muestras liofilizadas de CB de disolvieron en agua destilada a una concentracion de 10 mg/mL.
Se utilizd la técnica de gota colgante y difusion de vapor y se dejé por 20 dias a 17.85 °C. Los
cristales se formaron en la condiciéon de 0.1 M Tris HCI pH 9.0 y 11.0% (w/v) PEG 8000.22
(Marchi-Salvador et al., 2008). Por otra parte, la isoforma CBd se disolvié en 20 mM Tris (pH
7.4), NaCl 300 mM y 0.02% DDM a una concentracion de 4.2 mg/mL. Utilizando Kits
MemGeold, los cristales crecieron dentro de 8-10 dias. Los mejores cristales se obtuvieron con el
método de gota colgante y difusién de vapor con las condiciones de 21% (v/v) PEG 400, NaCl
0.1 M, acetato de sodio 0.18 M, y Tris 0.1 M (pH 8.0). Los cristales crecieron en 7 semanas a 4
°C (Nemecz et al., 2020). También se han realizado cristales con el complejo CA>CBb, donde se
utilizé el mismo método de cristalizacion, donde la proteina se disolvio en fosfato de sodio 0.05
M pH 6.5, quedando en una concentracion de 4.1 mg/mL. Se consiguieron cristales en las
condiciones de 30% PEG 4000, acetato de sodio 0.1 M (pH 4.6) y MgCl. 0.1 M. Los cristales
crecieron en 2 semanas a 17 °C (Faure et al., 2011). Por otra parte, también se han hecho cristales
de PLA: de otras serpientes como de Bothrops pirajai, donde se utiliz6 el mismo método de gota
colgante en las condiciones de 20% 2-propanol, 20% PEG 4000, citrato de sodio 0.1 M a pH 5.6
a una concentracion de 10 mg/mL a 17.85 °C. Luego se refinaron las condiciones y se observo
que con las condiciones para generar cristales de mejor calidad fueron de 18% 2-propanol, 21%
PEG 4000 y citrato de sodio 0.1 M a pH 5.3 (Rigden et al., 2003). En la literatura se reportan
casos de cristales formados con tetrdmeros de subunidad B de crotoxina con una mezcla de las
isoformas CB1 y CB2 (Marchi-Salvador et al., 2008). A pesar de que se han logrado generar
cristales con mas de una isoforma, se considera que es mejor conseguir isoformas puras, pues a
pesar de que la crotoxina fue la primera proteina de veneno de serpiente en ser cristalizada (Figura
5) (Slotta y Fraenkel-Conrat, 1938), hubo grandes retos en los primeros intentos de cristalizacion
debido a la gran cantidad de isoformas que contiene el veneno donde al menos del complejo

completo podrian existir 16 variantes (Faure y Bon, 1987).
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Figura 5 Cristales de crotoxina

Se muestran Cristales de crotoxina, la primer proteina de veneno de serpiente en ser cristalizada en 1938 (Slotta y
Fraenkel-Conrat, 1938).

La importancia de las diferencias estructurales

Ya que el mejoramiento de antivenenos es una de las aplicaciones que resaltan debido a sus
implicaciones sanitarias, se realizaron estudios con anticuerpos para probar su capacidad
neutralizante y de reconocimiento. Dos estudios previos sugieren que la sphenotoxina y la
crotoxina son neutralizados de distinta forma. Se realizaron neutralizaciones de un suero de
conejo anti-Crotalus mictlantecuhtli contra varios venenos de especies con ‘“crotoxin-like”,
siendo Ophryacus sphenophrys la especie que mas suero necesito para lograr dicha neutralizacion
(Neri-Castro et al., 2019). Por otro lado, se demostrd que el reconocimiento de un anticuerpo
monoclonal (4F6) es capaz de reconocer las “crotoxin-like” de especies de cascabel, pero no la de
sphenotoxina, mostrando que la estructura o el epitope reconocido es distinto (Neri-Castro et al.,
2019; Ponce-Lopez et al., 2020). En otros estudios mediante la técnica de ELISA y SPR
(“Surface Plasmon Resonance”), se ha utilizado el anticuerpo monoclonal (A56.36), que
reconoce la subunidad A de la crotoxina, y se ha visto que este neutraliza la toxicidad mediante la
disociacién del complejo, ya que el anticuerpo bloquea la uniéon de ambas subunidades,

compitiendo con la subunidad B por la union a la subunidad A (Choumet et al., 1992).
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HIPOTESIS

e La caracterizacion de la subunidad B de la sphenotoxina y su comparacion con la
subunidad B de la crotoxina clasica dard informacion relevante sobre su mecanismo de
accion y las diferencias en capacidad neutralizante de antivenenos, neurotoxicidad y

actividad de fosfolipasa.

OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

e Caracterizar la subunidad B de la sphenotoxina a nivel bioquimico/estructural y analizar

las diferencias con respecto a la crotoxina clésica.

4.2 Objetivos particulares

e Generar modelos in silico de la Subunidad B de la sphenotoxina.

e Obtener la estructura tridimensional de la subunidad B de la sphenotoxina de manera
experimental utilizando la técnica de cristalografia de rayos X.

e Analizar las diferencias entre los aminoacidos de los sitios cataliticos, aminodcidos que
interactian entre las subunidades A y B y aminoécidos externos.

e Determinar la DLso, y actividad de PLA> de la subunidad B de la sphenotoxina
comparados con la subunidad B de la crotoxina.

e (Comparar la capacidad neutralizante y de reconocimiento de dos antivenenos mexicanos
para vipéridos (Antivipmyn de Laboratorios Silanes y Faboterapico Polivalente
Antiviperino de BIRMEX) y el anticuerpo monoclonal 4F6 con las subunidades B de

sphenotoxina y crotoxina.
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METODOLOGIA

5.1 Venenos, antivenenos y anticuerpo monoclonal

Se hizo una mezcla de veneno de 4 ejemplares adultos y 2 juveniles de O. sphenophrys
provenientes de Cerro Perico, Oaxaca, los cuales se resguardaron a -70°C. Por otra parte, se
realiz6 una segunda mezcla de venenos de ejemplares provenientes de la misma localidad, donde
se extrajo el veneno de 3 ejemplares juveniles y un adulto, las muestras se liofilizaron hasta su
uso. Ya que los ejemplares son de acotada distribucion y hay escasos ejemplares en cautiverio,
las muestras de veneno se consiguieron en tiempos diferentes. Por esta razdn se realizaron 2
mezclas de veneno en vez de 1.

Se utilizaron los dos antivenenos comerciales mexicanos para realizar las pruebas de
reconocimiento y neutralizacion de las toxinas. Estos son: Antivipmyn (laboratorios Silanes) y
Faboterapico polivalente antiviperino (BIRMEX). Del antiveneno Antivipmyn se utilizo el lote:
B-0D-32 MAR/24 y de BIRMEX se utiliz el lote: FV043A SEP-20. Ambos antivenenos se
obtuvieron en frascos con 35 mg de producto liofilizado, el cual se resuspendié en 10 mL de agua
destilada. Por otra parte, el anticuerpo monoclonal 4F6 que reconoce la subunidad B de la
crotoxina clasica de Crotalus durissus terrificus se encontraba conservado a -70°C resuspendido

en agua destilada.

5.2 Cuantificacion de proteina

La determinacion de la concentracién de las toxinas se hizo mediante la cuantificacion por BCA
(&cido bicinconinico). Este método se basa en el principio del reactivo de Biuret, en donde
gracias a la reduccion de atomos de cobre por las proteinas en un ambiente alcalino, se genera un
color morado caracteristico que se puede medir a 562 nm (Smith et al., 1985). Se utilizo el kit
Pierce® Bicinchoninic Acid (BCA) Protein Assay (Thermo Scientific), donde se utilizaron

estandares marcados por el protocolo.
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» Se utilizaron 5 estandares y 3 muestras de proteina por duplicado. Para la solucion
estandar se utilizaron los reactivos A 'y B en una proporcion 50:1 respectivamente. Se
utilizaron los estandares de 20, 40, 80, 160 y 320 ug/mL.

» Se midieron las muestras a 280 nm para estimar las diluciones que se tienen que hacer de
las muestras. La subunidad B1 de sphenotoxina se diluy6 1:10, la subunidad B2 de la
sphenotoxina se diluy6 1:50 y la subunidad B de la crotoxina 1:3.

» Se midieron las absorbancias de la placa a 562 nm y se obtuvieron las concentraciones.

5.3 Purificacion de la subunidad B de la sphenotoxina

A) Exclusion molecular

» Se utiliz6 una columna de vidrio de 0.9 cm de didmetro y 1.8 m de altura con una
capacidad de volumen 130 ml ajustada a un flujo de 12.5 mL/h de PBS 1x con la resina
Sephadex G75, donde se agregaron 88.6 mg de veneno completo de Ophryacus
sphenophrys en un volumen de 1 mL de PBS 1X. Las fracciones se monitorearon a 280

nm por 12 h y se recolectaron utilizando el equipo F9-R General Electric Company®.

Los datos de la exclusion molecular se graficaron utilizando el programa GraphPad Prism
8 y con base en los resultados se distinguieron 4 fracciones principales. Las fracciones se
liofilizaron para conservarlas y se resuspendieron en agua destilada al momento de su uso.
» Las fracciones obtenidas de exclusién molecular se probaron en grupos de 3 ratones CD1
(18-20 g) para observar sus efectos. La fraccion de interés (FII) que fue con la que los
ratones presentaron efectos de neurotoxicidad (paralisis flacida) fue la que se utilizo para

seguir los pasos de la purificacion de la subunidad B de la sphenotoxina.
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B) RP-HPLC de la fraccion de interés

> Para RP-HPLC se utilizo la columna Vydac (Cis de 4.6 x 250 mm, area 4.15 cm?). Se
utilizd un gradiente con 2 solventes: solvente A (H2O con &cido trifluoroacético (TFA)
0.1%) y solvente B (100% acetonitrilo) de la siguiente manera: 0% B por 5 minutos, 0-
10% B en 10 min, 15-45% B por 60 min, 45-70% B por 10 min, 70% B por 9 min. Las
fracciones fueron colectadas manualmente, monitoreadas a 214 nm. Fueron secadas por
evaporacion y posteriormente se resuspendieron en agua destilada para cuantificarse
(Castro et al., 2013; Lomonte et al., 2015; Rivas et al., 2017).

» Se realiz6 SDS-PAGE 15% en condiciones reductoras y no reductoras para verificar la
pureza de las fracciones obtenidas de RP-HPLC. También se obtuvieron las masas de las
muestras mediante espectrometria de masas (MALDI TOF).

Los pasos para la purificacion de la subunidad B de la sphenotoxina se muestran en la Figura

6.
CEM
RP-HPLC MALDI-TOF
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purificad
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Figura 6 Procedimiento para la purificacion de la subunidad B de la sphenotoxina

Procedimiento para la purificacién de la subunidad B de la sphenotoxina. Se muestran los pasos en orden;
cromatografia de exclusién molecular (CEM), pruebas de los efectos de las fracciones en ratones CD1, seguido de
cromatografia de fase reversa liquida de alta resolucién (RP-HPLC) de la fraccion de interés. Analisis de la pureza de
la muestra mediante SDS-PAGE 15% en condiciones reductoras y no reductoras y mediante espectrometria de masas
(MALDI-TOF).
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5.5 Transferencia a membrana de PVDF

>

Se prepar0 buffer de transferencia CAPS (inmobilom-P) para 600 mL. Para esto se
presaron 1.32 g de CAPS (10 mM) y se ajusté el pH a 11 con NaOH 10 N. Se agregaron
120 mL de metanol.

Se realiz6 un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%) con la proteina de interés (25 pg).
La membrana de PVDF (fluoruro de polivinilideno) se sumergié en metanol puro por 20
segundos y luego se sumergio6 en buffer CAPS.

Se utiliz6 papel filtro (3M) del tamano del gel. Estos se sumergen en buffer CAPS por 5
minutos.

Una vez teniendo el gel, la membrana y el papel filtro se colocd en la camara de Western
Blot de la siguiente manera: 3 papeles filtro, membrana de PVDF, gel, 3 papeles filtro.

La camara se conecto a la fuente de poder y se dejo transferir la muestra por 1 hora a 400
mAmps.

Para revelar las proteinas la membrana se tifid con rojo de Ponceau (1 minuto en
agitacion) y se dejé en solucién de destincién (10% isopropanol, 10% é&cido acético) por

un dia.

5.6 Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

El reconocimiento de los antivenenos (Antivipmyn (Silanes) y Faboterapico polivalente

(BIRMEX)) y el anticuerpo monoclonal 4F6 se midieron mediante la técnica de ELISA como

esta descrito en (Borja et al., 2018; Rivas et al., 2017).

Se utilizaron placas de 96 pozos de la marca SPL life sciences®, las cuales fueron
sensibilizadas con 2 pg/mL de las toxinas de interés utilizando buffer de sensibilizado. Se
agregaron 100 pL en cada pozo y se incubaron las placas por 1 h a 37°C.

Se realizaron lavados por triplicado con buffer de lavado.

Se agregd a cada pozo 200 uL de buffer de bloqueo y se dejaron incubar las placas por 2
hsa 37 °C.

Se realizaron lavados por triplicado con buffer de lavado.
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Se prepard la solucion con anticuerpo primario (Antivipmyn, BIRMEX y anticuerpo
monoclonal 4F6). Para Antivipmyn y BIRMEX se agregaron 100 puL en cada pozo a 500
ug/mL, haciendo diluciones 1:3, mientras que para el anticuerpo monoclonal 4F6 se
agregaron 200 ug/mL y se hicieron diluciones 1:2. Las placas se incubaron por 1 h a
37°C.

Se realizaron lavados por triplicado con buffer de lavado.

Se prepar6 la solucion con anticuerpo secundario (anti-caballo y anti-raton acoplados a
HRP) haciendo dilucion 1:5,000 para Antivipmyn y BIRMEX y 1:4,000 para anticuerpo
monoclonal 4F6.

Se realizaron lavados por triplicado con buffer de lavado.

Para el revelado de las placas se utilizo ABTS (75 uL por 10 mL de buffer ABTS) y
peroxido de hidrogeno (4 pL por cada 75 pL. de ABTS). La reaccion se detuvo con 30 pL
de SDS 10% a los 20 min para posteriormente leer las placas a 405 nm.

5.7 Actividad de PLA2 mediante método titulométrico

La actividad de PLA> se midi6 con el método titulométrico con yema de huevo, donde se reporta

en unidades especificas definidas como umolas de NaOH consumidas por minuto por miligramo

de toxina. Las umolas de NaOH consumidas son directamente proporcionales a la cantidad de

acidos grasos liberados por accion de la actividad de PLA, (Bénard Valle, 2009; Shiloah et al.,

1973).
>

Se prepararon 150 mL de buffer estandar (0.1 M NaCl, 0.01 M CaCl, 0.1% triton). Se
separ6 una yema de huevo separandola de la clara y secando la membrana con papel
secante y se pes0. Se preparo la solucidn de sustrato para actividad de PLA? con el buffer
estandar con 10% yema de huevo.

Para medir la actividad se colocaron en agitacion 500 pL de la solucién con yema de
huevo y se ajust6 el pH (8.00, 8.02, 8.03, dependiendo de la enzima a medir) con NaOH
50 mM.

Se agregaron las toxinas de interés a la muestra en agitacion y se tomo el tiempo que tardo
la muestra en alcanzar un pH de 7.99. Se hicieron 3 repeticiones con medicion de 5

tiempos (vueltas).
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Los datos se analizaron utilizando Excel y GraphPad Prism 8 para conseguir la actividad
de PLA..

5.8 Actividad de PLA2 mediante 4-NOBA

El é4cido 4-nitro-3-octaoiloxybenzoico se utilizd como sustrato para medir la actividad de PLA>

de las subunidades B de sphenotoxina y crotoxina clasica (Holzer y Mackessy, 1996; Lomonte

et al., 2012; Neri-Castro et al., 2019).

Se preparo buffer Tris-HCI 0.01 M, CaCl>0.01 M, NaCl 0.1 M, pH 8.0.

Se disolvio el sustrato 4-NOBA (4-nitro-3-octanoyloxy-acido benzoico) en acetonitrio a 1
mg/ml, quedando a una concentracion final de 0.32 mM (100 pg/mL).

Se agregaron 200 ul de buffer, 25 ul de sustrato y 25 pl de muestra (15 ug de PLA>2) en
una placa.

La muestra se incubd a 37°C y se ley0 la absorbancia a los 10, 20, 30 y 60 min a 405 nm.

Los valores se multiplicaron por un factor arbitrario de 10.

5.9 Secuenciacion, espectrometria de masas y alineamiento

La secuenciacias de las isoformas de subunidad B de la sphenotoxina se obtuvieron mediante

degradacion de Edman con un secuenciador de proteina PPSQ-31A (Shimadzu). Para esto se

realizo el protocolo de reduccion y alquilacion con las siguientes condiciones:

>

Se disolvio la muestra (200 pg de B2 y B1 por separado) en Tris-HCI 200 mM a pH 8.6
con 1 mg/ml de EDTA 6 M cloruro de guanidinio (agente reductor).

Se agregd 0.5 mg de DTT (ditiotreitol) disuelto en em mismo buffer (50 pL).

Se burbujed la muestra con N2 por 5 minutos. Se tapa la muestra y se colocé a 55 °C por
45 minutos.

Se agreg6 acido iodoacético 5 mg disuelto en el mismo buffer. Se cubre de la luz con
aluminio, se mezcla y se dejé en reposo a temperatura ambiente (25 °C) por 30 minutos.
Se separ6 la mezcla de los otros reactivos en una columna de biogel equilibrada con 4cido

acético al 20%.
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Se realiz6 digestion enzimadtica con la proteasa V8 para la secuenciacion de los péptidos por

degradacion de Edman. Para determinar las masas de las subunidades B aisladas de la

sphenotoxina se utilizd espectrometria de masas (MALDI-TOF-TOF 4800 Proteomics Plus)

con LCQ Fleet Ion Trap. El alineamiento de las secuencias se realizé con el servidor Clustal

Omega (EMBL-EBI).

6 Pruebas de cristalizacion

>

Las pruebas de cristalizacion se realizaron con el método de “micro batch” utilizando
el kit de cristalizacion Index™ el cual se eligié ya que contiene condiciones similares
a las que se han utilizado para generar cristales de crotoxina y sus isoformas, asi como
PLA; de otras especies de serpientes. Las pruebas se realizaron en placas de 96 pozos.
La sphenotoxina purificada se resuspendi6 en Tris HC1 20 mM a pH 7.3, quedando a
una concentracion de 11 mg/ml.

Se agregd 1 pL de muestra a cada uno de los pozos, junto con 1 pL de la condicion de
cristalizacion. Finalmente, se agreg6 una gota de parafina para cubrir la muestra. Las
pruebas se dejaron a 18 °C.

Con los resultados de las primeras pruebas de cristalizaciéon se plantearon nuevas
matrices y la proteina se resuspendi6 en Tris HCl 20 mM a pH 7.3 quedando a una
concentracion de 19 mg/ml.

Las pruebas de cristalizacion se observaron después de un mes.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Purificacion

En la Figura 7 se muestran los cromatogramas superpuestos de RP-HPLC de las 2 mezclas de
veneno de O. sphenophrys que se utilizaron para la purificacion de la subunidad B de la
sphenotoxina. Al minuto 56 se identifico el pico de interés, que corresponde con lo descrito en la
literatura (Neri-Castro et al., 2019). Estos cromatogramas superpuestos muestran que a pesar de
que hay algunas variaciones entre las mezclas de venenos (en composicion y proporcion), el
componente de interés esta presente en ambos. Una vez sabiendo esto se continud con el proceso

de purificacion.
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Figura 7 Cromatograma de RP-HPLC de veneno de O. sphenophrys

Se muestran 2 Cromatogramas superpuestos donde se observa el perfil de las 2 mezclas de venenos utilizados para la
purificacion de la subunidad B de la sphenotoxina. Los perfiles se observan a 280 nm y se dejaron correr por 95 min.

Los resultados de exclusion molecular mostraron cuatro fracciones principales, las cuales fueron
analizadas por SDS-PAGE (Figura 8). Se puede observar que los componentes proteicos fueron
separados por peso, en la F1 se observan bandas de 35-247 kD que con base en reportes
anteriores podria tratarse de serino proteasas, metaloproteasas y L-amino oxidasas (Neri-Castro
et al., 2019). En la fraccion II se observan bandas de 12-50 kDa, donde aparte de serino proteasas
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se encuentran las PLA>. La subunidad B de la sphenotoxina se sefiala con flechas negras
alrededor de las 14 kDa. (Neri-Castro et al., 2019). Las fracciones III y IV no se observan bandas
mas que las misma de ~14 kDa que se encuentran en las fracciones II y III, en condiciones
reductoras. Posteriormente, se inyectaron grupos de 3 ratones de la cepa CD1 (20 pg por raton en
PBS 1X) de cada una de las fracciones. Las fracciones que mostraron neurotoxicidad (fraccion II
y III) fueron analizadas mediante RP-HPLC como se mostrara mas adelante. En la Tabla 3 se
muestran los mg de las 4 fracciones recuperadas de CEM donde se observa que se recupera el
98% de la muestra (86.9 mg de 88.6 mg) siendo la fraccion II de la que se obtuvo mayor cantidad

con respecto a las otras (48.6 mg). Las fracciones fueron liofilizadas y almacenadas a -70°C hasta

Su uso.
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Figura 8 Cromatograma de cromatografia de exclusién molecular

A) Cromatograma con columna de exclusion molecular de 0.9 cm de diametro y 1.8 m de altura con una capacidad
de volumen 130 mL ajustada a un flujo de 12.5 mL/h de PBS 1X. Se utilizo la resina Sephadex G75. B) SDS-PAGE
15% Condiciones no reductoras carriles: 1 MPM, 2 V.C, 3 FI, 4 FII, 5 FIII, 6 FIV. C) SDS-PAGE 15% Condiciones
reductoras carriles: 1 MPM, 2 V.C, 3 FI, 4 FII, 5 FIII, 6 FIV. De V.C se cargaron 25 pug y de todas las fracciones 15

ne.

Tabla 3 Fracciones recuperadas de CEM
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Fracciones mg/mL Volumen (mL) obtenidos por fraccion Cantidad/fraccion (mg)
FI 0.9 12 11.1
FII 1.3 375 48.6
FIII 0.5 9.5 4.6
FIV 1 22.5 22.6
Cantidad total 86.9
recuperada (mg)

Se muestra la absorbancia de las muestras obtenidas a 280 nm de las fracciones de exclusiéon molecular con la
columna de vidrio, volumen recuperado y mg totales. Se cargaron inicialmente 88.6 mg de veneno de O.
sphenophrys. La concentracion fue obtenida por absorbancia a 280 nm.

Una vez obtenidos estos resultados se procedio6 a la siguiente etapa de purificacion en la que se
realiz6 RP-HPLC de la fraccion I de CEM. En la Tabla 4 se presentan las cantidades recuperadas
de estas fracciones. Por otro lado, en la Figura 9 se muestra el cromatograma de la fraccion 11, de
la cual se recuperaron manualmente los picos 1-5 que se muestran sefialados con flechas negras.
En los geles de poliacrilamida se puede ver que en los carriles de las fracciones 4 y 5 tanto en
condiciones reductoras como no reductoras, hay bandas de ~14 kDa. Sin embargo, también se
observan bandas de ~28 kDa y ~44 kDa. Una de las bandas de ~45 kDa fuertemente marcada se
encuentra en el carril 4 en condiciones no reductoras, mientras que las bandas de ~28 kDa se ven
tenues en los carriles 4 y 5 en condiciones reductoras. Ya que se observaron mas bandas que no
estaban alrededor de 14 kDa, las muestras se analizaron mediante espectrometria de masas
(MALDI-TOF) para obtener el peso molecular. La fraccidon 4 presentd un tnico peso molecular

de 13,701.7 Da y la fraccion 5 uno de 14,262.7 Da.
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Figura 9 Cromatograma de RP-HPLC de FIl y SDS-PAGE 15%
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A) Se agregaron 2 mg de FII y se obtuvo el cromatograma de RP-HPLC, con la columna Cig 4.6 x 250 mm Vydac
(4rea 4.15 cm®). Solventes A (H,O con TFA 0.1%) y solvente B (100% acetonitrilo). B) SDS-PAGE 15%.
Condiciones reductoras carriles: 1: MPM, 2: V.C, 3: Fll, 4: fraccion 1, 5: fraccion 2, 6: fraccion 3, 7: fraccion 4, 8:
fracciéon 5. C) SDS-PAGE 15%. Condiciones no reductoras carriles: 1 MPM, 2 V.C, 3: Fll, 4: fraccion 1, 5: fraccion
2, 6: fraccion 3, 7: fraccion 4, 8: fraccion 5. De V.C se cargaron 25 ug y de todas las fracciones 15 pg.

Tabla 4 Fracciones recuperadas de RP-HPLC

Fracciones Azg0nm (ng/ pL) Volumen (pL) U.Az80 nm (ng)
1 0.2 100 20
2 1 100 100
3 1.3 100 130
4 11 150 165
5 1.8 150 270

Se muestra la absorbancia de las muestras obtenidas a 280 nm de las fracciones de RP-HPLC, volumen recuperado y
pg totales. Se cargaron inicialmente 2 mg de FII de CEM. La concentracion fue obtenida por absorbancia a 280 nm.
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Como se puede observar en la Figura 10, el SDS-PAGE en condiciones reductoras muestra las
bandas enumeradas del 1-3, donde se utiliza el control de una muestra con la subunidad B de la
crotoxina con peso de 14 kDa (CB, en el carril 2 y 6) y se corren las fracciones 4 (carriles3y 7) y
5 de RP-HPLC (carriles 4 y 8). Ya que los resultados de espectrometria de masas dieron las
masas anteriores, se realizd una transferencia a membrana de PVDF para secuenciar los aminos
terminales de las bandas enumeradas. Los resultados de la secuenciacion por degradacion de
Edman se muestran en la Tabla 5, donde se puede ver que se trata de dos secuencias diferentes: las
de las bandas 1 y 2 que son las mismas y la banda 3. Observando estas y que se trataba de
secuencias parecidas, se tomaron las fracciones 4 y 5 de RP-HPLC como dos isoformas de la
subunidad B de la sphenotoxina, las cuales se nombraron B1 y B2 respectivamente. Ya que los
resultados muestran que se trata de isoformas y que son las unicas proteinas en estas fracciones,
las bandas de ~28 kDa y ~44 kDa pueden deberse a dimeros o trimeros que se generen de cada
una de las isoformas, explicando asi la diferencia en el peso molecular pero la pureza en los

resultados de masas y de secuenciacion.
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17 2
3 2 3
—
11— — T -

Figura 10 SDS-PAGE 15%

A) SDS-PAGE 15%. Condiciones reductoras carriles: 1 MPM, 2 crotoxina B, 3 sphenotoxina B1, 4 sphenotoxina
B2, 5 ----. Condiciones no reductoras carriles: 6 crotoxina B sphenotoxina B1, 4 sphenotoxina B2. De todas las
fracciones se cargaron 5 ug.
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Tabla 5 Secuencias de las bandas 1, 2y 3

Secuencias amino terminal

Banda 1 DLLQFRKMIKKMTGKEPAIS

Banda 2 DLLQFRKMIKEMTGKEPAISYAFYGCYC

Banda 3 HLLQFNKMIKEETGKNAIPFYAFYGCYGGMG

Secuencias del amino terminal obtenidas después de la realizacién de la transferencia a membrana de PVDF y
tincién con rojo de Ponceau. Se recortaron las bandas de interés y se guardaron las membranas a 4°C. Las
membranas se secuenciaron por degradacion de Edman.

Letalidad

En la Tabla 6 se muestran los datos obtenidos de la dosis letal media (DLso) de las dos isoformas
identificadas de la subunidad B de la sphenotoxina (B1 y B2) y de la subunidad B de la crotoxina
clasica (CB), donde se utilizaron ratones de la cepa CD1 de 18-19 g. Las DLso se obtuvieron
administrando diferentes dosis de las toxinas respectivas en solucion salina (PBS 1X) por via
intravenosa. Las diferentes dosis de administradas de B2 (8, 10, 10.2, 11, 12, 15 pg/raton) se
realizaron por triplicado (tres ratones CD1 para cada punto), de igual manera se administraron las
dosis para B1 (10, 15, 20, 35, 38, 40, 60 pg/ratdon). Los datos fueron transformados a logaritmo
(base 10) y ajustados a una regresion no lineal utilizando el programa GraphPad Prism 8. La
DLso representa los pg/g de raton que matan a la mitad de una poblacion de ratones, la cual se

obtuvo con el valor de ECso de la tabla de datos de GraphPad Prism 8.

Con la obtencion de estos datos se puede observar que la isoforma B2 es 3.6 veces mas letal que
la isoforma B1. Por otra parte, la DLso para la crotoxina clasica (CB) es de 0.35 pg/g, siendo 1.5

veces mas letal que la B2 y 5.6 veces mas que la BI.

A pesar de que los aminodcidos cataliticos H47 y D89 se conservan tanto en las isoformas de la
subunidad B de la sphenotoxina (B1 y B2) como en la subunidad B de la crotoxina clasica, (como
se muestra en la Figura 11) las isoformas presentan diferentes letalidades, lo cual nos habla de que
estos aminodcidos, como es de esperarse, no son los Unicos implicados en la letalidad y en la

neurotoxicidad.
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Tabla 6 Letalidad

DLso pg/ratén (CI 95%) DLso pg/g de ratén
CB 6.7 (6.5-6.8)* 0.35(0.3-0.4)
Bl 37.4 (33.3-39.3) 1.9 (1.7-2)
B2 10.3 (10.1-10.5) 0.54 (0.53-0.55)

Dosis letal media de ambas isoformas de la subunidad B de la sphenotoxina y de la subunidad B de la crotoxina
clasica. El resultado de la DLsyde CB fue realizado por la Biol. Mitzi Amaro*

Secuencias, peso y modelos

En la Tabla 7 se muestran los pesos moleculares de la subunidad B de la crotoxina y las
subunidades B de ambas isoformas encontradas de la subunidad B de la sphenotoxina. Para la
crotoxina clasica, se obtuvo un peso molecular de 14,295 Da mientras que para las isoformas Bl
y B2 de la sphenotoxina se obtuvieron los pesos moleculares de 13,701.7 y 14, 262.77 Da
respectivamente. Se puede observar que a pesar del alto porcentaje de identidad entre las
1soformas y la crotoxina, existen cambios en aminoacidos a lo largo de las secuencias que tienen
un impacto en el peso molecular, siendo asi la crotoxina 593.3 kDa mas pesada que la isoforma
B1 y 32.2 kDa mas pesada que la isoforma B2. En la Tabla 7 se muestran dos pesos moleculares
para las isoformas de la subunidad B de la sphenotoxina, esto se debe a que las masas se
midieron mediante dos espectrometros de masas, uno en el instituto Clodomiro Picado en Costa
Rica y otro en el Instituto de Biotecnologia e la UNAM. Ambas masas a pesar de ser diferentes
son muy cercanas y demuestran que las tres subunidades B de las toxinas, presentan sus

diferencias en peso.

Por otra parte, en la Figura 11, se muestran los empalmes de las secuencias de las isoformas con
respecto a la crotoxina clasica. De la isoforma B1 de la sphenotoxina (Figura 11 A) sélo se
muestran los primeros 45 aminodcidos del amino terminal. Con la informacion de esta secuencia
que se pudo obtener, se puede observar que hay un 73.3% de identidad con respecto a la
crotoxina Clasica. En el 23.7% de diferencias, se muestran algunos aminodacidos a lo largo del

amino terminal que podrian tener implicaciones relevantes para explicar las diferencias en
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neurotoxicidad a nivel estructural. Los aminoacidos que presentan diferencias y que tienen un
cambio en propiedades fisicoquimicas se encuentran circulados en rojo. Dentro de estos, se
muestran ciertos cambios en las isoformas que estan implicados en la estabilidad del complejo de
A+B (como el W30), mientras que los aminoacidos cataliticos se conservan (H47 y D89). Por
otra parte, en la Figura 11 B se muestra el empalme de la secuencia parcial de la isoforma B2
reportada en (Neri-Castro et al., 2019) con la crotoxina cldsica. Se observa que hay un 85% de
identidad. Se encuentran circulados en rojo los aminodcidos que en la isoforma Bl tuvieron
cambios relevantes. En el caso de la isoforma B2, en las mismas zonas no ocurren cambios tan
relevantes como con la isoforma B1. Finalmente se muestra en la Figura 11 C, la comparacion
entre el amino terminal de la B1 con la B2 previamente reportada. Unicamente comparando el
amino terminal de las dos isoformas se puede ver que hay un 75% de identidad. A pesar de que
no se podria concluir que el amino terminal es el responsable de los cambios en actividad o
neurotoxicidad de las isoformas, este nos da un indicio de que si es un elemento que juega un

papel importante.

Tabla 7 Peso molecular

Fraccion Peso molecular (Da)
Subunidad B de Sphenotoxina 14,264
reportada

Sphenotoxina B1 13,699.14 / 13,701.7
Sphenotoxina B2 14,710/ 14, 262.77
Crotoxina B 14, 187.65/ 14,295

Se muestran los pesos moleculares obtenidos de las isoformas de la subunidad B de la sphenotoxina y de la
subunidad B de la crotoxina clasica mediante espectrometria de masas.
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A)

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

Bl DLLQFRKMIKKMTGKEPAISYAFYGCYCGGGGRGKPKDATDRCCFVHTCCYEKVTGCKPI 60
CB HLLQFNKMIKFETRKNAIPFYAFYGCYCGWGGRGRPKDATDRCCFVHDCCYGKLAKCNTK 60
.****'**** * *: 3k 3k % 3k Kk %k k ok ****:************ %k k% koo ko
Bl NDSYTYSWDNGDIVCGGDDPCRKKICECDKAAAICFKNNLKTYKKRYMVYPDLLCTGTSE 120
CB WDIYPYSLKSGYITCGKGTWCEEQICECDRVAAECLRRSLSTYKYGYMFYPDSRCRGPSE 120

* ok kk ok ok kk o ok eackkkokke sk ke ok kkk o okk kkk ok ok ko
Bl KC 122
CcB TC 122
i* 58.2% de identidad
B)
CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment
B2 HLLQFNKMIKEETGKNAIPFYAFYGCYCGWGGRGRPKDGTDRCCFEHDCCYGKLTNCNTK 60
CB HLLQFNKMIKFETRKNAIPFYAFYGCYCGWGGRGRPKDATDRCCFVHDCCYGKLAKCNTK 60
dekkkckkkkkk kk ************************.****** ********::****
B2 WDIYSYSLKDGYITCGKGTWCEKQICECDRVAAECLRRNLRTYKYGYMFYLDSYCTEISE 120
CB WDIYPYSLKSGYITCGKGTWCEEQICECDRVAAECLRRSLSTYKYGYMFYPDSRCRGPSE 120
%k Kk ****_************:***************.* kkkkkkkkk Kk ok k%
B2 PC 122
cB T 122 8696 de identidad
C)

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

Bl
B2

Bl
B2

Bl
B2

DLLQFRKMIKKMTGKEPATSYAFYGCYCGGGGRGKPKDATDRCCFVHTCCYEKVTGCKPT 60
HLLQFNKMIKEETGKNAIPFYAFYGCYCGWGGRGRPKDGTDRCCFEHDCCYGKLTNCNTK 60
JRoRskok ckekoksk . okkok . kokokokskkokskk ckkokok e kokok | ckokokkkok ko okkck kek ke
NDSYTYSWDNGDIVCGGDDPCRKKICECDKAAAICFKNNLKTYKKRYMVYPDLLCTGTSE 126
WDIYSYSLKDGYITCGKGTWCEKQICECDRVAAECLRRNLRTYKYGYMFYLDSYCTEISE 120
¥ keckk ek sk kk k Ok oeckkokokok e kk ke . koko. okokok kk koK * % * %k

ke 122

Pe 122 58.29% de identidad

*
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Figura 11 Secuencias alineadas de subunidad B de crotoxina clasica, sphenotoxina B1y B2

Secuencia de aminoacidos de las isoformas de la subunidad B de la sphenotoxina (B1 y B2) alineada con la
subunidad B de la crotoxina clasica. A) Alineamiento de crotoxina con amino terminal de B1 de sphenotoxina.
B)Alineamiento de crotoxina con B2 de sphenotoxina reportada en (Neri-Castro etal., 2019). Alineamientos
realizados en CLUSTAL OMEGA y porcentaje de identidad. (*) Coincidencia, (:) Existe una conservacién fuerte, (.)
Existe una conservacion débil, () no hay coincidencia. Colores en el alineamiento; Azul, aminoacidos acidos; rojo,
aminoacidos hidrofébicos o chicos; verde, aminoacidos con grupos hidroxilo, sulfhidrilo 0 amina; rosa, aminoécidos
bésicos.

A) Crotoxina B) Sphenotoxina B2 C) Sphenotoxina B1

Figura 12 Empalme de subunidades B crotoxina y sphenotoxina

A) Estructura de la subunidad B de la crotoxina (estructura cristalografica del complejo CA,CBb (PDB: 3ROL))
representada en color cian, B) subunidad B2 de la sphenotoxina representada en rojo y C) subunidad Bl de la
sphenotoxina representada en naranja. D) empalme de las tres estructuras anteriores en representacion de trazo de
cadena principal. Modelo realizado en ITASSER utilizando el visualizador PyMOL 2.5.0.
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En la Figura 12 A se observa la estructura de la subunidad B de la crotoxina (cian), la subunidad B
de la sphenotoxina B2 (rojo) Figura 12 B y la estructura de la subunidad B de la sphenotoxina Bl
(naranja) Figura 12 C. Los aminoacidos cataliticos (H47 y D89) se encuentran en representacion
de lineas, donde si analizamos las 3 estructuras, se ve que se encuentran en los mismos sitios y
son de la misma naturaleza. Por otro lado, los 7 puentes disulfuro que se encargan de estabilizar
la subunidad B de la crotoxina, también se encuentran conservados en las isoformas de la
sphenotoxina (B1 y B2). La figura Figura 12 C muestra los trazos de la cadena principal de
aminoacidos y se puede ver gque siguen la misma trayectoria, como se podria esperar, ya que son
modelos hechos por homologia. Sin embargo, esto nos puede indicar que las diferencias mas
importantes no se encuentran en la estructura general, si no que se trata de las cadenas laterales
de los aminoacidos que, al cambiar de propiedades fisicoquimicas y estructurales, podrian
explicar las variaciones en algunas propiedades que se miden en este trabajo, como el
reconocimiento de antivenenos y del anticuerpo monoclonal (4F6), cuyos resultados se
presentaran mas adelante. El hecho de que sean las cadenas laterales las que podrian explicar las
diferencias, indica que es necesario analizarlas e identificar aquellas que estén mayormente

expuestas.

Como se menciond anteriormente, en las tres estructuras se muestran los aminoacidos cataliticos
formado H47 y D89, los cuales son altamente conservados. Teniendo como referencia los
aminodcidos cataliticos, podemos observar en la Figura 13, como se modifican las superficies de
contacto con los cambios en los aminoacidos 1 y 30. En el caso de la isoforma B1 (en naranja), la
mutacion de H1 por D1 podria tener grandes implicaciones en la estabilidad del complejo
(asociacion entre subunidad A y B) por el cambio en el acomodo espacial de los aminodcidos
(Fernandes et al., 2017). En el caso de la de la crotoxina clasica, se sabe que el cambio de
propiedades fisicoquimicas en el primer aminodcido de la secuencia puede proceder a un
desplazamiento en el acomodo tridimensional de W70 y K69, lo cual puede llevar a una
disminucién en la afinidad entre ambas subunidades (Faure y Saul, 2011). Por otra parte, la
mutacion de W30 por G30 en la isoforma B1 también podria tener implicaciones en la estabilidad
del complejo de A+B, ya que se sabe que, en la crotoxina, el W30 interactia con D99 de la
subunidad A (isoforma CA;) mediante una interaccion polar directa. En este caso, no solo

cambiarian las propiedades quimicas de la interaccion, sino que hay un cambio de un aminoécido
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voluminoso por uno no voluminoso, lo cual disminuye la superficie de contacto, como se muestra
en la Figura 13 C. La inestabilidad en la formacién del complejo de B1 con A por esta mutacion
podria explicar las diferencias en neurotoxicidad con respecto a la subunidad B de la crotoxina e
incluso las diferencias con la isoforma B2 de la sphenotoxina (Faure y Saul, 2012). Con respecto
a la isoforma B2 de la sphenotoxina, podemos ver que no hay mutaciones en los sitios 1 y 30. La
crotoxina (Figura 13 A) y la isoforma B2 de la sphenotoxina (Figura 13 B) se ven exactamente igual
con respecto a las superficies que brindan estos aminoacidos, lo cual podria explicar por qué son

mas parecidas en letalidad que con respecto a la B1.

A) Crotoxina B B) Sphenotoxina B2 C) Sphenotoxina B1

Figura 13 Modelos H1 W30

Modelos de la subunidad B de la crotoxina clasica y 2 isoformas de subunidad B de sphenotoxina utilizando SWISS
MODEL ITASSER vy el visualizador VMD 1.9.3. A) crotoxina B (PDB: 3R0L) en azul, B) sphenotoxina B2 en rojo,
C) sphenotoxina B1 en amarillo. Se muestra el sitio catalitico en las tres figuras, formado por His47 y Asp89. Se
resalta como superficie los aminoécidos H1 y W30 de la crotoxina y los aminoécidos 1 y 30 de las isoformas para su
comparacion.

Por otra parte, en la Figura 14, se observan los mismos modelos que en la Figura 13, aunque en
diferentes posiciones y observando la superficie de los aminoacidos 17-20. De nuevo, se puede

observar que en estos aminoacidos la B1 es la Gnica que presenta cambios de aminoacidos con
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respecto a la subunidad B de la crotoxina clésica y la isoforma B2. La posicion en la que se
encuentran estas representaciones da pie a imaginar la subunidad A, tanto de crotoxina como de
sphenotoxina, del lado izquierdo de los modelos. A pesar de que los aminoacidos 17-20 no estan
reportados en la literatura como particularmente relevantes para la formacion del complejo A+B,
en las figuras se puede observar como las mutaciones de A17-P17, 118-A18, P19-119, F20-S20
de la isoforma B1 pueden modificar las interacciones y la superficie de contacto. Sobre todo, los
cambios en aminodcidos de 118-A18 y F20-S20, podrian explicar la disminucion en la superficie,

ya que son cambios que disminuyen el volumen y por lo tanto el contacto.

A) Crotoxina B B) Sphenotoxina B2 C) Sphenotoxina B1

Al7, 118, P19, F20

Figura 14 Modelos A17 118 P19 F20

Modelos de la subunidad B de la crotoxina clasica y 2 isoformas de subunidad B de sphenotoxina utilizando SWISS
MODEL ITASSER y el visualizador VMD 1.9.3. A) crotoxina B (PDB: 3R0L) en azul, B) sphenotoxina B2 en rojo,
C) sphenotoxina B1 en amarillo. Se muestra el sitio catalitico en las tres figuras, formado por His47 y Asp89. Se
resalta como superficie los aminoacidos A17, 118, P19 y F20 de la crotoxina y los aminoacidos 17, 18, 19 y 20 de las
isoformas para su comparacion.

En la Figura 15 se ve la representacion de las subunidades B con los aminoéacidos 11, 12 y 14
representados como superficie. En el caso de la crotoxina B y la sphenotoxina B2 hay cambios en
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estos aminoacidos y la superficie cambia ya que se cambiaron los aminoécidos F11-E11 y R14-
G14. Por otro lado, en la sphenotoxina B1 hay cambios relevantes en los tres aminoacidos donde
se encuentran sustituidos F11- K11, E12-M12 y R14-G14. Estas posiciones de aminoacidos se
encuentran en la zona donde se genera el complejo de A+B, lo cual podria tener implicaciones de
igual manera, en la asociacion de la subunidad A, ya que cambia la superficie de contacto e
incluso podria tener algin efecto en el sitio catalitico ya que se encuentran cercanos a él en la
estructura tridimensional, aunque no cercanos en la secuencia de aminoacidos. Ocurre un efecto
parecido en la Figura 16, donde se observa como superficie el aminoacido N6. En el caso de la CB
y B2, no hay cambios, pero con la B1 hay un cambio de N6-R6, lo cual de igual manera podria

tener una implicacion cuando se forma el complejo de A+B.

A) Crotoxina B B) Sphenotoxina B2 C) Sphenotoxina B1

F11,E12,R14
2

K11, M12, G14

»

Figura 15 Modelos F11 E12 R14

Modelos de la subunidad B de la crotoxina clasica y 2 isoformas de subunidad B de sphenotoxina utilizando SWISS
MODEL ITASSER vy el visualizador VMD 1.9.3. A) crotoxina B (PDB: 3R0L) en azul, B) sphenotoxina B2 en rojo,
C) sphenotoxina Blen amarillo. Se muestra el sitio catalitico en las tres figuras, formado por His47 y Asp89. Se
resalta como superficie los aminoacidos F11, E12 y R14 de la crotoxina y los aminodcidos 11, 12 y 14 de las
isoformas para su comparacion.
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A) Crotoxina B B) Sphenotoxina B2 C) Sphenotoxina B1

Figura 16 Modelos N6

Modelos de la subunidad B de la crotoxina clasica y 2 isoformas de subunidad B de sphenotoxina utilizando SWISS
MODEL ITASSER vy el visualizador VMD 1.9.3. A) crotoxina B (PDB: 3ROL) en azul, B) sphenotoxina B2 en rojo,
C) sphenotoxina B1 en amarillo. Se muestra el sitio catalitico en las tres figuras, formado por His47 y Asp89. Se
resalta como superficie el aminoacido N6 de la crotoxina y los aminoacidos No. 6 de las isoformas para su
comparacion.

Por otra parte, en la Figura 17 se observa como superficie un cambio en aminoacido en la
sphenotoxina B1, donde el cambio no se encuentra en la interfase del complejo, si no que queda
expuesto al solvente. Este podria ser un cambio en un epitope que reconozcan los antivenenos de
manera diferente, o que incluso no reconozca el anticuerpo monoclonal 4F6, como se ve en la
Figura 18 y en la Tabla 8. Sin embargo, para poder asegurar que se tratara de este epitope el

reconocimiento del anticuerpo 4F6 se tendrian que realizar méas pruebas.
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A) Crotoxina B B) Sphenotoxina B2 C) Sphenotoxina B1

Figura 17 Modelos R35

Modelos de la subunidad B de la crotoxina clésica y 2 isoformas de subunidad B de sphenotoxina utilizando SWISS
MODEL ITASSER vy el visualizador VMD 1.9.3. A) crotoxina B (PDB: 3ROL) en azul, B) sphenotoxina B2 en rojo,
C) sphenotoxina B1 en amarillo. Se muestra el sitio catalitico en las tres figuras, formado por His47 y Asp89. Se
resalta como superficie el aminodcido R35 de la crotoxina y los aminoacidos No. 35 de las isoformas para su
comparacion.

Pruebas de reconocimiento de antivenenos, anticuerpo monoclonal y anticuerpos
policlonales

Se realizaron pruebas de reconocimiento de antivenenos con ambas isoformas de la subunidad B
de la sphenotoxina y con la subunidad B de la crotoxina por medio de titulos de ELISA. En Ila
Figura 18 (A-C) se prueba Antivipmyn, Faboterdpico Polivalente Antiviperino (BIRMEX),

anticuerpo monoclonal 4F6 que reconoce la subunidad B de crotoxina.

En la Tabla 8 se presentan los valores de los titulos. Se observa que hay un mayor reconocimiento
de ambos antivenenos por la subunidad B de la crotoxina clasica. La isoforma B1 es 4 veces
menos reconocida por Antivipmyn y 7 veces menos reconocida por el antiveneno de BIRMEX

con respecto a la subunidad B de la crotoxina clasica (CB). Por otra parte, la isoforma B2 de la
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subunidad B de la sphenotoxina es 7 veces menos reconocida por Antivipmyn y 9 veces menos
reconocida por el antiveneno de BIRMEX con respecto a la subunidad B de la CB. Este resultado
de primera instancia pareceria contra intuitivo, ya que como se observo en los modelos anteriores
y las secuencias de las toxinas, la isoforma B2 es la que tiene un mayor porcentaje de identidad
con respecto a la CB (86%), mientras que la isoforma B1 tiene un menor porcentaje de identidad
con respecto a la CB (58%). Por otra parte, el anticuerpo monoclonal 4F6 anti-crotoxina reconoce
la CB mientras que no reconoce ninguna de las isoformas de la subunidad B de la sphenotoxina.
Estos resultados podrian tener varias explicaciones: los cambios de aminoacidos mas relevantes
en la isoforma B1 para el reconocimiento de los anitivenenos no estan expuestos al solvente o los
antivenenos reconocen mayormente a la Bl porque estan hechos con antigenos de Bhotrops
asper, la cual tiene gran cantidad de fosfolipasas no neurotdxicas que probablemente reconozcan
mas a la B1 que a la B2, ya que la B1 es considerablemente menos neurotdxica que cualquiera de
las otras dos toxinas. Ninguna de las dos propuestas se puede descartar o aceptar con los
experimentos presentados en este trabajo. Sin embargo, los experimentos que se presentan abren

la discusion sobre como se podrian poner a prueba estas teorias.

A) Antivipmyn B) BIRMEX
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Figura 18 Reconocimiento de las subunidades por antivenenos y anticuerpo monoclonal

A) Reconocimiento con Antivipmyn. B) Reconocimiento con Faboterapico Polivalente Antiviperino (Birmex). C)
Reconocimiento del anticuerpo monoclonal 4F6. Las placas fueron sensibilizadas con las isoformas de la subuidad B
de sphenotoxina (B1 y B2) y subunidad B de la crotoxina clasica.

CB: Subunidad B de crotoxina clasica. B2: subunidad B de la sphenotoxina. B1: subunidad B de la sphenotoxina.

Tabla 8 Titulos ELISA

Antivipmyn Titulo (pg/mL) 95% CI (npg/mL)
CB 1.3 1-17
B1 5.4 38-77
B2 9 79-104

BIRMEX Titulo (pg/mL) 95% CI (npg/mL)

CB 2.4 2-29
B1 16.1 23-20.1
B2 21.6 17.6-27.6

Valores de los titulos (ECso) obtenidos mediante ELISA para los dos antivenenos mexicanos (Antivipmyn y el
Faboterapico polivalente antiviperino de BIRMEX).

Neutralizacion

Se realizaron pruebas de neutralizacion con Antivipmyn con la isoforma de la subunidad B de la

sphenotoxina que se encuentra en mayor proporcion (B2) y con la subunidad B de la crotoxina
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clasica (CB). Las muestras administradas a los ratones de la cepa CD1 fueron pre incubadas con
Antivipmyn (7 mg/mL), 3 dosis letales (3 DLso) y PBS 1X. Se probaron las cantidades de
Antivipmyn 288, 274, 260, 257, 256 uL por raton de la crotoxina cléasica (CB) y cada cantidad
fue aplicada a grupos de 3 ratones. Para la sphenotoxina B2 se probaron las cantidades de 277.7,
280.3, 282.6, 285.2, 287.2, 288 uL por ratdon en grupos de 3 ratones. No se realiz6 la prueba con
la isoforma B1 ya que no se cont6 con la suficiente cantidad de toxina para obtener los datos. Los
resultados se muestran en la Tabla 9 donde se observa que la dosis efectiva media para las toxinas
en prueba son 257 ul/ratéon (2 mg/ratoén) para la CB y 288 pL/ratoén (1.7 mg/raton) para la B2.
Esto indica que fueron necesarios 31 pL. mas por ratdon para neutralizar la B2 en comparacion con

la CB.

Tabla 9 Neutralizacién (dosis efectiva media)

Antivipmyn ECso pL/raton ECso pL/g de raton
CB ~257 ~13.5
Bl No se hizo No se hizo
B2 288 15

Valores de la dosis efectiva media obtenidos mediante ensayos de neutralizacion en modelo murino (cepa CD1) con
el antiveneno Antivipmyn.

Actividad de PLA,

La actividad de PLA> se obtuvo mediante dos ensayos, el método titulométrico con yema de
huevo (Figura 19 ¥ Tabla 10 A) y con el sustrato 4-NOBA (Tabla 10 B). Con el método primero se
observa que la subunidad B2 de la sphenotoxina tiene 2.5 veces mas actividad que la CB de la
crotoxina y la isoforma B1 6 veces mas que la CB de la crotoxina. Se utilizdo como control la FII
(fraccion 1) de veneno de Micrurus diastema, la cual se conoce que tiene alta actividad de PLA..
En los experimentos titulométricos de yema de huevo puede haber variaciones en la actividad

debido a la la variacion en contenido de fosfolipidos en las diferentes yemas de huevo. Sin
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embargo, a pesar de las variaciones por este factor, se conservan las proporciones en actividad en
las repeticiones, siendo de mayor a menor actividad: B2 -> B1 -> CB.

Por otra parte, con el sustrato 4-NOBA los valores de absorbancia revelan que hay otro orden de
mayor a menor en actividad de PLA>: B2 -> CB -> B1. Esta variacion puede deberse a los
diferentes sutratos (fosfolipidos presentes en la yema de huevo) y la especificidad del sustrato 4-
NOBA. En la Figura 20 se ve la representacion del corte que hace una PLA: en el enlace sn-2 de
un fosfolipido inespecifico, mientras que en la Figura 21. se muestra la reaccion que ocurre con el
sustrato 4-NOBA y los productos especificos de la misma. La variacién en orden de actividad de
fosfolipasa puede deberse al tipo de enlace que tiene 4-NOBA y como algunas isoformas son mas

especificas para este.

A) B1 de Ophryacus sphenophrys B) B2 de Ophryacus sphenphrys
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Figura 19 Actividad de PLA:

Actividad de PLA, medida con el método titulométrico con yema de huevo. A) Actividad de la subunidad B1 de la
sphenotoxina con 3 repeticiones. B) Actividad de la subunidad B2 de la sphenotoxina con 3 repeticiones. C)
Actividad de F2 de Micrurus diastema con 3 repeticiones como control positivo de actividad de PLA,.

Tabla 10 Actividad de PLA:

A)
Subunidades Actividad de PLA, (U/mg)
(Método titulométrico con yema de huevo)
CB 32+11
Bl 81=+6
B2 19.9£2
FII Micrurus diastema 479 + 1
B)
Subunidades Actividad de PLA; a 405 nm
(Sustrato 4-NOBA)
CB 2.3
Bl 2.1
B2 24
FII Micrurus diastema 2.2

A) Actividad de PLA; reportada en U/mg utilizando el método titulométrico de yema de huevo. Los datos se
obtuvieron a partir de las graficas de actividad de PLA, Se calcularon las pendientes de las rectas y se promediaron,
siendo este dato los pmol de NaOH por minuto. Se dividié el valor de umol de NaOH entre los pg de toxina
utilizados. B) Actividad de PLA; reportada en unidades de absorbancia a 405 nm X10 utilizando el sustrato 4-

NOBA.
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Figura 20 Sitio de rompimiento de

Las PLA; catalizan la hidrolisis del enlace sn-2 de los fosfolipidos y se forma un acido graso libre y un
lisofosfolipido.

HO (0) HO 0
PLA2

0 H20 0

Figura 21 Reaccion con el sustrato 4-NOBA.

Se muestra la representacion de la reaccion que se da con el sustrato 4-NOBA y la PLA,. Hidrolisis del enlace éster
del sustrato y representacion del producto, el cual se cuantifica midiendo la absorbancia a 405 nm.

Epitopes e interfase

Ya que los resultados del reconocimiento del anticuerpo monoclonal 4F6 muestran que no hay
reconocimiento hacia la subunidad B de la crotoxina clasica y si hay para ambas isoformas de la
sphenotoxina, esto implica que tiene que haber algin epitope que estas tengan en comun que en
la crotoxina no esté presente. Para poder encontrar algin posible epitope con estas caracteristicas
se utilizaron los modelos por computadora mostrados anteriormente. Para poder saber qué
aminoacidos de las toxinas estaban expuestos, se utilizé el servidor VADAR (Volume, Area,
Dihedral Angle Reporter) para calcular el &rea de los aminoécidos expuestos al solvente. Para
hacer viable el proceso de analisis, se tomaron en cuenta aquellos aminoacidos que estuvieran
expuestos al menos en un 60% de acuerdo con VADAR. Una vez obtenida la lista de estos
aminoéacidos, se alinearon las secuencias de las 3 toxinas de interés y se identificaron aquellos
aminoacidos expuestos que fueran comunes entre las isoformas de sphenotoxina y diferentes en
la crotoxina clasica. Se encontraron los aminoacidos de las posiciones 14, 33, 55, 83, 99 y 116,
los cuales se encontraron dispersos en la estructura. Aunque, por otra parte, ciertas parejas de

aminoéacidos como el 33 y 116, el 55y 83 y el 14 y 99, se encontraban entre si a una distancia
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interesante como para poder considerarlas como epitopes. Tomando en cuenta esto, se analizaron
estos aminodacidos por parejas y se observaron también los aminoacidos que estuvieran a5 A de
cada uno. La suma de estos aminoécidos y sus vecinos dan areas de alrededor de 1000 A?, area
suficiente para considerarse epitope que puede reconocer un anticuerpo (Ramaraj et al., 2012). En
la Figura 22 se observa la representacion de las toxinas de interés, donde se muestran las
superficies dadas por los aminoécidos 33 y 116, junto con aquellos que se encuentran a al menos
5 A de distancia. En la Figura 22 A se observa la subunidad B de la crotoxina clasica con la
superficie anteriormente mencionada, donde abunda el caracter positivo (color azul) mientras que
en las isoformas de la subunidad B de la sphenotoxina (Figura 22 B 'y C) cambian sus propiedades
en esta zona. A pesar de que se identifica esta zona exclusiva de la crotoxina, no hay propiedades
evidentes en comun entre las isoformas de la sphenotoxina, ya que en la isoforma B2 hay una
carga negativa predominante (rojo) mientras que la isoforma B1 no hay esta carga negativa y hay

una seccion hidrofdbica que ninguna de las otras dos tiene (Figura22 By C).

A) Crotoxina B B) Sphenotoxina B2 C) Sphenotoxina B1

Figura 22 Aminoacidos 33y 116

Representacion de las subunidades B de crotoxina y subunidad B de las isoformas de la sphenotoxina en las mismas
posiciones. Las superficies mostradas son los aminoacidos 33 y 116, junto con los aminoacidos que estan al menos a
5 A de distancia. Los colores de las superficies se muestran como tipos de aminoacidos; rojo: negativos, azul:
positivos, verde: polares, blanco: hidrofébico.
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Ya que los aminoéacidos 33 y 116 no mostraron alguna caracteristica evidente que compartan las
isoformas de la sphenotoxina que no presentara la crotoxina clésica, se analizo el siguiente par de
aminoacidos expuestos en las posiciones 55 y 83. En la Figura 23 se observa la representacion de
las toxinas de interés, donde se muestran las superficies dadas por los aminoacidos 55 y 83, junto
con aquellos que se encuentran a al menos 5 A de distancia. En este caso observamos una
saliente con carga positiva en la crotoxina clésica (Figura 23 A) que en ninguna de las dos
isoformas de la sphenotoxina se presenta (Figura 23 B y C). Sin embargo, de nuevo no hay
caracteristicas evidentes en comun entre las isoformas de la sphenotoxina, mientras que se nota

que las tres toxinas tienen un “centro” hidrofébico (blanco).

A) Crotoxina B B) Sphenotoxina B2 C) Sphenotoxina B1

Figura 23 Aminoacidos 55y 83

Representacion de las subunidades B de crotoxina y subunidad B de las isoformas de la sphenotoxina en las mismas
posiciones. Las superficies mostradas son los aminoacidos 55 y 83, junto con los aminoécidos que estan al menos a 5
A de distancia. Los colores de las superficies se muestran como tipos de aminoacidos; rojo: negativos, azul:
positivos, verde: polares, blanco: hidrofobico.
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En la Figura 24 se observa la representacion de las toxinas de interés, donde se muestran las
superficies dadas por los aminoacidos 14 y 99, junto con aquellos que se encuentran a al menos 5
A de distancia. En esta parte de la superficie de las toxinas se ve una clara conservacion de las
zonas (parches) con caracteristicas quimicas iguales. Se ven cargas positivas (azul) en los
costados de las tres toxinas, la parte superior con caracteristicas polares neutras (verde) y un
centro hidrofébico (blanco). Por otra parte, la subunidad de la crotoxina clésica y la isoforma B2
de la sphenotoxina (Figura 24 A y B) tienen una zona con caracter negativo (rojo), mientras que en
la isoforma B1 de la Sphenotoxin se encuentra en otro sitio (Figura 24 C). Esta carga a pesar de

que se conserva podria tener implicaciones el cambio de sitio, aunque no se puede concluir.

A) Crotoxina B B) Sphenotoxina B2 C) Sphenotoxina B1

Figura 24 Aminoacidos 14 y 99

Representacion de las subunidades B de crotoxina y subunidad B de las isoformas de la sphenotoxina en las mismas
posiciones. Las superficies mostradas son los aminoacidos 14 y 99, junto con los aminoacidos que estan al menos a 5
A de distancia. Los colores de las superficies se muestran como tipos de aminoacidos; rojo: negativos, azul:
positivos, verde: polares, blanco: hidrofobico.

En la Figura 25 se observa la representacion de las toxinas de interés, donde se muestran la

superficie dadas por la posicion 80 y los alrededores a 5 A. En la isoforma B1 hay una carga
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negativa expuesta mientras que CB y B2 tienen conservado el caracter polar sin carga (circulado
en negro). Ya que en la literatura se reporta que el W80 en CB es importante para establecer el
primer contacto con la membrana celular, estos cambios en caracteristicas podrian hacer que
algunos contactos sean mas fuertes que otros. En el caso de la B1 hay un cambio importante de
W por P en la posicion 80, lo cual podria tener consecuencias importantes con respecto a la
letalidad, ya que el cambio de un aminodcido hidrofébico por uno de menor tamafio podria
establecer un contacto méas débil con la membrana. En este caso, si la carga negativa interfiriera

con el contacto inicial, se podria explicar por qué CB y B2 tienen un caracter mas parecido.

A) Crotoxina B B) Sphenotoxina B2 C) Sphenotoxina Bl

Figura 25 W80 y alrededores

Se muestra la zona de W80 y los alrededores a 5 A. Los colores de estas superficies se muestran como tipos de
aminoacidos; rojo: negativos, azul: positivos, verde: polares, blanco: hidrofébico.

Por otra parte, para poder entender las diferencias entre las tres toxinas de interés, es esencial
analizar la interfase entre la subunidad B y la subunidad A. En la Figura 26 Se muestran las
estructuras de las toxinas donde la interfase de la subunidad B se encuentra representada como
superficie. Salta a la vista que las tres tienen la parte del centro con propiedades hidrofébicas

(blanco), lo que es de esperarse ya que este tipo de interacciones mantienen asociado al complejo.

55



Sin embargo, vemos en la Figura 26 C la estructura de B1, donde es claro que hay menor area de
superficie y deja mas expuesto al sitio activo de la toxina. Esto podria sugerir que la interaccion
entre la subunidad A y la B en la isoforma B1 seria mas débil ya que hay menos superficie de

interaccion.

A) Crotoxina B B) Sphenotoxina B2 C) Sphenotoxina B1

Figura 26 Interfase de B las subunidades B

Los amino&cidos de la interfase de B que interactda con la subunidad A se muestra como superficie. Los colores de
estas superficies se muestran como tipos de aminoacidos; rojo: negativos, azul: positivos, verde: polares, blanco:
hidrofdbico.

Cristalizacion

El dia 0 se colocaron 96 pruebas de cristalizacion y se observaron cristales a partir del dia 49 y

nuevos a partir del dia 101.

Se obtuvieron cristales de proteina con el kit Index en las siguientes condiciones: Malonato de
sodio 1.1 M pH 7, HEPES 0.1 M pH 7, 0.5% Jeffamina® ED-2001 pH 7 (Tabla 11 y Tabla 12). A
pesar de la obtencion de los cristales estos no fueron del tamafio suficiente para continuar con los
estudios estructurales, asi como otros cristales en la Tabla 11 y Tabla 12, que se identificaron como

cristales de sal. Se propuso una matriz con base en los resultados obtenidos con las condiciones
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del kit Index para observar el efecto del PEG de 2 pesos moleculares (400 y 3,250) y la variacion
en su porcentaje. Se utilizaron 2 buffers: HEPES pH 7 y citrato/acetato de sodio pH 3.5. Las
pruebas se observaron el dia 21 y Gnicamente se observo un cristal en el pozo 9C, es decir en la
siguiente condicion: HEPES pH 7 PEG 3, 350 35% (Tabla 13). Este cristal fue probado con
radiacion asegurando que se trata de un cristal de proteina, sin embargo, difractd a baja
resolucion (5 A) por lo cual fue necesario plantear una nueva matriz de cristalizacion que se
observa en la Figura 27. En esta matriz se probaron 3 pH diferentes y 3 diferentes porcentajes de
PEG 400. Las pruebas se realizaron con la subunidad B2 de la sphenotoxina con dos
concentraciones diferentes: 11 y 19 mg/ml. La matriz propuesta 2 con la sphenotoxina B2 a 19

mg/ml se coloco el 12/05/22 y la de 11 mg/ml se colocd el 26/05/22.

Tabla 11 Condiciones de cristalizacion y resultados dia 80

Sal Buffer Agente precipitante Fotografias
All (Cajal) No HEPES 0.1 M pH Cloruro de sodio 3 M
75
Cristales de sal
B4 (Caja l) No Tris0.1 M pH 8.5 Formato de magnesio

dihidratado 0.3 M

Cristales de sal

C9 (Cajal) | Malonatode | HEPES 0.1 M pH 7 | 0.5% Jeffamina® ED-2001
sodio 1.1 M pH 7
pH 7




Cristales de proteina

B4 (Caja 2)

Acetato de
amonio
tribasico 0.2
M pH 7

No

20% PEG 3,350

Cristales de sal

Se muestran las condiciones en las que se obtuvieron cristales a partir del dia 80. Se indica la sal, buffer y agente
precipitante, asi como una fotografia a través del microscopio con aumento. Las fotos fueron tomadas el dia 80.

Tabla 12 Condiciones de cristalizacion y resultados

Sal Buffer Agente precipitante Fotografias
Al (Cajal) No Acido citrico 0.1 Sulfato de amonio 2.0 M
M pH 3.5

Cristales de sal

A4 (Cajal) No BIS-TRIS0.1 M Sulfato de amonio 2.0 M

pH 6.5

Cristales de sal

A6 (Cajal) No Tris0.1 M pH 8.5 | Sulfato de amonio 2.0 M
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Cristales de sal

C9 (Cajal) Malonato de HEPES 0.1 M pH | 0.5% Jeffamina® ED-2001
sodio 1.1 M 7 pH 7
pH 7
A4 (Caja2) | Sulfato de litio | HEPES 0.1 M pH 25% PEG 3,350

monohidratado
0.2M

7.5

Cristales de proteina

Precipitado

Se muestran las condiciones en las que se obtuvieron cristales a partir del dia 101. Se indica la sal, buffer y agente
precipitante, asi como una fotografia a través del microscopio con aumento.

Tabla 13 Matriz propuesta 1

# pozo % PEG PEG 3,350 PEG 400 PEG 3,350 PEG 400
Citrato/acetato | Citrato/acetato de | HEPES pH 7 | HEPES pH 7
de sodio pH 3.5 | sodio pH 3.5

1 0

2 5 Precipitados | ----

3 10 Cristales Precipitados | ----

4 15 Precipitados | Precipitados
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5 20 Precipitados Precipitados | ----
6 25 Precipitados
7 30 Precipitados Precipitados | ----
8 35 Microcristal | ----
9 40 Microcristal Precipitados
10 45 Precipitados

Se observan los resultados obtenidos con la utilizacion de PEG de 2 pesos moleculares diferentes (400 y 3,250) y la
variacion en su porcentaje. Se utilizaron 2 buffers: HEPES pH 7 y citrato/acetato de sodio pH 3.5. La proteina se
resuspendi6 en Tris-HCI 20 mM pH 7.3.

Las pruebas de cristalizacion de la matriz propuesta No. 2 (Figura 27) se revisaron 3 meses
después de su colocacion. A partir de estas se obtuvo un cristal de proteina de ~3 x 4 mm (Figura
28) con la matriz donde la concentracion de proteina fue de 11 mg/ml. Este cristal se formo en la
condicién con 0.1 M citrato de sodio, PEG 400 10% a pH 5.5. Posteriormente, el cristal se pondra
en las mismas condiciones, pero con un mayor porcentaje de PEG (35%) para que funcione como

crioprotector para poder transportarlo al lugar donde se realizarén las pruebas de difraccion.
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Citrato 0.1 M pH
4.5

PEG 400 5%

Citrato 0.1 M pH
3.5

PEG 400 5%

Figura 27 Matriz propuesta 2

Citrato 0.1 M pH
4.5

PEG 400 10%

Citrato 0.1 M pH
3.5

PEG 400 10%

% PEG

Citrato 0.1 M pH
4.5

PEG 400 15%

Citrato 0.1 M pH
3.5

PEG 400 15%

Se genero la matriz con base en los resultados de la matriz propuesta 1. Se agregé 1 pl de la proteina (sphenotoxina

B2)a 11 y 19 mg/ml. Los cuadros marcados indican las condiciones en las cuales se generaron cristales.

Para continuar el analisis estrucutral, el cristal presentado en la Figura 28 se difractard y se

presentaran los resultados posteriormente.
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Figura 28 Cristal de sphenotoxina B2

Se muestra el cristal de proteina (sphenotoxina B2) obtenido a partir de la matriz propuesta No. 2. Condiciones de
cristalizacion: 0.1 M citrato de sodio, PEG 400 10% a pH 5.5

Conclusiones

La subunidad B de la sphenotoxina se puede purificar mediante cromatografia de exclusién
molecular (CEM) y cromatografia de alta resolucion de fase reversa (RP-HPLC). Esta estrategia
de purificacion permite encontrar dos isoformas de la subunidad B de la sphenotoxina (B1 y B2)
mientras que anteriormente s6lo se conocia aquella que estd en mayor proporcion (B2). Las
diferentes isoformas de la subunidad B de la sphenotoxina comparadas con la subunidad B de la
crotoxina clasica siguen la misma trayectoria de cadena principal. Sin embargo, presentan
diferentes propiedades en las cadenas laterales de los aminoéacidos, cambiando su acomodo
espacial y sus propiedades fisicoquimicas. A pesar de que las tres toxinas conservan los
aminoéacidos del sitio catalitico, el cambio en las cadenas laterales en aminoacidos clave (como
H1-D1 y W30-G30 en B1), pueden alterar la interaccion con la subunidad A, generando en este
caso una interaccion mas débil y por lo tanto, menos letalidad. De igual manera, la disminucion
de superficie por el cambio W80-P80 en B1 podria ser relevante en el primer contacto con la
membrana celular. Cambios de aminoacidos en el amino y carboxilo terminal de las toxinas,
podrian explicar las diferencias en los datos obtenidos sobre reconocimiento y neutralizacion de
los antivenenos (Antivipmyn y BIRMEX), ya que estos dos sitios se encuentran expuestos al

solvente y son los sitios con mayor cantidad de cambios. A pesar de que se identificaron
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aminoacidos expuestos al solvente como los de las posiciones 14, 33, 55, 83, 99 y 116 que se
conservan en las isoformas de la sphenotoxina y son diferentes en la crotoxina clasica, no se
logré identificar el epitope que no reconoce el anticuerpo monoclonal 4F6. Analizando las
superficies de estos epitopes se pueden observar cambios en propiedades fisicoquimicas que
podrian estar implicadas en explicar las diferencias antes mencionadas, pero no se encuentran
patrones claros que compartan las isoformas de la sphenotoxina, ademéas de que encontrar estas
diferencias no asegurarian que fuera el epitope que reconoce el anticuerpo monoclonal 4F6.

A pesar de que las diferencias entre las isoformas y la crotoxina clasica no modifican la
estructura tridimensional general (cadena principal), ciertos cambios de aminoécidos en zonas
como el amino terminal, en la interfase entre la subunidad A y la B y algunos cambios de
aminoacidos voluminosos por no voluminosos o viceversa, podrian tener implicaciones que
explican los cambios sutiles en los valores de DLso, ECso y actividad de PLA..

Es necesario conseguir la estructura tridimensional de la isoforma B2 con datos experimentales,
ya que esto implica una aproximacion mas acertada a la realidad sobre la estructura. A pesar de
que para este trabajo no se obtuvo la estructura tridimensional de la isoforma B2 de manera
experimental, se consiguieron 2 condiciones en las que se generan cristales: citrato de sodio 0.1
M, PEG 400 10% a pHs 5.5 y 3.5. Estas condiciones dan pista para la generacion de nuevos
cristales tanto para la isoforma B2 como para la isoforma B1. La aproximacién al entendimiento
a nivel sutil de las diferencias estructurales, bioquimicas y funcionales es un campo amplio de

investigacion que es necesario seguir desarrollando.
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