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RESUMEN  

Las neurotoxinas de cadena larga (LNTXs) están presentes en los venenos de élapidos 
de importancia médica alrededor del mundo. Son una familia muy interesante debido a dos 
peculiaridades que son su baja proporción dentro del veneno, ya que representan alrededor 
del 1 al 5% de la fracción proteica, y la variación intraespecífica entre las especies. Estas 
características causan complicaciones en la producción de antídotos contra mordeduras de 
élapidos, generando bajos porcentajes de anticuerpos contra el veneno de elápidos, lo cual 
provoca que la mayoría de los antivenenos convencionales sean poco efectivos para 
neutralizar estas toxinas. 

El mejoramiento de los antivenenos se estudia continuamente, utilizando diferentes 
estrategias como la optimización de anticuerpos para que sean más efectivos. Una alternativa 
es el uso de proteínas recombinantes consenso que se asemejan a las proteínas tóxicas de los 
venenos son una alternativa para generar antivenenos más adecuados y de amplio espectro. 
Esta estrategia ha demostrado ser efectiva para generar anticuerpos eficaces, siendo pionera 
en su tecnología. Dado el potencial de esta metodología, nos propusimos sintetizar una 
neurotoxina recombinante de cadena larga consenso para optimizar la capacidad 
neutralizante de los antivenenos disponibles en el mercado. Los resultados obtenidos en este 
trabajo mostraron buenos niveles de reconocimiento de los anticuerpos generados hacia 
LNTXs y contra venenos de élapidos de importancia médica. La LcNTX, expresada en 
cuerpos de inclusión se plegó en al menos cinco isoformas estructurales, ninguna de las 
cuales exhibió actividad neurotóxica. Sin embargo, a partir de estas isoformas se lograron 
producir anticuerpos. Entre ellas, la isoforma estructural 2 fue la única que demostró una 
capacidad parcial de neutralización frente al veneno de los elápidos A. lubricus y D. polilepis. 

Se exploró si la modificación de la secuencia de aminoácidos en la neurotoxina consenso de 
cadena larga, junto con la eliminación de un puente disulfuro, podría mejorar la capacidad 
neutralizante de los anticuerpos. Para ello, se crearon dos tipos de variantes: en la primera, 
los aminoácidos básicos K23, R33, R36 y K49, esenciales para el reconocimiento toxina-
canal, fueron reemplazados por Glu. Con esta modificación, se buscó determinar si estos 
residuos son reconocidos y neutralizados por los anticuerpos que se dirigen a las α-LNTX 
recombinantes, y evaluar la posible disminución en toxicidad. Los resultados con los 
anticuerpos de la variante 1 fueron significativos: los anticuerpos mostraron un bajo 
reconocimiento de venenos y neurotoxinas en general, sin capacidad neutralizante frente a 
LNTXs. Aunque se obtuvo una proteína soluble al cambiar la polaridad, no se logró mantener 
la capacidad de neutralización sobre los venenos. En la segunda variante, se eliminó una 
sección de un puente disulfuro, que es clave en la toxicidad de las LNTXs al permitir su 
unión a canales de acetilcolina musculares y neuronales. Al eliminar esta zona, se generó una 
toxina quimérica con cuatro puentes disulfuro y 61 aminoácidos, conservando su identidad 
con las neurotoxinas de cadena larga. Los anticuerpos generados contra esta variante 
reconocieron neurotoxinas de cadena larga y venenos, aunque con menor eficacia que la 
variante con cinco puentes disulfuro. Este resultado sugiere que el segmento eliminado es 



 

   

crucial para el reconocimiento y neutralización de LNTXs recombinantes, posiblemente 
debido a su influencia en el plegamiento estructural. 

Los resultados de este trabajo son interesantes, ya que revelan las consideraciones 
clave al modificar la secuencia de neurotoxinas de cadena larga recombinante y cómo esto 
impacta directamente la efectividad de los anticuerpos producidos. Aunque el sistema de 
expresión en E. coli presenta limitaciones en el plegamiento de proteínas ricas en puentes 
disulfuro, hemos logrado generar anticuerpos prometedores que contribuyen a resolver el 
problema de neutralización de neurotoxinas de cadena larga en elápidos de importancia 
médica. 

  



 

   

ABSTRACT 

Long-chain neurotoxins (LNTXs) are present in the venoms of medically significant 
elapids worldwide. They are an intriguing family due to two characteristics: their low 
proportion in the venom, representing around 1-5% of the protein fraction, and the 
intraspecific variation among species. These features complicate the production of antidotes 
against elapid bites, resulting in low antibody levels against elapid venom and rendering most 
conventional antivenoms less effective at neutralizing these toxins. 

Antivenom improvement is continuously studied using various strategies, such as 
optimizing antibodies to enhance their effectiveness. One alternative is the use of consensus 
recombinant proteins resembling toxic venom proteins to generate broader-spectrum and 
more effective antivenoms. This strategy has proven effective for generating potent 
antibodies and represents a pioneering technological approach. Given the potential of this 
methodology, we aimed to synthesize a consensus recombinant long-chain neurotoxin to 
optimize the neutralizing capacity of commercially available antivenoms. The results showed 
good recognition levels of antibodies generated against LNTXs and medically important 
elapid venoms. The LcNTX, expressed in inclusion bodies, folded into at least five structural 
isoforms, none of which exhibited neurotoxic activity; however, antibodies were successfully 
produced from these isoforms. Among these, structural isoform 2 was the only one that 
demonstrated partial neutralizing capacity against A. lubricus and D. polylepis venom. 

We further explored whether modifying the amino acid sequence of the consensus 
long-chain neurotoxin, along with removing a disulfide bridge, would enhance the 
neutralizing ability of the antibodies. Two variants were created: in the first, the basic amino 
acids K23, R33, R36, and K49, essential for toxin-channel recognition, were replaced by Glu. 
This modification aimed to determine if these residues are recognized and neutralized by 
antibodies targeting recombinant α-LNTXs, and to assess a potential reduction in toxicity. 
The results with variant 1 antibody were significant, as the antibodies showed low 
recognition of venoms and neurotoxins in general, with no neutralizing effect on LNTXs. 
Although a soluble protein was obtained by altering polarity, the neutralization capacity of 
the venoms was not retained. In the second variant, a segment of a disulfide bridge was 
removed, which is crucial for LNTX toxicity by enabling binding to both muscular and 
neuronal acetylcholine receptors. Removing this segment yielded a chimeric toxin with four 
disulfide bridges and 61 amino acids, preserving its identity with long-chain neurotoxins. 
Antibodies generated against this variant recognized long-chain neurotoxins and venoms, 
albeit with less efficacy than the five-disulfide bridge variant. This result suggests that the 
removed segment is critical for recombinant LNTX recognition and neutralization, likely due 
to its impact on structural folding. 

The findings of this study are noteworthy, as they reveal key considerations when 
modifying recombinant long-chain neurotoxin sequences and how these modifications 
directly impact the effectiveness of the generated antibodies. Although the E. coli expression 
system has limitations in folding disulfide-rich proteins, we successfully generated promising 
antibodies that contribute to addressing the challenge of neutralizing long-chain neurotoxins 
in medically relevant elapids. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Serpientes venenosas y su peligrosidad   

Las mordeduras de serpiente son un problema de salud pública de gran magnitud a 
nivel mundial. Cada año se reportan hasta 5.4 millones de ataques por estos reptiles, los 
cuales pueden causar múltiples padecimientos graves en las personas mordidas. Entre estos 
padecimientos se encuentran trastornos hemorrágicos, insuficiencia renal, destrucción local 
de los tejidos, parálisis grave de músculos respiratorios y cardiacos, lo que puede resultar en 
discapacidad o amputación de las extremidades afectadas. Sin embargo, el mayor riesgo 
radica en que, en casos graves, la víctima puede fallecer. De hecho, se estima que en todo el 
mundo se producen hasta 137,880 muertes al año debido a las mordeduras de serpiente 
(OMS, 2018). 

A pesar de la evidente gravedad que representa sufrir un ataque de serpiente, este 
problema es a menudo descuidado en países donde habitan serpientes altamente peligrosas. 
Lamentablemente, el hábitat de estos reptiles suele coincidir con naciones de escasos recursos 
económicos, donde las víctimas reciben poco o ningún tratamiento médico (Scheske et al., 
2015). Las dos familias de serpientes más peligrosas, responsables de la mayoría de los 
accidentes ofídicos y muertes en todo el mundo, son la familia Viperidae y la familia 
Elapidae. 

1.2 Familia Elapidae 

La familia Elapidae se distribuye a lo largo del mundo, principalmente en regiones 
tropicales y subtropicales, dentro de ella se han considerado géneros de importancia médica 
como lo son: Micrurus, Dendroaspis, Oxyuranus, Notechis, Naja y Ophiophagus 
comúnmente conocidas como coralillos, mambas, serpientes de la muerte, taipanes y cobras. 
Son serpientes altamente peligrosas debido a la toxicidad de su veneno (Scheske et al., 2015). 

1.3 Veneno de elápidos  

El veneno de los elápidos es un fluido altamente complejo con diversas funciones 
bioactivas (Chang, 1979). Su estudio se centra en caracterizar sus componentes para 
identificar la abundancia y peligrosidad de cada uno de ellos, y también en el análisis de sus 
elementos tóxicos para encontrar una manera de inhibir los efectos letales de estos y así 
prevenir los efectos adversos del envenenamiento (Kini et al., 2010). 

Al existir un número elevado de componentes en el veneno, se ha optado por 
clasificarlos principalmente en super familias proteicas, las cuales toman en cuenta la 
estructura, la secuencia de aminoácidos y su actividad biológica. Cabe mencionar que, 
aunque dos proteínas tengan una alta identidad de secuencia y estructura, bien pueden diferir 
en su actividad biológica (Kini et al., 2010). Esto se atribuye a cambios específicos de 
aminoácidos en posiciones estratégicas, lo cual resulta en esta diversidad de funciones.  
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Dicha característica de variación en la actividad biológica está bien representada en 
la superfamilia de las proteínas denominadas de “tres dedos” (3 FTXs) altamente presentes 
en los venenos de elápidos (Nirthanan et al., 2017). 

1.4 Proteínas de tres dedos (3 FTXs) en venenos de elápidos  

1.4.1 Bloqueadores de canales de calcio  

La toxina más representativa de esta familia es la toxina FS2, encontrada en el veneno 
de mamba negra (Dendroaspis polylepis), la cual tiene una alta afinidad a canales de calcio 
voltaje dependientes (L-type calcium channel), bloqueándolos de manera irreversible. Al 
cerrarlos interfieren con la contracción del musculo liso, afectando funciones cardiacas. 
Debido a su importancia se han realizado varios estudios de esta toxina interaccionando con 
el canal de calcio (de Weille et al., 1991). Además, se obtuvo su estructura cristalográfica, la 
cual permitió determinar que la región involucrada en la interacción con dicho canal está 
ubicada en el asa 3, ver figura 1 (Albrand et al., 1995). 

 
Figura  1. Estructura tridimensional de la toxina FS2 (PDB: 1tfs) y su unión el canal dependiente de calcio del elápido 

Dendroaspis polylepis. En color azul se muestra la toxina FS2 y en color naranja el canal de calcio dependiente de voltaje 

 

1.4.2 Citotoxinas/Cardiotoxinas  

Son proteínas se alrededor de 60 aminoácidos que ocasionan daños en diferentes 
estirpes celulares, principalmente a células musculares y eritrocitos. Estas toxinas se han 
encontrado especialmente en venenos de serpientes del género Naja, su modo de acción y su 
blanco celular no han sido descritos completamente, aunque la hipótesis de que se unen a la 
membrana celular ocasionando ruptura se encuentra fuertemente apoyada.  
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Aunque determinado que solo los aminoácidos del asa 1 son los que interfieren en la 
unión toxina-canal, sin embargo, se tiene en cuenta la participación en menor grado de 
aminoácidos ácidos, básicos e hidrofóbicos distribuidos en lugares estratégicos alrededor de 
las 3 asas que forman a la cardiotoxina, la estructura tridimensional se muestra en la figura 2 
(Kini et al., 1989; Bhaskaran et al., 1994). 

 
Figura  2. Estructura tridimensional de la cardiotoxina I (PDB: 1cre) del elápido Naja naja atra. En color rojo se muestran 

los 4 puentes disulfuro. Los números 1,2,3 señalan las asas proteicas. 

 

1.4.3 Inhibidores de acetilcolinesterasas  

En este grupo se engloban toxinas cuya principal acción es la inhibición de las 
enzimas acetilcolinesterasas. Aunque la inhibición es generada en diferentes grados los 
efectos producto de la baja actividad enzimática se reflejan en la acumulación del 
neurotransmisor en la cavidad presináptica, lo que da a su vez trae como consecuencia la 
manifestación de pequeñas contracciones involuntarias visibles bajo la piel, sin embargo, no 
generan movimiento completo en alguna extremidad. El término médico de estos 
movimientos es fasciculaciones, por lo que se les denomina comúnmente como “fasiculinas” 
(Eastman et al., 1995), como ejemplo se muestra en la figura 3 la estructura tridimensional 
de la fasiculina 2. 

Este tipo de proteínas se han encontrado a la fecha solo en el veneno de serpientes 
africanas del género Dendroaspis. En cuanto a su secuencia constan de 60 aminoácidos y su 
estructura cristalográfica se ha resuelto, con ayuda de esto se ha determinado que los residuos 
importantes en la interacción toxina-enzima están ubicados en el asa 1 y 2 (Le Du et al., 
1996).  



 

   4 

 
Figura  3. Estructura tridimensional de la Fasiculina 2 (PDB: 1fsc) del elápido Dendroaspis angusticeps. En color rojo se 

muestran los 4 puentes disulfuro. Los números 1,2,3 señalan las asas proteicas. 

1.4.4 Bloqueadores de receptores β adrenérgicos  

Proteínas primeramente consideradas como citotoxinas debido a la similitud de 
secuencia aminoacídica, la cual está alrededor del 50%. Fueron encontradas en el veneno de 
la cobra rey (Ophiophagus hannah), en subsecuentes pruebas se probó la nula presencia de 
actividad hemolítica y anticoagulante (característica principal de las 
citotoxinas/cardiotoxinas motivo que obligó a separarlas de este grupo) (Rajagopalan et al., 
2007). Estas proteínas presentan alta afinidad por los canales adrenérgicos B1 y B2, en 
ensayos in vivo producen la disminución de la frecuencia cardiaca, lo cual demuestra el 
bloqueo de los canales tipo B. Un ejemplo de este grupo de la toxina β-cardiotoxin CTX27. 
Solo se han encontrado en el veneno de la cobra rey, presentan 63 aminoácidos en su 
secuencia (Fruchart et al., 2008) en la Figura 4 se muestra la estructura tridimensional de β-
cardiotoxina. 

 
Figura  4. Estructura tridimensional de β-cardiotoxin CTX27 (PDB: 2vlw) del elápido Ophiophagus hannah. En color rojo 

se muestran los 4 puentes disulfuro. Los números 1,2,3 señalan las asas proteicas. 
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1.4.5 Toxinas muscarínicas  

Son las toxinas más caracterizadas pertenecientes a la superfamilia de tres dedos. 
Ellas poseen en su secuencia de 65 a 66 aminoácidos, tienen afinidad a canales de acetilcolina 
muscarínicos. En término de secuencia, tienen similitud con las toxinas adrenérgicas. Dentro 
de este grupo, las más caracterizadas provienen de venenos de mambas (Dendroaspis) 
(Karlsson et al., 2000). Tienen alta afinidad por los canales de acetilcolina muscarínicos 
bloqueándolos y por lo tanto son clínicamente importantes. Estos canales muscarínicos están 
involucrados en procesos importantes tales como la visión, el aprendizaje, vasodilatación, 
sincronización del ritmo cardiaco, comunicación del sistema nervioso central, excitación de 
glándulas endocrinas y exocrinas, solo por nombrar a las más importantes. 

Este tipo de proteínas son inhibidores alostéricos del canal de acetilcolina 
muscarínico. Son muy eficientes ya que logran tener actividades incluso a concentraciones 
nano y micro molares, y presentan alta selectividad en los subtipos de canales muscarínicos 
(M1-M5) (Karlsson et al., 2000). Ha manera de ejemplo, la toxina MT1 mostrada en la figura 
5, causa el bloqueo del canal subtipo M4, mientras que provoca la apertura del poro del 
subtipo M1. Se han reportado los aminoácidos determinantes en la interacción y bloqueo del 
receptor, siendo el Trp10 en el asa 1 y la Arg52 en la tercera asa, junto con la Tyr36 de la 
segunda asa que generan la interacción con el receptor (Sanchez et al., 2009).  

 
Figura  5. Estructura tridimensional de la MT1 (PDB: 4do8) del elápido Dendroaspis angusticeps. En color rojo se 

muestran los 4 puentes disulfuro. Los números 1,2,3 señalan las asas proteicas. 
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1.5 Neurotoxinas  

1.5.1 β-neurotoxinas 

Son enzimas pertenecientes a la familia de las fosfolipasas A2 (PLA2) tienen un peso 
molecular que ronda los 15 kDa. La actividad enzimática de las PLA2s requiere como 
cofactor al ion Ca2+. Su clasificación se ha basado tanto a su estructura y secuencia 
aminoacídica conforme a esto se formaron 4 clases (I, II, II y IV), dentro de la clase I se 
encuentran posicionadas las β-neurotoxinas de elápidos, el modo de acción radica en 
interferir en la liberación y recaptación de vesículas de acetilcolina con ello se imposibilita 
la contracción muscular por lo que se les categorizó como de acción pre-sináptica 
(Montecucco et al., 2000). 

1.5.2 α-neurotoxinas  

Son las toxinas más letales pertenecientes a la superfamilia de proteínas de tres dedos. 
Su característica principal es la alta afinidad y especificidad a subtipos de canales de 
acetilcolina muscarínicos musculares y neuronales. En cuanto a su composición presentan de 
60 a 75 aminoácidos desde su núcleo hidrofóbico estabilizado por 4 o 5 puentes disulfuro del 
cual emergen 5 hojas beta antiparalelas (Barber et al. 2013).  

La clasificación actual está basada principalmente en la extensión aminoacídica, 
conforme a esto se agruparon en 4 tipos α-neurotoxinas de cadena corta (SNTX), α-
neurotoxinas de cadena de cadena larga (LNTX), α-neurotoxinas de cadena larga atípicas 
(ALNTXs) y α-neurotoxinas de cadena larga no convencionales (NcLNTXs) las 
características de dichas toxinas se muestran en la tabla 1 (Nirthanan et al., 2017). 

Tabla 1. Clasificación de α-neurotoxinas de venenos de serpientes. 

Tipos 
 

Blancos moleculares Fuentes Ejemplos 

α-neurotoxinas de cadena corta 
(α-SNTX) 

Alta afinidad por nAChR 
muscular o Torpedo (Kd = 
10-9 - 10-11 M)  

Elapidae e 
Hydrophidae  
 

α-erabutoxina (Laticauda 
semifasciata)  
α-toxina (Naja nigricolis)  

α-neurotoxinas de cadena larga 
(α-LNTX) 

Alta afinidad por nAChR 
muscular o Torpedo (Kd = 
10-9 – 10-11 M) y nAChR 
neuronal (Kd = 10-8 – 10-9 M)  

Elapidae  
 

bungarotoxina (Bungarus 
multicinctus)  
 

α-neurotoxinas de cadena larga 
atípicas (α-ALNTXs) 

Alta afinidad por nAChR de 
Torpedo (Kd = 10-11 M)  

Hydrophidae  Toxina Lc-a, Lc-b (Laticauda 
colubrina)  
 

α-neurotoxinas de cadena larga 
no convencionales (α-
NcLNTXs) 

Baja afinidad por nAChR 
muscular o Torpedo (Kd = 10 
nM)  

Elapidae  
 

Candoxina (Bungarus 
candidus)  
WTX (Naja kaouthia)  
Wntx-5 (Naja sputatrix)  

En los blancos moleculares, se muestra la interacción con receptores nicotínicos de acetilcolina y ejemplos. Como 
información adicional se muestra la constante de disociación de las toxinas (Kd). Torpedo: Receptor nicotínico de 
acetilcolina específico de pez marino Torpedo.  
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1.5.1 Neurotoxinas de cadena corta (α-SNTX) 

Su secuencia peptídica es de alrededor de 60 y 62 aminoácidos, dentro de la cual se 
encuentran 8 cisteínas, mismas que forman 4 puentes disulfuro, en cuanto a su peso molecular 
ronda entre 6 y 7 kDa. Como característica principal son capaces de interrumpir la 
comunicación entre nervios y músculos al interferir en la unión de la acetilcolina con su 
receptor (nAChRs muscular Torpedo), la interacción es estable, aunque se puede revertir. 
Como ejemplo de este grupo de toxinas se muestra la ilustración de la cobratoxina figura 6, 
toxina altamente toxica que exhibe una LD50: 0.09 mg/kg en inyección intravenosa en ratones 
(Meng et al., 2002). 

 
Figura  6. Estructura tridimensional de la cobrotoxin (PDB: 1coe) del elápido Naja atra. En color rojo se muestran los 4 

puentes disulfuro. Los números 1,2,3 señalan las asas proteicas 

1.5.1 Neurotoxinas de cadena larga (α-LNTX) 

Estas proteínas están conformadas por 66 a 75 aminoácidos, y su peso molecular varía 
desde 7 a 9 kDa. La estructura tridimensional presenta 3 asas contienen 10 cisteínas las cuales 
forman 5 puentes disulfuro; además, 4 de los 5 puentes disulfuro se encuentran posiciones 
iguales o próximas a las de las neurotoxinas de cadena corta (Chang, 1999; Tsetlin et al., 
2009). La diferencia radica en la adición y posición del quinto puente disulfuro, mismo que 
se posiciona en la segunda asa de las toxinas. Son altamente afines a canales de acetilcolina 
del tipo neural y muscular formado una interacción altamente estable con un bloqueo de tipo 
irreversible. Debido a esta cualidad han sido utilizadas en la investigación y en la industria 
farmacéutica para localizar o caracterizar canales de acetilcolina (Nirthanan et al., 2017). En 
la figura 7, se muestra la estructura espacial de LNTX altamente tóxicas de elápidos de 
importancia médica en el mundo.  
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Figura  7. Superposición de estructura tridimensional de 4 α-LNTX altamente tóxicas. A) α -bungarotoxin (PDB: 1haj) del 
elápido Bungarus multicinctus (negro). B) α-elapitoxin (PDB: 4lft) del elápido Dendroaspis polylepis (verde), C) α-
cobratoxin (PDB: 1ctx) del elápido Naja siamensis (rosa). D) Neurotoxina 1 (PDB: 1W6B) del elápido Naja oxidiana 
(amarillo). En color rojo se muestran los 5 puentes disulfuro, en azul se muestran los residuos de lisina (L) y en naranja 
argininas (R). Los números 1,2,3 señalan las asas proteicas de las toxinas. 

Las α-LNTX son altamente tóxicas, sin embargo, en la mayoría de los venenos están 
en baja proporción con respecto al veneno total, como puede observarse en la figura 8. 
Aunque se encuentran en baja proporción juegan un papel crucial en el envenenamiento por 
mordedura de elápido por ser altamente afines al canal de acetilcolina muscular y neuronal 
(Grant et al., 1985; Barber et al., 2013). Son tan potentes que llegan a actuar a 
concentraciones de LD50:1.6 µg/kg Alpha-N3 de Bungarus candidus (Kim et al., 1981). 
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Figura  8. Cantidad de α-LNTX en un miligramo de veneno de elápidos de importancia médica en el mundo. Datos tomados 
y modificados de Malih et al., 2014; Yap et al., 2014; Shan et al., 2015; Tan et al., 2015; Petras et al., 2015; Sintiprungrat 
et al., 2016; Tan et al., 2016; Oh et al., 2017; Skejic et al., 2018; Hia et al., 2020. 

Así mismo, presentan variaciones en la cantidad de α-LNTX con respecto al área 
geográfica que habitan los elápidos de la misma especie, como se puede observar en la figura 
8. Como por ejemplo el veneno de la Naja kaouthia (Cobra monocelada) que proviene de 
elápidos de Malasia. Estos tienen 0.04 mg de α-LNTX/mg de veneno crudo, mientras que las 
que habitan en Tailandia poseen alrededor de 10 veces más, registrando 0.3 mg de α-
LNTX/mg de veneno crudo. En ambos casos se reporta la presencia de a diferencia de la que 
reside en Vietnam que no contiene α-LNTX (Tan et al., 2015). 

Otro ejemplo, es el veneno de Bungarus fasciatus (krait rayado), que habitan en 
Malasia, Tailandia, Indonesia y China no contienen α-LNTX, a diferencia de las que habita 
en Myanmar que presentan 0.05 mg de α-LNTX/mg de veneno crudo (Hia et al., 2020). Esta 
variabilidad representa un problema en la producción de antivenenos, al ser toxinas altamente 
activas en el veneno por su alta afinidad al canal de acetilcolina teniendo una unión altamente 
estable. La variación en esta clase de toxinas es un es un problema en la producción de 
antídotos contra la mordedura de elápidos, ya que la ausencia de un componente provoca que 
no se produzcan anticuerpos contra esa proteína, lo que provoca que no sea neutralizada y 
sus efectos neurotóxicos prevalezcan aun con la admiración de un antídoto, ocasionando 
parálisis prolongada insuficiencia respiratoria y cardiaca o muerte en los pacientes.    
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1.6 Interacción de las α-LNTX con el canal de acetilcolina (nAChR)  

El estudio de la interacción de las α-LNTX con los canales de acetilcolina del tipo 
muscular y neural requiere tener en contexto la estructura y función de este. Los canales de 
acetilcolina del tipo neural y muscular están constituidos por 3 dominios intra, inter y extra 
membranal como se muestra en la figura 9 sección A), aunque solo la región extra-
membranal participa en la interacción con las α-LNTX. Están constituidos por pentámeros 
proteicos, su nomenclatura está basada letras griegas (α)2βγδ, su peso molecular oscila los 
290 kDa. Ya que son altamente importantes en la comunicación entre neuronas y músculos 
se han caracterizado su secuencia aminoacídica y estructura cristalográfica. Se encuentran 
ubicados y altamente distribuidos en la membrana de las neuronas postsinápticas de la placa 
neuromuscular en donde juegan un papel crucial en el lenguaje neuromuscular (Unwin, 
2005). 

El receptor de acetilcolina de tipo muscular fue caracterizado por primera vez en la 
raya eléctrica Torpedo y está compuesto por las subunidades α-1, β-1, γ o ε, y δ, organizadas 
en la fórmula (α)₂βγδ. Existen dos versiones de este receptor: la embrionaria, con la 
configuración (α)₂βεδ, y la versión en adultos, (α)₂βγδ (Unwin, 2005). En contraste, el 
receptor neuronal de acetilcolina se distingue por contener subunidades del subtipo α, desde 
α-2 hasta α-10 ((α1-10)₂) y subunidades del tipo β (β-2, β-3 o β-4), formando diferentes 
configuraciones como (α1-10)₂(β2-4)γδ. La estructura tridimensional del canal de 
acetilcolina muscular en Torpedo se presenta en la Figura 9, secciones B y C (Zouridakis et 
al., 2014).  

Se han elucidado las subunidades responsables de la interacción toxina canal. Por 
parte del canal de acetilcolina se encuentran los 2 sitios de reconocimiento para agonistas y 
antagonistas situados en las subunidades (α y γ) y (α y β) del dominio transmembranal del 
canal como se observa en la figura 10. Los estudios de difracción de rayos X y simulaciones 
computacionales coinciden en que la unión se da en el asa C transmembranal, 
específicamente de la subunidad α participan los residuos Y93, Y149, G153, H186 y la N200. 
Por parte de la en la subunidad γ o β los aminoácidos involucrados son K34, T55, L119, 
W149, Q59, F172, N174, E173, E176. Estos aminoácidos están altamente conservados en 
todos los canales de acetilcolina neural y muscular (Samson et al., 2008; Nirthanan et al., 
2014). Al unirse las α-LNTX cambian la conformación del canal cerrándolo y con ello 
interrumpen la transmisión del impulso nervioso (Silva et al., 2020). Dicha interacción se ha 
descrito en gran medida con la ayuda de la bungarotoxina y cobratoxina que son las dos α-
LNTX mejor caracterizadas (Samson et al., 2008).  
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Figura  9.  A) Se muestra el canal de acetilcolina muscular Torpedo con sus 3 dominios (PDB: 7QL6)1) intra, 2) inter y 3) 
extra membranal. B) Dominio transmembranal de canal de acetilcolina. C) Dominio extra membranal en donde se ubican 
las subunidades (α: rosa, β: amarillo, γ: azul, α: morado y δ: rojo) y el sitio de unión a antagonistas ubicados entre (α y γ) y 
(α y β). 

 
Figura  10. Interacción el dominio transmembranal del canal de acetilcolina neuronal con la bungarotoxina (Bungarus 
multicinctus). Formando el complejo canal-toxina altamente estable del tipo irreversible (PDB: 6UWZ). 
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Del lado de las α-LNTX, la interacción se ha analizado utilizando mutagénesis sitio 
dirigida de la secuencia de la cobratoxina. Los residuos involucrados en la interacción para 
reconocer los subtipos los receptores de acetilcolina Torpedo y α-7 son: W25, N27, F29, R33, 
R36 y F65 (Antil-Delbeke et al.,1999). De igual manera se conoce que los residuos A28, 
K35, C26, C30 son esenciales solo en el reconocimiento del canal de acetilcolina neural α-7, 
asimismo los aminoácidos K23 y K49 intervienen únicamente en la interacción del canal 
subtipo muscular Torpedo. En este trabajo se destacó la importancia de los residuos (C26, 
C30, R33, F29, R36), ver tabla 2. Ya que participan en la interacción del canal muscular 
Torpedo o neural α-7. En dicho trabajo se realizaron mutaciones en estos residuos y las más 
importantes por su disminución en la afinidad se muestran en la tabla 2 (Antil-Delbeke et 
al.,1999; 2000).  

Tabla 2. Cambios de aminoácidos sobre la secuencia de la cobratoxina y su efecto en la 
disminución de la afinidad del canal de acetilcolina subtipo muscular Torpedo y neuronal α-7. 

 

1.7 Uso de consensos proteicos en toxinas 

A lo largo de la historia evolutiva de las proteínas han sufrido cambios en su secuencia 
específicamente mutaciones aleatorias y selección natural. Esto dio como resultado la 
diversidad de funciones y estructuras proteicas conocidas a la fecha. Tomando en cuenta esta 
afirmación, dentro de las secuencias de aminoácidos de las proteínas que tenemos hoy en día, 
se encuentra la evidencia de aquellos cambios que se conservaron dado que confirieron una 
actividad biológica o estabilidad termodinámica. Las posiciones de alta frecuencia de un 
mismo aminoácido proporcionan información clave sobre la relevancia de dicho residuo en 
la función o estabilidad de la proteína. A partir de este principio, los consensos proteicos se 
establecen mediante la alineación y comparación de proteínas seleccionadas, con el objetivo 
de identificar aminoácidos conservados. Las aplicaciones y objetivos de los consensos 
proteicos son variados, abarcando desde la comprensión de mecanismos estructurales y 
funcionales hasta el diseño de variantes con propiedades específicas adaptadas según los 
objetivos específicos de cada investigación. (Sternke et al., 2019).  

 

Posición de 
aminoácido en la 
secuencia de la 

cobratoxina 

Sustitución del 
aminoácido 

Disminución de la afinidad con el canal de acetilcolina subtipo: 

Torpedo (muscular) α-7 (neural) 
23 K-E 23 0 
26 C-S 14 180 
29 F-A 74 270 
30 C-S 14 180 
33 R-E 340  310 
36 R-A 16 190 
49 K-E 3 0 

Los datos registrados en las columnas de los subtipos de canales de acetilcolina muscular Torpedo y neuronal α-7 son el 
número de veces que disminuyen la afinidad por el canal respectivamente.  
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Esta poderosa herramienta de generación de consensos proteicos es altamente 
utilizada con diferentes fines. La gran mayoría busca mejorar la estabilidad termodinámica y 
estructural, la resistencia a agentes desnaturalizantes, ancestralidad, en el caso de proteínas 
con actividad enzimática se busca potenciar el sitio activo para hacer más eficiente el proceso, 
por nombrar los más utilizados (Sternke et al., 2019). 

Dentro de nuestro grupo de trabajo generamos proteínas consenso para obtener 
toxinas que posean en su secuencia los residuos aminoacídicos esenciales tanto para la 
función biológica (toxicidad), así como estructurales (puentes disulfuro). Con ello buscamos 
conservar ambos aspectos, ya que las toxinas que producimos son un vehículo para obtener 
anticuerpos de amplio espectro que logren neutralizar a un grupo de toxinas. De esta forma 
comienzan los primeros pasos para la generación de un antivenenos universales para venenos 
de animales ponzoñosos. Un prototipo que se ha probado en el laboratorio es la obtención 
del consenso de neurotoxinas de cadena corta (α-ScNTX) de elápidos (De la Rosa et al., 
2019).  

1.8 Antivenenos contra el veneno de elápidos peligrosos  

Los tratamientos existentes en caso de mordedura de elápidos se obtienen 
mayoritariamente de la inmunización de caballos con el veneno total. Estos generan 
anticuerpos policlonales, que tienen como fin neutralizar en su mayoría a los componentes 
más abundantes del veneno (Gutiérrez et al., 2018). Sin embargo, las α- LNTX se encuentran 
en bajas concentraciones dentro en la mayoría de los venenos de elápidos de importancia 
médica, debido a esto, pueden generar deficientes porcentajes de anticuerpos neutralizantes 
contra dichas neurotoxinas. En consecuencia, se obtienen generalmente una poca proporción 
de anticuerpos que reconocen a estas toxinas altamente tóxicas. Esto a su vez, provoca que 
algunos de los antivenenos sean poco eficientes para neutralizar estas toxinas ante casos de 
mordedura de elápidos (Gutiérrez et al., 2011), ya que los efectos neurotóxicos persisten pese 
a la administración de antiveneno, y en la mayoría de los casos se tiene que administrar más 
dosis de antivenenos, lo cual podría propiciar una reacción alérgica, lo cual se traduce en 
mialgias y anafilaxis.  

Con el fin de mejorar la eficacia de dichos antivenenos, una propuesta es producir 
toxinas consenso partiendo de una familia proteica específica. Con esta idea se realizó el 
trabajo de la Rosa et al. (2018), quienes elaboraron una α-SNTX consenso (α-ScNTX), 
logrando expresarla en E. coli. Con ella inmunización conejos y caballos, y obtener de esa 
forma anticuerpos que reconocen a la α-ScNTX, tipo 3FTXs y a péptidos de estructura 
similar (de la Rosa et al., 2019). Los anticuerpos obtenidos se evaluaron para demostrar su 
capacidad de neutralizar venenos de elápidos, y se concluyó que los anticuerpos obtenidos 
fueron capaces de reconocer α-neurotoxinas de coralillos, cobras y mambas (Micrurus, Naja 
y Ophiophagus), y neutralizar muchos de estos venenos (De la Rosa et al., 2019). 
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La metodología mencionada pretende formular un antiveneno único, que incluya de 
manera significativa anticuerpos que reconozcan a las neurotoxinas de cadena larga, para así 
neutralizar el veneno de un gran número de elápidos. Esto con el fin de mejorar el tratamiento 
en pacientes mordidos. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo es la síntesis de una 
alfa-neurotoxina consenso de cadena larga (α-LcNTX) para la generación de un antiveneno 
de amplio espectro que neutralice un gran número de venenos de elápidos, haciendo énfasis 
en aquellos de carácter más neurotóxico. 

1.9 Anticuerpos contra neurotoxinas y el reconocimiento de α-LNTX  

En la generación de anticuerpos contra proteínas con actividad tóxica se requiere 
inocular a un mamífero con dosis crecientes de la toxina y esperar a que su sistema 
inmunológico reconozca al agente extraño para obtener anticuerpos contra esta proteína. Con 
ello se genera una cantidad elevada de anticuerpos que identifican a la molécula extraña 
inoculada en regiones específicas de la proteína inoculada. Los anticuerpos pueden reconocer 
distintas regiónes proteicas de una toxina, con diferentes porcentajes de neutralización, los 
más importantes para el uso en antivenenos son aquellos que logran neutralizar totalmente a 
las toxinas en un envenenamiento. Por lo tanto, es muy importante identificar las regiones y 
aminoácidos que bloquean los anticuerpos en las toxinas.   

Los aminoácidos clave en la interacción con los canales de acetilcolina tanto neural y 
muscular son los aminoácidos cargados positivamente (K23, R33, R36 y K49), estructurales 
(C26 y C30) y aromáticos (F29). El cambio de dichos residuos causa reducciones de hasta 
340 veces la afinidad de la toxina por el canal de acetilcolina muscular Torpedo ver tabla 2. 
Hasta la fecha no se tiene información si los epítopes de los anticuerpos que reconocen a las 
α-LNTXs abarcan estos aminoácidos, lo que podría causar a su vez la neutralización de las 
α-LNTXs impidiéndoles la unión con su blanco.  

En este contexto propusimos realizar variantes de residuos básicos y la eliminación 
en una de ellas del quinto puente disulfuro. Estas toxinas solo se utilizarán como vehículo 
para obtener anticuerpos y evaluar el porcentaje de cobertura de protección ante α-LNTX 
mediante pruebas en animales.  Con ello, observáremos si los residuos K23, C26, F29, C30, 
R33, R36 y K49 son reconocidos y neutralizados por los anticuerpos que reconocen a las α-
LNTX, la actividad biológica de las variantes en ensayos de inyección en ratones.  
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2. JUSTIFICACIÓN  

Dentro del veneno de la mayoría de los elápidos de importancia médica en el mundo, 
las toxinas α-LNTX se encuentran en baja proporción. Además, la concentración de α-LNTX 
varía en dichos venenos incluso a nivel de especie con respecto al área geográfica que 
habitan. Esto genera que los antivenenos que se producen por medio de la inmunización en 
caballos, generalmente con veneno completo contengan pocos anticuerpos que reconozcan a 
las α-LNTX, lo cual propicia que los efectos neurotóxicos persistan aún durante la 
administración del antiveneno. Este problema nos lleva a proponer la síntesis recombinante 
de una neurotoxina de cadena larga consenso (α-LcNTX), con el fin de generar anticuerpos 
que reconozcan una gran variedad de α-LNTX provenientes de diferentes venenos de 
elápidos de importancia médica en el mundo.  

Por otro lado, el sitio donde los anticuerpos reconocen a las α-LNTX, y las 
neutralizan, aún no está completamente establecido. Con el fin de conocer si los anticuerpos 
anti-α-LNTX bloquean a las α-LNTX en su sitio de reconocimiento de las α-LNTX con los 
canales de acetilcolina, proponemos realizar cambios en la secuencia de la α-LcNTX en los 
aminoácidos básicos los cuales son esenciales para el reconocimiento con los canales de 
acetilcolina y eliminar el segmento del quinto puente disulfuro el cual les confiere mayor 
toxicidad, para posteriormente obtener los anticuerpos de estas variantes y probar su eficacia. 
Con ello pretendemos contribuir al conocimiento del sitio de reconocimiento de los 
anticuerpos con las α-LNTX recombinantes. 
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3. HIPÓTESIS  

Los anticuerpos que se generen a partir de la inmunización con la α-LcNTX podrán 
neutralizar una gran variedad de venenos de elápidos. 

 

4. OBJETIVO GENERAL  

Diseñar y expresar recombinantemente una α-LcNTX y variantes para la obtención 
de anticuerpos para contrarrestar el envenenamiento de elápidos con α-LNTXs. Determinar 
la importancia de los residuos básicos y el quinto puente disulfuro en la toxicidad de las α-
LNTX y el reconocimiento de toxina-anticuerpo. 

 

4.1 Objetivos particulares  

 

1. Construir la α-LcNTX y sus variantes, así como determinar su toxicidad. 
2. Definir el potencial neutralizante de los anticuerpos obtenidos a partir de las α-

LcNTX y sus variantes. 
3. Demostrar la importancia de los aminoácidos básicos y el quinto puente disulfuro en 

la toxicidad de las α-LNTX. 
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5. METODOLOGÍA  

5.1 Selección de LNTXs  

Los criterios para seleccionar las α-LNTX utilizadas para un alineamiento múltiple 
de secuencias y obtener una α-LNTX consenso (α-LcNTX), fue su toxicidad (LD50) 
mostradas en la tabla 3.  

Tabla 3. LNTXs seleccionadas de elápidos de importancia médica en el mundo. 

Elápido Nombre Afinidad LD50 aa kDa ID 
Ophiophagus 
hannah 

LNTX1 1. Receptor acetil colina (nAChR) 
2. Muscular (alpha 1/CHRNA1) 
3. Neuronal (alpha-7/CHRNA7) 

0.51 mg/kg ratón 
(Intravenosa) 

 
94 

 
10.5 

 
Q2VBP8 

Acanthophis 
antarcticus 

EPTX-Aa2b 4. Receptor acetil colina (nAChR) 
5. Muscular (alpha 1/CHRNA1) 
6. Neuronal (alpha-7/CHRNA7) 

0.13 mg/kg ratón 
(Intramuscular) 

 
73 

 
8.1 

 
P01385 

EPTX-Aa2e 7. Receptor acetil colina (nAChR) 
8. Muscular (alpha 1/CHRNA1) 
9. Neuronal (alpha-7/CHRNA7) 

0.05 and 0.20 
mg/kg 
intraperitoneal en 
ratón, pocos 
ratones probados 

 
79 

 
8.7 

 
P0DKW9 

Bungarus 
multicinctus 

BTX A31 
Síntesis 
recombinante  

10. Receptor acetil colina (nAChR) 
11. Muscular (alpha 1/CHRNA1) 
12. Neuronal (alpha-7/CHRNA7) 
13. Agonista de GABA  

0.3 mg/kg ratón 
(Subcutáneo) 

 
95 

 
10.2 

 
P60615 

Bungarus 
candidus 

Alpha- N3 14. Receptor acetil colina (nAChR) 
15. Muscular (alpha 1/CHRNA1) 
16. Neuronal (alpha-7/CHRNA7) 

0.16 µg/g ratón 
(Intravenosa)  

 
73 

 
7.7 

 
P85140 

Dendroaspis 
polylepis 
polylepis 

Dpp2b 17. Receptor acetil colina (nAChR) 
18. Muscular (alpha 1/CHRNA1) 
19. Neuronal (alpha-7/CHRNA7) 

0.4 mg/kg ratón  
(Subcutánea) 

 
72 

 
7.9 

 
C0HJD7 

Dpp2a 20. Receptor acetil colina (nAChR) 
21. Muscular (alpha 1/CHRNA1) 
22. Neuronal (alpha-7/CHRNA7) 

0.12 mg/kg ratón 
(Subcutáneo) 

 
72 

 
8.03 

 
P01396 

Naja haje haje MC-5 23. Receptor acetil colina (nAChR) 
24. Muscular (alpha 1/CHRNA1) 
25. Neuronal (alpha-7/CHRNA7) 

0.11 mg/kg ratón 
(Intravenosa) 

 
71 

 
7.8 

 
P25674 

Naja naja 
(Asia) 

Neurotoxina A 26. Receptor acetil colina (nAChR) 
27. Muscular (alpha 1/CHRNA1) 

Neuronal (alpha-7/CHRNA7 

 
0,15 mg/kg ratón  

 
71 

 
7.8 

 
P25668 

 

5.2 Alineamiento múltiple de secuencia de α-LNTX 

Al realizar el alineamiento se decidió tomar en cuenta solo hasta el aminoácido 66 del 
alineamiento inicial ya que la mayor identidad se encuentra del residuo 1 al 66, que además 
contiene las 10 cisteínas necesarias para formar los 5 PD de una α-LNTX. Los aminoácidos 
a partir de la posición 67 tienen poca o nula identidad entre sí. Esto se destaca en el siguiente 
alineamiento denominado como figura 12.  
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Figura  11. Aminoácidos altamente conservados en el alineamiento múltiple de secuencia de la α-LNTXs (1-66). 

Secuencia de α-LcNTX 

IICYTTPNVPIQSQTCPPGENLCYTKTWCDAFCSSRGKRVELGCAATCPKVKPGVEIKCCSTDKCN 

Del anterior alineamiento se generó la secuencia consenso α-LcNTX, donde el 
criterio para remover o conservar un aminoácido indefinido fue el número de repeticiones en 
el alineamiento y la capacidad inmunogénica de cada residuo. Una vez decidida la estructura 
primaria de la proteína α-LcNTX se realizaron los cambios sobre la secuencia con el fin de 
obtener las variantes de α-LcNTX, dichos cambios se muestran en la tabla 4. 

Tabla 4. Secuencia de aminoácidos de las variantes de α-LcNTXs 

Nombre Secuencia de aminoácidos  
α-LcNTX IICYTTPNVPIQSQTCPPGENLCYTKTWCDAFCSSRGKRVELGCAATCPKVKPGVEIKCCSTDKCN 

α-LcNTX V1 (K26E, R/36,39/E, K52E) IICYTTPNVPIQSQTCPPGENLCYTETWCDAFCSSEGKEVELGCAATCPKVEPGVEIKCCSTDKCN 

α-LcNTX V2 (CDAFC) IICYTTPNVPIQSQTCPPGENLCYT----------KTWSSRGKRVELGCAATCPKVKPGVEIKCCSTDKCN 

* En letra color verde se muestran los aminoácidos sustituidos  
 

En ambos casos tanto para la α-LcNTX y las α-LcNTX V1 y V2 se realizaron los 
análisis bioinformáticos para tener en cuenta el uso preferencial de codones de E. coli. Así 
se realizó la transcripción inversa para obtener la secuencia de ADN del gen α-LcNTX y V1 
y V2. 

5.3 Construcción de las secuencias codificantes de las α-LcNTX, V1 y V2 

Para la construcción de los genes de novo de α-LcNTX y V1 y V2 en todos los casos 
se le adicionaron en el extremo 5’ la secuencia que reconoce la enzima de restricción Bam-
H1, y posterior a esta se adicionó la secuencia de reconocimiento de proteasa Xa 
(ATCGAGGGAAGG); en el otro extremo, el 3’ se adicionó la secuencia que reconoce la 
enzima Pst1. Los genes completos que codifica a α-LcNTX y las fue α-LcNTX de 234 pb y 
será para las α-LcNTX V1 y de 219 pb para α-LcNTX V2. La obtención de novo del gen α-
LcNTX y α-LcNTX V2 se llevó a cabo por medio de la extensión superpuesta de 
oligonucleótidos utilizando las siguientes secuencias de la tabla 5, 6 y 7 respectivamente. 

Tabla 5. Oligonucleótidos utilizados para la síntesis de la toxina α-LcNTX 

Nombre Secuencia (5’-3’) 
LcNTX-Fw1 GAG GGA TCC ATC GAG GGA CGC ATT ATC TGC TAT ACC ACG CCG AAC GTG CCT ATT C 
LcNTX-R1 GCA CAG ATT TTC GCC AGG CGG ACA GGT TTG GCT CTG AAT AGG CAC GTT CGG CGT G 
LcNTX-Fw2 GCC TGG CGA AAA TCT GTG CTA CAC GAA AAC CTG GTG TGA TGC GTT TTG CAG TAG CCG 
LcNTX-R2 CGT CGC GGC ACA GCC CAG CTC AAC ACG CTT ACC GCG GCT ACT GCA AAA CGC ATC 
LcNTX-Fw3 CTG GGC TGT GCC GCG ACG TGC CCG AAA GTG AAG CCT GGT GTT GAA ATC AAA TGT TGC TCG 
LcNTX-R3 CTC CTG CAG CTA TTA GTT ACA CTT GTC GGT CGA GCA ACA TTT GAT TTC AAC ACC 
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Tabla 6. Oligonucleótidos utilizados para la síntesis de la toxina α-LcNTX V1 

Nombre Secuencia (5’-3’) 
LcNTX V1-Fw1 GAG AGG ATC CAT CGA GGG ACG CAT TAT CTG CTA TAC CAC GCC GAA CGT GCC GAT TCA GAG CCA AAC C 
LcNTX V1-R1 TGC AAA ACG CAT CAC ACC ACG TCT CGG TGT AGC ACA GAT TTT CGC CCG GAG GAC AGG TTT GGC TCT GAA TCG G 
LcNTX V1-Fw2 GGT GTG ATG CGT TTT GCA GCA GTG AAG GCA AAG AGG TGG AAC TGG GTT GCG CCG CGA CCT GTC CGA AGG TTG AGC 
LcNTX V1-R2 TCT CCT GCA GCT ATT AGT TGC ACT TGT CGG TGC TAC AGC ATT TGA TTT CCA CGC CAG GCT CAA CCT TCG GAC AG 

 

Tabla 7. Oligonucleótidos utilizados para la síntesis de la toxina α-LcNTX V2 

Nombre Secuencia (5’-3’) 
LcNTX V2-Fw1 GAG AGG ATC CAT CGA GGG ACG CAT TAT CTG CTA TAC CAC GCC GAA CGT GCC TAT TCA GAG CCA AAC CTG 
LcNTX V2-R1 GGC TAC TCC AGG TTT TCG TGT AGC ACA GAT TTT CGC CAG GCG GAC AGG TTT GGC TCT GAA TAG G 
LcNTX V2-Fw2 CGA AAA CCT GGA GTA GCC GCG GTA AGC GTG TTG AGC TGG GCT GTG CCG CGA CGT GCC CGA AAG TGA AGC CTG GTG 
LcNTX V2-R2 TCT CCT GCA GCT ATT AGT TAC ACT TGT CGG TCG AGC AAC ATT TGA TTT CAA CAC CAG GCT TCA CTT TCG 

 

Los oligonucleótidos para las variantes solo cambiaron el triplete del nucleótido 
(GAA) que codifica para ácido glutámico para la sustitución múltiple. En cada caso se realizó 
una reacción de PCR por separado, y se utilizaron los oligonucleótidos necesarios de cada 
gen respectivamente la proporción se muestra en la tabla 8. Se utilizó la polimerasa de alta 
fidelidad Vent-Pol. Posterior al ensamblaje los genes completos α-LcNTX, V1 y V2 fueron 
tratados con las enzimas de restricción BamH1 y Pst1 para formar los extremos cohesivos en 
los extremos y facilitar la ligación con el plásmido pQE-30 independientemente.  

Tabla 8. Proporción de oligonucleótidos utilizados para la síntesis de novo de LcNTXs 

 Proporción de oligonucleótidos para la síntesis de LcNTX, V1 y V2. 
Nombre 0.4 pmol/µL 0.1 pmol/µL 

PCR LcNTX LcNTX-Fw1, LcNTX-R3 LcNTX-R1, LcNTX-Fw2, LcNTX-R2, LcNTX-Fw3 
PCR LcNTX V1 LcNTX-Fw1. V1, LcNTX-R3V1 LcNTX-R1. V1, LcNTX-Fw2. V1, LcNTX-R2. V1, LcNTX-Fw3, V1 
PCR LcNTX V2 LcNTX-Fw1. V2, LcNTX-R3V2 LcNTX-R1. V2, LcNTX-Fw2. V2, LcNTX-R2. V2, LcNTX-Fw3, V2 

 

Por otra parte, el plásmido de expresión pQE-30 fue linearizado con las enzimas 
BamH1 y Pst1, para poder insertar el gen. La construcción final pQE-30/LcNTX, pQE-
30/V1LcNTX y pQE-30/V2LcNTX fueron clonadas en E. coli XL1 B quimiocompetentes 
por choque térmico y se seleccionaron con ampicilina las colonias positivas.  

A cada cepa bacteriana transformada se le extrajo la construcción correspondiente y 
se amplificó por PCR con los oligos plasmídicos, pQE-Fwd 5’-
GAGCGGATAACAATTATAA-3’ y pQE-Rev 5’-GGTCATTACTGGATCTAT-3’, 
finalmente se secuenció para verificar que las construcciones fueran correctas esperando un 
tamaño de amplicón de 391pb para LcNTX, V1 de 268pb LcNTX V2.  

Una vez corroborado se seleccionó una cepa, misma que se cultivó para extraer a las 
construcciones LcNTX, V1 y V2 con ayuda del kit Roche de extracción de plásmido, la 
construcción fue transformada en cepas de expresión de proteínas E. coli Origami, SHuffle, 
M15, BL-21 (MERCK), y Artic (Sigma-Aldrich), y solo se seleccionó la clona con mejor 
expresión para así continuar la expresión proteica a mayor escala. 
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5.4 Expresión de proteínas α-LcNTX, V1 y V2 

Primeramente, las cepas fueron cultivadas en matraz con medio LB con 25 mL 
adicionado con ampicilina a 30 °C y agitado a 160 rpm hasta alcanzar la fase logarítmica y 
una densidad óptica de 0.6. Posteriormente se agregó IPTG 0.1 mM y se cultivaron durante 
12 horas. Con el fin de realizar la evaluación y decidir cuál de las cepas de E. coli (Origami, 
SHuffle, M15, BL21 y Artic) tuvo la mejor expresión de la LcNTX, una vez decidida la cepa 
ideal se realizó un cultivo a mayor volumen con medio LB con las condiciones anteriormente 
mencionadas. Además, se buscaron las condiciones óptimas para expresar las proteínas 
recombinantes modificando el medio de cultivo. 

A continuación, las bacterias fueron recuperadas por centrifugación a 5,000 g por 20 
min a 4°C, el pellet obtenido fue disociado para la extracción de proteínas con buffer 
(BugBuster, Novagen), con 0.1 mg/mL de lisozima (Roche), 90 U/mL de benzonasa 
(Novagen) y EDTA. Se incubó por 30 min con agitación suave a temperatura ambiente, y la 
proteína soluble fue recolectada del sobrenadante y el pellet descartado por centrifugación a 
2,000 g a 4°C durante 30 min.  

La proteína soluble LcNTX, LcNTX V1 y LcNTX V2 fue purificada mediante 
cromatografía de afinidad por columna de níquel (Ni–NTA) siguiendo el método de proteínas 
etiquetadas con polihistidinas (Qiagen). Posteriormente se purificó por medio de HPLC en 
fase reversa (RP-HPLC) (Agilent 110 series; Agilent, CA) con un gradiente de 20 a 60% de 
acetonitrilo en 40 min, con un flujo de 1 mL/min. El solvente A fue H2O con 0.1% TFA y el 
solvente B fue acetonitrilo con 0.1% TFA, y la columna utilizada fue una C18 (4.6 × 250 
mm, VYDAC) similar a lo reportado por De la Rosa et al. (2018). 

Los cuerpos de inclusión fueron lavados dos veces con agua mQ (18 Megaohm-cm), 
y en seguida fueron solubilizados en 6 M cloruro de Guanidinio y 50 mM de Tris HCl pH: 8 
para posteriormente ser purificados por columna de afinidad de níquel (Ni-NTA).  

Las fracciones proteicas de α-LcNTX fueron sometidas a diferentes condiciones de 
plegamiento en un buffer compuesto de 50 mM Tris_HCl, pH 8, con 3 mM GSH, 0.3 mM 
GSSG, durante 4 días a 4°C y a temperatura ambiente, o bien en un buffer de 50 mM 
Tris_HCl, pH 8, con 1 mM cisteína, 0.1 mM Cistina durante 4 días a 4°C y también a 
temperatura ambiente. Eventualmente se utilizó el medio 50 mM Tris_HCl, pH 8, con 1 mM 
cisteína, 0.1 mM Cistina, además de 0.5 mM de L-Arginina como agente caotrópico durante 
4 días a 4°C. Posteriormente, se purificó por medio de HPLC en fase reversa (RP-HPLC) 
(Agilent 110 series; Agilent, CA) con el gradiente anteriormente mencionado. Las fracciones 
obtenidas procedentes de la fracción soluble, y de los plegamientos se secaron e inyectaron 
intracranealmente en ratones CD-1, con el fin de observar signos de neurotoxicidad, y 
discernir por la fracción proteica activa. Los animales utilizados recibieron agua y comida, 
fueron mantenidos en buenas condiciones. El Comité de Bioética aprobó el cuidado de los 
animales y todos los experimentos en el proyecto (IT200321-411).   
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5.5 Estructura secundaria α-LcNTX, V1 y V2 por dicroísmo circular  

El plegamiento de la bungarotoxina y las proteínas α-LcNTX, V1 y V2, fue evaluado 
por dicroísmo circular en UV-lejano, 260 a 190 nm, utilizando un espectropolarímetro Jasco 
modelo J-720 (Jasco, Tokio, Japón). Brevemente, las muestras de proteínas se disolvieron en 
una solución de 60 % de trifluoroetanol (TFE) se midieron en una celda de cuarzo de 1 mm 
de camino óptico, y se escanearon a 50 nm/min con una constante de tiempo de 0.5 s. una 
metodología previamente validada con resultados sólidos (De la rosa et al., 2018). Se 
adquirió el promedio de tres lecturas separadas y se analizó con el software de deconvolución 
Bestsel. La bungarotoxina se utilizó como control comparativo bajo las mismas condiciones.  

5.6 Inmunización con α-LcNTX, α-LcNTX V1 y α-LcNTX V2 en conejos  

El proceso de inmunización en conejos se describe a detalle en la tabla 11, el cual es 
similar para las otras fracciones seleccionadas. Los animales recibieron agua y alimento ad 
libitum y fueron mantenidos en condiciones óptimas. El Comité de Bioética aprobó tanto el 
cuidado de los animales como todos los experimentos realizados en el marco del proyecto 
(IT200321-411). 

Tabla 9. Esquema de inmunización en conejos utilizado con las isoformas seleccionadas de toxina α-LcNTX. 

Inmunización Día 
Inmunógeno 

(α-LcNTX, α-LcNTX V1 y α-LcNTX V2) 
Adyuvante No. de toma 

de muestra 

1 0 40 IFA 
 

2 7 40 ALUM 
 

3 14 80 IFA 1 

4 21 80 ALUM 
 

5 28 160 IFA 
 

6 35 160 ALUM 2 

7 42 320 - 
 

8 49 320 IFA 
 

9 56 320 ALUM 3 

10 63 640 - 
 

11 70 640 IFA 
 

12 77 640 ALUM 4 
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Como se demostró anteriormente existen 2 versiones de plegamiento de la toxina α-
LcNTX V2, decidimos inmunizar a los 2 conejos con las 2 isoformas proteicas de α-LcNTX 
V2 ya que tiene las mismas masas moleculares continuamos con el protocolo de 
inmunización de la toxina α-LcNTX V2 se inició inoculando 2 conejas de la cepa nueva 
zelanda con cantidades crecientes de la toxina α-LcNTX V1, este proceso de inmunización 
es equivalente al mostrado anteriormente y se encuentra descrito en la tabla 16. 

5.7 Monitoreo y reconocimiento de neurotoxinas de cadena larga consenso y sus 
variantes por técnica de ELISA 

La evaluación de los títulos obtenidos, producto del protocolo de la inmunización en 
conejos con las toxinas α-LcNTX, V1 y V2, fueron obtenidos por medio de la técnica de 
ELISA. Por medio de esta técnica se cuantificó el nivel de reconocimiento de anticuerpos y/o 
anti-venenos hacia los venenos, así como de las proteínas recombinantes α-LcNTX, V1 y V2 
obtenidas a partir de la expresión en sistemas heterólogos. El título obtenido de anticuerpo 
se define como la cantidad de anticuerpo necesario para alcanzar la mitad de la 
respuesta máxima (Abs 405 nm). El procedimiento es el siguiente, primero se sensibilizan 
las placas de ELISA de 96 pozos a una concentración de 5 µg/mL de proteína recombinante 
reconstituido en buffer carbonato de sodio 0.1 M, pH 9.5 e incubar toda la noche a 4 °C. 
posteriormente se lavan los pozos 3 veces con 200 µL/pozo de solución de lavado 
para ELISA. Posteriormente, se bloquean las uniones inespecíficas con 150 µL de solución 
de bloqueo para ELISA, y se incuban 2 h a temperatura ambiente ó 4 °C toda la noche. 
Seguidamente, se coloca en la columna 1, 150 µL de antivenenos y/o anticuerpos a una 
dilución 1:10 en buffer de reacción para ELISA, y se adicionan 100 µL/pozo de la solución 
de reacción para ELISA de la columna 2 a la 12 y se realizan diluciones seriadas 1:3 de los 
antivenenos y/o anticuerpos hasta la columna 10 dejando la 11 y 12 como controles. Se 
incuban 1 h a temperatura ambiente. 

El procedimiento es el siguiente, primero se sensibilizan las placas de ELISA de 96 
pozos a una concentración de 5 µg/mL de proteína recombinante reconstituido en buffer 
carbonato de sodio 0.1 M, pH 9.5 e incubar toda la noche a 4 °C. posteriormente se lavan los 
pozos 3 veces con 200 µL/pozo de solución de lavado para ELISA. Posteriormente, se 
bloquean las uniones inespecíficas con 150 µL de solución de bloqueo para ELISA, y se 
incuban 2 h a temperatura ambiente ó 4 °C toda la noche. Seguidamente, se coloca en la 
columna 1, 150 µL de antivenenos y/o anticuerpos a una dilución 1:10 en buffer de reacción 
para ELISA, y se adicionan 100 µL/pozo de la solución de reacción para ELISA de la 
columna 2 a la 12 y se realizan diluciones seriadas 1:3 de los antivenenos y/o anticuerpos 
hasta la columna 10 dejando la 11 y 12 como controles. Se incuban 1 h a temperatura 
ambiente. 

La reacción se detiene con 25 µL/pozo de 20% SDS, y se lee la absorbancia en un 
lector de ELISA a 405 nm. El reconocimiento no está directamente relacionado con la posible 
neutralización de efecto de las proteínas nativas de cadena larga por lo que los anticuerpos 
totales se les probó su efectividad para neutralizar a las proteínas de cadena larga y venenos 
de elápidos siguiendo la metodología descrita por de la Rosa et al. (2018).  
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6. RESULTADOS  

 

6.1 α-LcNTX  

Se realizó el ensamblaje de la secuencia codificante de la toxina α-LcNTX por medio 
de PCR utilizando seis oligonucleótidos. El resultado de la amplificación se muestra en la 
figura 13.   

 
Figura  12.  Producto de PCR del ensamblaje de los 6 oligonucleótidos para dar origen al gen α-LcNTX. M) Marcado de 
peso molecular, Carril 1: Producto de PCR del ensamblaje de α-LcNTX. 

Una vez verificada la presencia del gen ensamblado con el tamaño aparente esperado 
(283 pb), se procedió a su purificación, y posteriormente a su clonación en el vector pQE-30. 
La construcción pQE-30/LcNTX se transformó en la bacteria E. coli XL1-Blue donde se 
obtuvieron 14 colonias positivas a las que, a su vez, se les realizó el ensayo de PCR de colonia 
obteniendo el resultado que se muestra en la figura 14. Con el fin de verificar la integridad 
del gen, el plásmido correspondiente fue extraído, y el gen perteneciente a la α-LcNTX fue 
secuenciado corriente arriba y abajo. También se confirmó la presencia de la caja TATA el 
gen α-LcNTX sin mutaciones en el vector de expresión nombrado pQE-30/LcNTX. 

 

α-LcNTX (283 pb) 
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Figura  13. PCR de colonia de 14 clonas de E. coli XL1B que contienen la construcción pQE-30/LcNTX. M) Marcado de 
peso molecular, Carril 1-14: Producto de PCR 14 clonas E. coli XL1B tamaño esperado de 391 pb, Carril 15: Vector vacío 
234 pb. 

6.2 Expresión de α-LcNTX en E. coli Origami, SHuffle, M15, BL21 y Artic en medio 
de cultivo LB 

El plásmido pQE-30/LcNTX fue utilizado para transformar diferentes cepas de E. 
coli, y así expresar la proteína de interés. Las cepas utilizadas fueron E. coli Origami, 
SHuffle, M15, BL21 y Artic. Una vez expresada la proteína, esta se recolectó de los cuerpos 
de inclusión y se solubilizó para determinar su presencia. El resultado de la expresión se 
observa en el gel de SDS PAGE al 15%, mismo que se exhibe en la figura 15. La masa 
molecular aparente esperada de la α-LcNTX es de alrededor de 9 kDa. Sin embargo, el peso 
molecular aparente observado es mayor a 10 kDa, lo que puede atribuirse a la abundancia de 
cargas positivas presentes en el péptido α-LcNTX, lo cual, de acuerdo con observaciones en 
nuestro laboratorio, este tipo de proteínas se mueven más lento en el sistema utilizado. Se 
observó que solo 3 cepas de E. coli: Origami, SHuffle y BL21 expresaron en mayor cantidad 
a la α-LcNTX. Además, se realizó un western blot utilizando el anticuerpo rabbit anti-His 
para confirmar la presencia de la α-LcNTX expresada esto se muestra en la figura 16. 

 

 (391 pb) 
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Figura  14. SDS-PAGE (15% SDS-tricina) derivado de los cuerpos de inclusión de las cepas de E. coli Carril 1: Origami, 
Carril 2: SHuffle, Carril 3: M15, BL-21 y Carril 5: Artic expresadas mediante el plásmido pQE30-LcNTX. 

 
Figura  15. Western blot IgG rabbit anti-His de la proteína contenida en los cuerpos de inclusión solubilizados de la bacteria 
E. coli, carril 1: SHuffle, carril 2: Origami, carril 3: BL-21 con la construcción pQE30-LcNTX. 

6.3 Modificaciones en el cultivo de E. coli ML15 pQE-30/LcNTX para optimizar la 
producción α-LcNTX en forma soluble citoplasmática en medio mMLB 

El análisis de la expresión con modificaciones de temperatura a 16 y 30°C con 
concentración de IPTG de 0.25, 0.5 y 1 mM con la cepa E. coli M15 pQE-30/LcNTX en 
medio mMLB se muestran en el gel de SDS-PAGE al 15 % rotulado como figura 17 (letra 
A). En dicho gel se observan bandas que corresponden a la α-LcNTX debido a su peso 
molecular, con el propósito de corroborar esto se realizó una prueba de western blot, el cual 
se encuentra expuesto en la figura 17 (letra B), Con esto se muestra que la α-LcNTX puede 
expresarse en muy poca cantidad en forma soluble citoplasmática en condiciones de cultivo 
a 30°C con concentración de IPTG de 0.25, 0.5 y 1 mM.  

 

 α-LcNTX 

 α-LcNTX 
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Se monitoreo la producción de proteína α-LcNTX en cuerpos de inclusión con el 
propósito de registrar la disminución de la proporción con respecto a la proteína α-LcNTX 
citoplasmática, esto se encuentra plasmado en el SDS-PAGE al 15 % (figura 18), en él se 
aprecia la producción de proteína insoluble en las 6 condiciones probadas donde es 
apreciablemente menor a temperatura de 16°C, y mayor a 30°C. Aunque su proporción en 
las 6 condiciones aun es considerable. 

De acuerdo con los resultados obtenidos la cepa E. coli M15 pQE-30/LcNTX se 
perfiló como la ideal para producir a la proteína α-LcNTX en forma soluble citoplasmática 
ya que hasta el momento fue la que presentó los mejores resultados de producción.  

 
Figura  16. A) SDS-PAGE (15% SDS-tricina) derivado del análisis de 15 µL la fracción soluble de las fermentaciones de 
la cepa E. coli M15. Carril 1: 16 °C, 18 h con 0.25 mM de IPTG, carril 2: 16 °C, 18 h con 0.5 mM de IPTG, carril 3: 16 °C, 
18 h con 1 mM de IPTG, carril 4: 30°C, 6 h con 0.25 mM de IPTG, carril 5: 30°C, 6 h con 0.5 mM de IPTG, carril 6: 30°C, 
6 h con 1 mM de IPTG en medio mMLB. B) Western blot IgG Rabbit anti-His derivado del análisis de 30 µL de la fracción 
soluble las cepas E. coli M15. Carril 1: 16 °C, 18 h con 0.25 mM de IPTG, carril 2: 16 °C, 18 h con 0.5 mM de IPTG, carril 
3: 16 °C, 18 h con 1 mM de IPTG, carril 4: 30°C, 6 h con 0.25 mM de IPTG, carril 5: 30°C, 6 h con 0.5 mM de IPTG, carril 
6: 30°C, 6 h con 1 mM de IPTG en medio mMLB. 
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Figura  17. SDS-PAGE (15% SDS-tricina) derivado del análisis de 10 µL la fracción insoluble de las fermentaciones de E. 
coli M15. Carril 1: 16 °C, 18 h con 0.25 mM de IPTG, carril 2: 16 °C, 18 h con 0.5 mM de IPTG, carril 3: 16 °C, 18 h con 
1 mM de IPTG, carril 4: 30°C, 6 h con 0.25 mM de IPTG, carril 5: 30°C, 6 h con 0.5 mM de IPTG, carril 6: 30°C, 6 h con 
1 mM de IPTG en medio mMLB. 

Tomando en cuenta los anteriores resultados, las cepas M15 y SHuffle dieron 
resultados similares, por lo que se decidió expresar la α-LcNTX en la cepa E. coli SHuffle 
por las características genéticas de la cepa, y por la experiencia que se tiene en el laboratorio 
con esta en la producción de toxinas en cuerpos de inclusión. Una vez expresada α-LcNTX 
en 1 litro de medio LB se colectaron los cuerpos de inclusión se solubilizaron y purificaron 
por columna de níquel-agarosa, las eluciones se colectaron en tubos de 2 mL.  

6.4 α-LcNTX 

Los plegamientos que utilizamos con par redox no resultaron exitosos, así que 
intentamos una metodología diferente, tomando en cuenta que nuestro sistema de expresión 
(E. coli Origami) tiene la capacidad generar todos los puentes disulfuro se decidió purificar 
a el producto directo de la purificación de la columna de níquel por una columna C18, el 
resultado de dicha purificación se muestra en la figura 19. En la ilustración se logran apreciar 
diferentes fracciones cromatográficas definidas; las cuales se analizaron por espectrometría 
de masas, el resultado del experimento se encuentra plasmado en la tabla 9.  
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Figura  18. Cromatograma de la purificación del producto de la elución de la purificación por columna de 
afinidad Ni-agarosa de la α-LcNTX por medio de columna C18. 

Tabla 10. Resultado de análisis de espectrometría de masa de las fracciones cromatográficas de la purificación 
de la toxina α-LcNTX por columna C18 preparativa.  

Isoforma Tiempo de retención de la fracción cromatográfica producto 
de la purificación por columna C18 de la α-LcNTX (min) 

1 16.2 
2 16.7 
3 17.2 
4 17.7 
5 18.5 

 

Los resultados mostrados producto de la purificación de la toxina α-LcNTX en 
columna C18, son relevantes ya que con ellos observamos que la proteína α-LcNTX es capaz 
de plegarse en cinco isoformas en el sistema de expresión. Con el fin de determinar si se 
encontraban activas, se probaron las fracciones cromatográficas en ensayo de inyección 
intracraneal, ya que un plegamiento similar al nativo está relacionado directamente en la 
actividad neurotóxica.  
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6.5 Dicroismo circular de las isoformas α-LcNTX 

Al observar diversidad de isoformas proteicas realizamos experimentos adicionales 
de dicroísmo circular, con el objetivo de observar el contenido de estructura secundaria α-
hélice y lámina β antiparalela y compararlas directamente con el control de bungarotoxina, 
con esto confirmar indirectamente un plegamiento análogo al de las α-LNTXs. Los resultados 
mostraron que al menos las isoformas 2, 4 y 5 conservan un patrón similar al de la 
bungarotoxina. La imagen presentada como la figura 20, sugiere visualmente que la isoforma 
4 adopta un plegamiento análogo. Sin embargo, es necesario realizar un análisis de 
deconvolución de los datos experimentales para determinar con precisión las proporciones 
de α-hélice y lámina β antiparalela (Tabla 10). Tras este análisis, se observó que la isoforma 
5 mostró la mayor similitud al control (bungarotoxina), con una variación del 1.9%, seguida 
por la isoforma 2, que presentó una diferencia del 4.6% (Tabla 10). 

 
Figura  19. Espectros de dicroísmo circular de las isoformas de la a-LcNTx. 

Con base al análisis de DC determinamos que las isoformas 2 y 5 eran análogos del 
plegamiento de las α-LNTXs, por lo que se optó por utilizar las isoformas 2 y 5 como 
inmunógenos individualmente. Adicionalmente, al contar con las fracciones restantes, 
decidimos probar si la combinación equimolar de las isoformas podría generar mejores 
anticuerpos. La evolución de la respuesta inmunológica en los tres grupos de conejos se 
muestra más adelante. 
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Tabla 10. Porcentajes de estructura secundaria de la bungarotoxina y las isoformas de a-LcNTX 

 
Bungarotoxina Isoforma 1 Isoforma 2 Isoforma 3 Isoforma 4 Isoforma 5 

Hélice 89.6 47.3 85.1 81.9 80.7 87.7 

Antiparalela 10.4 52.7 14.9 18.1 19.3 12.3 

aLos datos de la figura 20 fueron deconvolucionados usando el programa Bestsel (http://bestsel.elte.hu/index.php) 
(Micsonai et al., 2018). 

Con la intención de evaluar el reconocimiento de los anticuerpos producidos de la 
inmunización con las isoformas de la toxina α-LcNTX, se decidió tomar muestras de suero a 
las conejas en intervalos de 3 semanas, posterior a esto se recuperó el suero total y se probó 
la capacidad de reconocer a las isoformas de la toxina α-LcNTX por medio de la técnica de 
ELISA. Los títulos obtenidos en el esquema de inmunización con las distintas isoformas de 
la toxina α-LcNTX se muestran en la Figura 21. En la imagen, se observa que la isoforma 5 
de la α-LcNTX genera la mayor respuesta inmunogénica en los conejos, presentando los 
títulos más altos durante el proceso de inmunización, seguida por el cóctel de isoformas. En 
contraste, la isoforma 2 indujo la respuesta inmunológica más baja en los conejos 
monitoreados.  

 
Figura  20. Títulos de los anticuerpos obtenidos por medio de la técnica de ELISA del reconocimiento de las 
isoformas proteícas de la α-LcNTX. Títulos obtenidos para la isoforma 2, 5 e isoformas 1, 2, 3, 4 y 5. 
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6.6 Reconocimiento de los anticuerpos a α-LNTXs, 3FTXs y a venenos de elápidos por 
medio de técnica de ELISA 

Al culminar el proceso de inmunización en conejos con las toxinas α-LcNTX y sus 
isoformas cosechamos los tres anticuerpos resultantes para posteriormente evaluar el 
reconocimiento por medio de ensayo de ELISA a venenos de elápidos de importancia 
médica. El reconocimiento a los venenos fue diferencial. Evaluando los resultados en los 
ensayos se demuestra que los tres tipos de anticuerpos obtenidos con las isoformas de la 
toxina α-LcNTX reconocen a venenos de elápidos de importancia médica, aunque con EC50 
alta como se muestra en la figura 21, los mejores reconocimientos registrados fueron a 
elápidos africanos (A. lubricus y D.polylepis) y a un veneno de un elápido asiático O. hannah, 
seguido de A. antarcticus elápido australiano (figura 22).  

Como se definió en los antecedentes del proyecto las α-LNXTs se encuentran en baja 
proporción dentro de los venenos de elápidos de importancia médica, por lo que se decidió 
separar a los venenos por medio de RP-HPLC con una columna C18, con el propósito de 
identificar a proteínas de tres dedos y a las α-LNXTs presentes en dichos venenos. Una vez 
fraccionados los venenos, las fracciones cromatográficas obtenidas se analizaron por medio 
de espectrometría de masas, y con base a su masa molecular experimental solo aquellas 
toxinas que presentaron masas que correlacionaran con proteínas 3FTXs o α-LNXTs fueron 
seleccionadas para ser utilizadas en ensayos de reconocimiento por ELISA, Los resultados 
de la evaluación del reconocimiento de toxinas α-LNTX por los anticuerpos derivados de 
distintas isoformas de α-LcNTX se ilustran en las Figuras 23 y 24. En general, se observó 
que las toxinas α-LcNTX provenientes de venenos de élapidos africanos, como N. haje (PM: 
7,901 Da) y A. lubricus (PM: 7,744 y 7,902.3 Da), fueron las mejor reconocidas. Por el 
contrario, la toxina de D. polylepis (PM: 8,636.1 Da) presentó una baja afinidad de 
reconocimiento con los tres anticuerpos empleados. 

En el caso de las toxinas 3FTX, el reconocimiento general fue inferior al observado 
para las α-LNTX. Las toxinas de A. lubricus (PM: 6,788.6 y 7,902.4 Da) y N. kaouthia (PM: 
6,846.6 Da) mostraron un mayor nivel de reconocimiento. Sin embargo, la toxina de N. 
mossambica (PM: 6,889.2 Da) fue la menos reconocida, con fracciones de masa molecular 
que sugieren una correlación con citotoxinas.  
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Figura  21. Representación gráfica del reconocimiento de los anticuerpos anti-LcNTX isoforma 2, anti-LcNTX 
isoforma 5 y anti-LcNTX isoformas 1, 2, 3, 4 y 5 a venenos de elápidos de importancia médica. 

 

 
Figura  22. Representación gráfica del reconocimiento de los anticuerpos anti-LcNTX isoforma 2, anti-LcNTX 
isoforma 5 y anti-LcNTX isoformas 1, 2, 3, 4 y 5 a venenos de elápidos de importancia médica. 
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Figura  23. Representación gráfica del reconocimiento de los anticuerpos anti-LcNTX isoforma 2, anti-LcNTX 
isoforma 5 y anti-LcNTX isoformas 1, 2, 3, 4 y 5 a venenos de elápidos de importancia médica. 

6.7 Ensayo de neutralización de venenos de elápidos de importancia médica y a 
bungarotoxina utilizando los anticuerpos anti-LcNTX.  

La efectividad de la neutralización de las tres versiones de los anticuerpos anti-
LcNTX frente a venenos de elápidos y la bungarotoxina se presenta en la tabla 11 y 12. Se 
logró la neutralización de los venenos de A. lubricus y D. polylepis, aunque en ningún caso 
se alcanzó el 100 % de neutralización. En vista de esto, se optó por probar la combinación 
del anti-ScNTX y el anti-LcNTX isoforma 2, dado que mostró los resultados más 
prometedores en ensayos previos 

Tabla 11. Resultados obtenidos del ensayo de neutralización de la bungarotoxina y venenos de A. lubricus y 
D.polylepis utilizando los anticuerpos anti-LcNTX isoforma 2. 

Veneno / 

Neurotoxina  

DL50 

(µg/g ratón) 

2DL50 

(µg/g ratón) 

Sin anticuerpob 

(Muerto/vivo) 

Anti-LcNTx Isoforma 2a 

(Muerto/Vivo) 

Anti-LcNTx Isoforma 5a 

(Muerto/ Vivo) 

Anti-LcNTx 

multiple isoformasa 

(Muerto/Vivo) 

A. lubricus 5.8 11.5 3/0 1/2 3/0 3/0 

D. polylepis 7.5 15 3/0 1/2 2/1 1/2 

bungarotoxina b 4 8 3/0 3/0 3/0  3/0 

a. Los venenos de A. lubricus y D. polylepis se incubaron con 25 mg de anticuerpos de los anti-LcNTX.   

b. El control sin anticuerpos resultó en la muerte de ratones cuando se inyectaron con 2LD50 de veneno o toxina. 
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Tabla 12. Ensayos de neutralización de los venenos de A. lubricus y D. polylepis utilizando una mezcla de 
anticuerpos anti-isoforma 2 de LcNTx y anticuerpos anti-ScNTx.  

Veneno a 
DL50 

(µg/g ratón) 

2DL50 

(µg/g ratón) 

Sin anticuerpob 

(Muerto/ Vivo) 

Anti-LcNTx isoforma 2/anti-ScNTxa 

(Muerto/Vivo) 

1:1 4:1 

A. lubricus 5.8 11.5 3/0 3/0 0/3 

D. polylepis 7.5 15 3/0 0/3 ND 

a Los venenos de A. lubricus y D. polylepis se incubaron con 12.5 mg de anticuerpos anti-isoforma 2 de LcNTx y 12.5 mg 
de anticuerpos anti-ScNTx (1:1), o 20 mg de anticuerpos anti-isoforma 2 de LcNTx y 5 mg de anticuerpos anti-ScNTx 
(4:1). 

b. El control sin anticuerpos resultó en la muerte de ratones cuando se inyectaron con 2LD50 de veneno.  

7. α-LcNTX V1  

Se realizó el ensamblaje de la secuencia codificante de la α-LcNTX V1 por medio de 
PCR de mega primer sobrenadante. El resultado de la amplificación se muestra en la figura 
25.  

  

Figura  24. Producto de PCR del ensamblaje de los 4 oligonucleótidos para dar origen al gen α-LcNTX V1. M) Marcado de 
peso molecular, Carril 1: Producto de PCR del ensamblaje de α-LcNTX V1. 

Una vez verificada la presencia de la secuencia codificante ensamblada con el tamaño 
aparente esperado (236 pb), se procedió a su purificación, y posteriormente a su clonación 
en el vector pQE-30. La construcción pQE-30/LcNTX V1 se transformó en E. coli XL1-Blue 
donde se obtuvieron 5 colonias positivas a las que, a su vez, se les realizó el ensayo de PCR 
de colonia obteniendo el resultado que se muestra en la figura 26. Con el fin de verificar la 
integridad de la secuencia codificante, el plásmido correspondiente fue extraído y 
secuenciado.  

Gen α-Lcntx V1 (236 pb) 
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Figura  25. PCR de colonia de 5 clonas de E. coli XL1B que contienen la construcción pQE-30/LcNTX V1. M) Marcado 
de peso molecular, Carril 1-3: Producto de PCR 5 clonas E. coli XL1B tamaño esperado de 391 pb. 

7.1 Expresión de α-LcNTX V1 en E. coli Origami    

Tomando en cuenta los resultados anteriores en la expresión proteica de la toxina α-
LcNTX en la cepa de E. coli Origami, se decidió momentáneamente solo transformar esta 
cepa con el plásmido pQE-30/LcNTX V1. Posteriormente al proceso de expresión proteica 
de la toxina α-LcNTX V1 se analizaron las 2 fases proteicas cuerpos de inclusión y fracción 
soluble citoplasmática.  

Primeramente, se realizó el análisis de los cuerpos de inclusión ya que comúnmente 
dentro de estas estructuras se encuentra mayor cantidad de proteína recombinante. Una vez 
terminado el proceso de purificación proteica de la toxina α-LcNTX V1 por columna de 
afinidad a níquel, se analizaron las fracciones recolectadas en el gel de SDS-PAGE al 15% 
rotulado como figura 27. La masa molecular aparente esperada de la α-LcNTX V1 es de 
alrededor de 9 kDa. Sin embargo, el peso molecular aparente observado es mayor a 10 kDa, 
lo que puede atribuirse a la abundancia de cargas positivas presentes en el péptido α-LcNTX 
V1. En dicha ilustración se logra apreciar la poca cantidad de proteína producida en forma 
agregada. Mostrando que estas condiciones de cultivo no son las ideales para expresar la 
proteína α-LcNTX V1 en forma de cuerpos de inclusión.  

Gen α-Lcntx V1 (391 pb) 
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Figura  26. SDS-PAGE (15 % SDS-tricina), posterior a la purificación por columna de níquel-agarosa de la toxina α-LcNTX 
V1, 1-15: tubos de 2 mL con proteína recolectada, se cargó al gel 100 µL de la solución de cada tubo. 

Tomado en cuenta el anterior resultado se decidió analizar la fracción soluble 
citoplasmática de la expresión con M15 transformada con el plásmido pQE-30/LcNTX V1 
por medio de un gel de electroforesis SDS-PAGE al 15%, el cual se muestra en la figura 28. 
En dicha imagen se muestra una banda que podría corresponder a la toxina α-LcNTX V1. 
Con el fin de corroborar si se trataba verdaderamente de la toxina α-LcNTX V1 se realizó un 
western blot utilizando el anticuerpo IgG rabbit anti-His como se muestra en la figura 28. La 
característica de migración en gel de proteínas mayor al peso molecular teórico es una 
característica observada con anterioridad en proteínas consenso de elápidos y esto se debe a 
la presencia de aminoácidos básicos en la secuencia de estas proteínas (de la Rosa 2018).  

 
Figura  27. A) SDS-PAGE (15% SDS-tricina) derivado de la fracción soluble de Origami que expresa la α-LcNTX V1. 
Carril 1: 1 µL, carril 2: 2 µL, carril 3: 2.5 µL y carril 4: 5 µL. B) Western blot IgG rabbit anti-His derivado del análisis de 
la fracción soluble de E. coli Origami. Carril 1: 2 µL, carril 2: 3 µL y carril 3: 5 µL. 
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Con base en este resultado se realizó el proceso de purificación por medio de columna 
de afinidad a níquel, las eluciones se analizaron por medio de un gel de electroforesis de 
SDS-PAGE al 15% el cual se muestra en la figura 28. En él se logra observar la presencia 
mayoritaria de la proteína α-LcNTX V1 en la fracción soluble citoplasmática.  

A continuación, la toxina α-LcNTX V1 se trató con DTT para romper los puentes 
disulfuro y con ello tener la proteína en estado reducido para enseguida ser purificada por 
HPLC en fase reversa (RT-HPLC) con un gradiente de 20-60% acetonitrilo en 40 min y con 
flujo de 1 mL/min, el cromatograma que se obtuvo se muestra en la figura 29. La toxina en 
estas condiciones presenta un tiempo de retención de 24 min. La fracción proteína de la 
toxina α-LcNTX V1 se secó y cuantificó para corroborar su masa molecular por lo cual se 
envió a analizar 3 µg de esta proteína en un espectrómetro de masas. La masa molecular 
esperada teórica es de 9,136.2 Da. El resultado arrojado en el análisis de masas es de 9,131.8 
Da.  Con ello comprobamos la masa molecular de la α-LcNTX reducida, es cercana a la 
esperada, aunque la diferencia de 4.4 Da se puede deberse a la variación por la calibración 
del equipo. 

Conocida la masa molecular se purificó la fracción soluble citoplasmática de la toxina 
α-LcNTX V1 por medio de RT-HPLC con una columna C18, con un gradiente de 20-60% 
de acetonitrilo con un flujo de 1 mL/min. El cromatograma resultante se muestra en la figura 
30, la fracción cromatográfica recolectada 19 min resultante se analizaron primeramente por 
medio de un gel de electroforesis SDS-PAGE al 15%, el cual se muestra en la figura 29. Una 
vez observado que se tienen un perfil electroforético igual al control de proteína α-LcNTX 
V1 reducida. Se procedió a secar y cuantificar para posteriormente analizar 3 µg por 
espectrometría de masas. Las masas obtenidas en las tres muestras analizadas se encuentran 
en el rango esperado de la proteína α-LcNTX V1 oxidada de 9,126.3 Da.  

Las fracciones cromatográficas producto de la purificación de la fracción soluble de 
la toxina α-LcNTX V1 rotulado como 19, fueron probadas en inyección intracraneal en 
ratones CD-1, obteniéndose resultados negativos, al no observarse signos neurotóxicos en 
los ratones tratados.  
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Figura  28. Cromatograma de la fracción soluble citoplasmática de la toxina α-LcNTX V1 expresada en E. coli Origami de 
la proteína reducida y oxidada. 

 

 
Figura  29. SDS-PAGE (15% SDS-glicina) derivado de las fracciones cromatográficas de la purificación de la fracción 
soluble de la toxina α-LcNTX V1 expresada en E. colio Origami. Carril 1: Control proteína α-LcNTX V1 reducida, carril 
2: min 19. 
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7.2 Dicroismo circular de α-LcNTX V1 

Al observar una sola versión de la toxina α-LcNTX V1 realizamos el ensayo de 
dicroísmo circular, con el objetivo de analizar el contenido de estructura secundaria α-hélice 
y lámina β antiparalela y compararlas directamente con el control de bungarotoxina, con esto 
confirmar indirectamente un plegamiento análogo al de las α-LNTXs. Los resultados 
mostraron un patrón similar al de la bungarotoxina lo que correlaciona un plegamiento 
similar a neurotoxinas de cadena larga. Los datos graficados, que se presentan en la Figura 
31, muestran una diferencia del 4.6% en la proporción de hojas antiparalelas y hélices, lo que 
indica una variación en el plegamiento de las proteínas analizadas. Esta diferencia sugiere 
que, aunque las estructuras primarias de las isoformas puedan ser similares, los cambios en 
la configuración secundaria pueden ser notables. Sin embargo, creemos que esta variación 
podría estar relacionada con las modificaciones en la polaridad, como se observa en la Tabla 
13.  

 
Figura  30. Espectros de dicroísmo circular de la proteína a-LcNTx V1. 

Con base en el análisis de dicroísmo circular (DC), se determinó que la α-LcNTx V1 
presenta un plegamiento análogo al de las α-LNTXs. Considerando los resultados obtenidos, 
decidimos utilizar la α-LcNTx V1 como inmunógeno en conejos.  

Tabla 13. Porcentajes de estructura secundaria de la bungarotoxina y de la toxina  a-LcNTX 

 
Bungarotoxina a-LcNTx V1 

Hélice 89.6 85 

Antiparalela 10.4 15 

aLos datos de la figura 31 fueron deconvolucionados usando el programa Bestsel 
(http://bestsel.elte.hu/index.php)(Micsonai et al., 2018). 
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7.3 Reconocimiento de anticuerpos obtenidos del proceso de inmunización con la toxina 
α-LcNTX V1 

Se tomó la decisión de solo inmunizar con la fracción cromatográfica que fluye en el 
minuto 18.8 producto de la purificación por columna C18 de la fracción soluble de la toxina 
α-LcNTX V1, ya que es la más representativa y su masa molecular corresponde a la toxina 
α-LcNTX V1 oxidada. El protocolo de inmunización de la toxina α-LcNTX V1 se inició 
inoculando 2 conejas de la cepa nueva Zelanda con cantidades crecientes de la toxina α-
LcNTX V1, este proceso de inmunización es similar al mostrado anteriormente. 

Con la intención de evaluar el reconocimiento de los anticuerpos producidos de la 
inmunización con la toxina α-LcNTX V1, se decidió tomar muestras de suero a las conejas 
en intervalos de 3 semanas, posterior a esto se recuperó el suero total y se probó la capacidad 
de reconocer a la toxina α-LcNTX V1 por medio de la técnica de ELISA. Los títulos 
obtenidos en el esquema total de la inmunización con la toxina α-LcNTX V1 se encuentran 
plasmados en la figura 32. La respuesta inmunológica generada contra el antígeno α-LcNTX 
V1 mostró un incremento gradual en los títulos de anticuerpos, alcanzando un nivel máximo 
en el día 56 del proceso de inmunización. A partir de ese punto, los títulos de anticuerpos 
comenzaron a disminuir paulatinamente. Esta reducción en los niveles de anticuerpos podría 
deberse a la maduración del sistema inmunológico 

 

Figura  31. Títulos de los anticuerpos obtenidos por medio de la técnica de ELISA del reconocimiento de la proteína α-
LcNTX V1.  
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7.4 Reconocimiento de los anticuerpos anti-LcNTX V1 a venenos de elápidos por 
medio de técnica de ELISA 

Para tener una perspectiva sobre el reconocimiento de los anticuerpos anti-α-LcNTX 
V1 en venenos de elápidos y a sus componentes (α-LNTXs y 3FTXs), se realizó el análisis 
por medio de la técnica de ELISA, utilizamos como control a la bungarotoxina, toxina nativa 
purificada del veneno de B. multicinctus. Adicionalmente probamos el reconocimiento a 
venenos de elápidos de importancia médica que se distribuyen en África, Asia y Australia 
Los valores recaudados en los ensayos muestran en las figuras 33, 34 y 35.   

Aunque las ilustraciones muestran un reconocimiento diferencial entre los distintos 
venenos evaluados, cabe destacar que el veneno de N. haje y A. antarcticus presenta el 
reconocimiento más significativo. Esta tendencia se mantiene al analizar las α-LNTXs de 
estos venenos. Sin embargo, los resultados obtenidos no son directamente comparables con 
los niveles de reconocimiento registrados para los anticuerpos producidos contra las 
isoformas de la toxina α-LcNTX. Observamos además que el reconocimiento hacia las 
toxinas 3FTXs fue considerablemente bajo en todos los casos. Esto sugiere que las 
modificaciones en los aminoácidos de las isoformas de α-LcNTX afectan drásticamente la 
capacidad de los anticuerpos para reconocer epítopos presentes en toxinas y venenos nativos, 
lo cual implica una disminución significativa en la reactividad cruzada de los anticuerpos tras 
estos cambios estructurales.  

 
Figura  32. Representación gráfica del reconocimiento del anticuerpo anti-LcNTX V1 frente a venenos de elápidos de 
importancia médica. 
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Figura  33. Visualización del reconocimiento del anti-LcNTX V1 a α-LNTX´s de elápidos de importancia médica.  

  
Figura  34. Representación gráfica del reconocimiento del anticuerpo anti-LcNTX V1 a toxinas de tres dedos (3FTX) de 
elápidos de importancia médica. 
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7.5 Ensayo de neutralización de la bungarotoxina utilizando los anticuerpos anti-
LcNTX V1 

Tomando en cuenta los resultados mostrados en los ensayos de ELISA, se decidió 
evaluar la capacidad de los anticuerpos anti-LcNTX V1 para neutralizar los efectos 
neurotóxicos de una toxina nativa (bungarotoxina). Los resultados generados se muestran en 
la tabla 14. Los datos arrojados no fueron positivos, dado que no se observó ningún ratón 
sobreviviente en el ensayo de neutralización, desafortunadamente nuestro anti-LcNTX V1 
no logró retrasar la muerte, ni disminuir los signos neurotóxicos. Estos resultados refuerzan 
la hipótesis de que la posición de los residuos K23, R33, R36 y K49 es crucial para el 
reconocimiento y la neutralización de proteínas recombinantes de cadena larga de elápidos 
producidas en E. coli. La localización específica de estos residuos en la estructura de la toxina 
parece jugar un papel determinante en la capacidad de los anticuerpos para interactuar 
eficazmente con las proteínas del veneno de elápidos de importancia médica.  

Tabla 14. Resultados obtenidos del ensayo de neutralización de bungarotoxina utilizando los 
anticuerpos anti-LcNTX V1.  

Veneno / 

Neurotoxina  

DL50 

(µg/g ratón) 

2DL50 

(µg/g ratón) 

Sin anticuerpob 

(Muerto/vivo) 

Anti-LcNTx V1 a 

(Muerto/Vivo) 

A. lubricus 5.8 11.5 3/0 3/0 

D. polylepis 7.5 15 3/0 3/0 

bungarotoxina b 4 8 3/0 3/0 

a. Los venenos de A. lubricus y D. polylepis se incubaron con 25 mg de anticuerpos ant rLcNTx V2. 

b. El control sin anticuerpos resultó en la muerte de ratones cuando se inyectaron con 2LD50 de veneno o toxina. 
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8 α-LcNTX V2 (CDAFC) 

Se realizó el ensamblaje de la secuencia codificante de la toxina α-LcNTX V2 por 
medio de PCR de mega primer sobrenadante el resultado de la amplificación se muestra en 
la figura 36.  

 
Figura  35. Producto de PCR del ensamblaje de los 4 oligonucleótidos para dar origen al gen α-LcNTX V2. M) Marcado de 
peso molecular, Carril 1: Producto de PCR del ensamblaje de α-LcNTX V2. 

Se logró obtener la secuencia codificante de la α-LcNTX V2, y se digirió con las 
enzimas de restricción Bam-H1 y Pst-1 al igual que el plásmido pQE30 para incubar la 
secuencia α-LcNTX V2. A continuación, el producto de ligación se transformó en la cepa E. 
coli XL1 B quimiocompetentes por choque térmico utilizando en el medio de cultivo LB 
sólido el marcador de selección ampicilina, una vez realizado esto incubaron durante 12 horas 
a 24°C. Las colonias resultantes fueron analizadas mediante un PCR de colonia con los 
oligonucleótidos del plásmido pQE30, los cuales flanquean desde la caja TATA hasta el 
factor de terminación del fago T7, con ello se espera un producto de PCR de un peso 
molecular de 376 pb para la α-LcNTX V2 dicho análisis se muestra en la figura 37. 
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Figura  36. Resultado de la amplificación de las clonas obtenidas con la con la construcción α-LcNTX V2. 

8.1 Expresión de α-LcNTX V2 en E. coli Origami 

Una vez expresada la α-LcNTX V5 en las células de E. coli Origami, se recolectaron 
las proteínas de los cuerpos de inclusión, se solubilizaron y purificaron por columna de 
afinidad a níquel. Posteriormente de analizaron las eluciones por medio de un gel de SDS-
PAGE al 15 %, mismo que se exhibe en la figura 37. La masa molecular esperada de la α-
LcNTX V2 es de 8,476.0 Da, sin embargo, el peso molecular aparente es mayor a 10 kDa, lo 
que puede atribuirse a la gran cantidad de cargas positivas presentes en el péptido α-LcNTX 
V2. Lo cual de acuerdo con observaciones en nuestro laboratorio hace que se retengan más 
durante la elución en este tipo de separaciones.  

 
Figura  37. SDS-PAGE (15 % SDS-tricina), posterior a la purificación por columna de níquel-agarosa de la toxina α-LcNTX 
V2, 1-15: tubos de 2 mL con proteína eluída, se cargó al gel 100 µL de la solución de cada tubo. 
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A continuación, la toxina α-LcNTX V2 se trató con DTT para romper los puentes disulfuro 
y con ello tener la proteína en estado reducido para enseguida ser purificarla por HPLC en 
fase reversa (RT-HPLC) con un gradiente de 20-60% acetonitrilo y un de flujo de 1 mL/min, 
el cromatograma que se obtuvo se muestra en la figura 39. La toxina en estas condiciones 
presenta un tiempo de retención de min 16. 

La fracción proteína se secó y cuantificó para corroborar su masa molecular por lo 
cual se envió a analizar 3 µg de esta proteína en un espectrómetro de masas. La masa 
molecular esperada teórica es de 8,473.7 Da. El resultado arrojado en el análisis de masas es 
de 8,473.7 Da. Con ello comprobamos la masa molecular de la α-LcNTX V2 reducida. 

8.2 Producción de la α-LcNTX V2 oxidada contenida en los cuerpos de inclusión  

Analizando las cantidades necesarias de toxina α-LcNTX V2 que se requieren para el 
proceso de inmunización decidimos explorar la opción de buscar la α-LcNTX V2 oxidada en 
los cuerpos de inclusión, ya que tenemos el antecedente de que proteínas con 4 puentes 
disulfuro se pueden plegar eficientemente.  Purificamos por medio de HPLC en fase reversa 
con la columna C18, las eluciones recolectadas en la purificación por afinidad a níquel. El 
cromatograma resultado de la purificación se muestra en la figura 39.  

Las fracciones cromatográficas recolectadas en los minutos 14.5 y 15 se analizaron 
por espectrometría de masas obteniendo un valor de 8,470.7 Da lo que correlaciona con la 
masa molecular oxidada de la α-LcNTX V2, al observar los resultados favorables decidimos 
probar estas fracciones cromatográficas en ensayos de inyección intracraneal en ratones CD-
1, en dicho experimento no logramos observar signos neurotóxicos en los ratones. Posterior 
al ensayo de toxicidad decidimos continuar con el proceso de inmunización pese que las 
fracciones cromatográficas no presentaron actividad neurotóxica. 

 
Figura  38. Cromatograma de toxina α-LcNTX V2 resultado de la purificación de la columna C18 de las eluciones 
recolectadas de la purificación por afinidad níquel-agarosa de la proteína reducida y oxidada.  
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8.3 Dicroismo circular de las isoformas α-LcNTX V2 (1, 2) 

Al observar las 2 isoformas proteicas realizamos experimentos adicionales de 
dicroísmo circular, con el objetivo de observar el contenido de estructura secundaria α-hélice 
y lámina β antiparalela y compararlas directamente con el control de bungarotoxina, con esto 
confirmar indirectamente un plegamiento análogo al de las α-LNTXs. Los resultados 
mostraron que al menos las isoformas α-LcNTX V2 (1, 2) conservan un patrón similar al de 
la bungarotoxina, como se muestra en la Tabla 15. La imagen correspondiente se presenta en 
la Figura 40. En la gráfica, se observa que ambas isoformas tienen patrones de dicroísmo 
circular semejantes al de la bungarotoxina (control). Sin embargo, la isoforma 2 muestra un 
ajuste más cercano al plegamiento nativo de las α-LNTX, con solo un 0.8% de diferencia en 
las hojas antiparalelas y las hélices en comparación con el control (Tabla 15). Por otro lado, 
la isoforma 1 presentó una variación de 1.4%. A partir del análisis de dicroísmo circular, se 
determinó que ambas isoformas exhiben un plegamiento análogo al de las α-LNTX, lo que 
llevó a la decisión de utilizar ambas isoformas como inmunógenos.  

 
Figura  39. Espectros de dicroísmo circular de las isoformas de la a-LcNTx V2. 

Tabla 15. Porcentajes de estructura secundaria de la bungarotoxina y las isoformas de a-LcNTX 

 
Bungarotoxina α-LcNTX V2 (1) α-LcNTX V2 (2) 

Hélice 89.6 88.8 88.2 

Antiparalela 10.4 11.2 11.8 

aLos datos de la figura 40 fueron deconvolucionados usando el programa Bestsel 
(http://bestsel.elte.hu/index.php)(Micsonai et al., 2018). 
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Como se demostró anteriormente existen 2 versiones de plegamiento de la toxina α-
LcNTX V2, decidimos inmunizar a los 2 conejos con las 2 isoformas proteicas de α-LcNTX 
V2 ya que tiene las mismas masas moleculares continuamos con el protocolo de 
inmunización de la toxina α-LcNTX V2 se inició inoculando 2 conejas de la cepa Nueva 
Zelanda con cantidades crecientes de la toxina α-LcNTX V1, este proceso de inmunización 
es equivalente al mostrado anteriormente y se encuentra descrito en la tabla 16. 

Para evaluar la capacidad de reconocimiento de los anticuerpos generados a partir de 
la inmunización con la toxina α-LcNTX V2, se realizaron extracciones de suero en intervalos 
de 3 semanas. Posteriormente, se recuperó el suero total y se evaluó su capacidad de 
reconocimiento hacia la toxina α-LcNTX V2 mediante la técnica de ELISA. Los títulos 
obtenidos a lo largo del esquema de inmunización con la toxina α-LcNTX V2 se presentan 
en la figura 42.  

  
Figura  40. Títulos de los anticuerpos obtenidos por medio de la técnica de ELISA del reconocimiento de la proteína α-
LcNTX V2. 

8.5 Reconocimiento de los anticuerpos anti-LcNTX V2 a venenos de elápidos por medio 
de técnica de ELISA 

Para obtener una perspectiva sobre el reconocimiento de los anticuerpos anti-LcNTX 
V2 en venenos de elápidos y sus componentes (α-LNTXs y 3FTXs), realizamos un análisis 
mediante la técnica de ELISA. Como control, utilizamos la bungarotoxina. Además, 
probamos el reconocimiento de los venenos de elápidos de importancia médica ya descritos. 
Los resultados obtenidos en estos ensayos se muestran en las figuras 43, 44 y 45.  

Aunque las ilustraciones muestran claramente un reconocimiento diferencial de los 
anticuerpos hacia los distintos venenos evaluados, es importante destacar que los venenos 
con mayor reconocimiento son los de A. antarcticus, A. lubricus y N. kaouthia (Figura 43). 
Esta tendencia también se observa al hibridar con las α-LNTXs, lo que sugiere que, a pesar 
de la eliminación del segmento correspondiente al quinto puente disulfuro, el reconocimiento 
de las toxinas nativas no se vio afectado de manera significativa (Figura 44). De hecho, 
algunos de los resultados obtenidos son comparables con los registros de reconocimiento 
generados con los anticuerpos producidos contra las isoformas de la toxina α-LcNTX. 
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Por otro lado, se observó un reconocimiento notablemente bajo hacia las toxinas de 
tres dedos (3FTXs) en ciertos casos, lo que indica que la eliminación del segmento del quinto 
puente disulfuro permitió mantener un nivel de reconocimiento similar al obtenido con los 
anticuerpos dirigidos contra las isoformas de α-LcNTX. 

 
Figura  41.  Representación gráfica del reconocimiento del anticuerpo anti-LcNTX V2 a venenos de elápidos de relevancia 
médica. 

 

Figura  42. Representación gráfica del reconocimiento del anticuerpo anti-LcNTX V2 a α-LNTX´s de elápidos de 
importancia médica 
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Figura  43. Representación gráfica del reconocimiento del anticuerpo anti-LcNTX V2 a toxinas de tres dedos (3FTX´s) de 
elápidos de relevancia médica. 

8.6 Ensayo de neutralización de la bungarotoxina utilizando los anticuerpos anti-
LcNTX V1 

Considerando los resultados obtenidos en los ensayos de ELISA, se decidió evaluar 
la capacidad de los anticuerpos anti-LcNTX V2 para neutralizar los efectos neurotóxicos de 
la toxina nativa bungarotoxina (Sigma). Los resultados de esta evaluación se presentan en la 
tabla 17. Lamentablemente, los datos no fueron alentadores, ya que no se observó ningún 
ratón sobreviviente en el ensayo de neutralización. Nuestro anticuerpo anti-LcNTX V2 no 
logró retrasar la muerte ni mitigar los signos de neurotoxicidad. Esto sugiere que el segmento 
de 5 puente disulfuro de las a-LcNTX recombinantes producidas en E. coli es relevante al 
producir anticuerpos en conejos. A pesar de mantener el reconocimiento, la capacidad de 
neutralización de las toxinas se perdió, lo que tuvo implicaciones en la eficacia terapéutica 
de estos anticuerpos. 

Tabla 16. Resultados obtenidos del ensayo de neutralización de la bungarotoxina utilizando 
los anticuerpos anti-LcNTX V2.  

Veneno / 

Neurotoxina  

DL50 

(µg/g ratón) 

2DL50 

(µg/g ratón) 

Sin anticuerpob 

(Muerto/vivo) 

Anti-LcNTx V2 a 

(Muerto/Vivo) 

A. lubricus 5.8 11.5 3/0 3/0 

D. polylepis 7.5 15 3/0 3/0 

bungarotoxina b 4 8 3/0 3/0 
a. Los venenos de A. lubricus y D. polylepis se incubaron con 25 mg de anticuerpos anti LcNTx V2. 

b. El control sin anticuerpos resultó en la muerte de ratones cuando se inyectaron con 2LD50 de veneno o toxina. 
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9. DISCUSIÓN  

9.1 α-LcNTX 

Debido a la experiencia del laboratorio se decidió trabajar solo con la cepa de E. coli 
SHuffle que expresa la toxina α-LcNTX en forma de cuerpos de inclusión. Aunque la 
cantidad de expresión de α-LcNTX en forma soluble citoplasmática en la cepa BL-21 fue 
muy baja, es algo que hasta la fecha no se ha reportado en ningún trabajo. Consecuencia de 
eso decidimos tratar de mejorar los niveles de expresión modificando las condiciones y la 
cantidad de inductor en cultivo en medio LB.  

Los resultados obtenidos no fueron satisfactorios ya que las cantidades de toxina no 
aumentaron, y se mantuvieron similares a lo observado con anterioridad. No obstante, 
decidimos probar las cepas de E. coli BL-21, Origami, SHuffle y M15 transformadas con el 
plásmido α-LcNTX/pQE30 para la producción de la toxina en α-LcNTX citoplasmática con 
el medio mMLB, el cual fue utilizado previamente con buenos resultados de expresión de 
toxina soluble tal como se demostró en el trabajo de la Rosa et al. (2018). En nuestro trabajo 
corroboramos la efectividad de este medio en la producción de alfa neurotoxinas de elápidos 
ya que se observó que solo la cepa E. coli Origami no presentó producción de toxina de forma 
soluble.  

Posteriormente, con el fin de mejorar los rendimientos, se modificaron las 
condiciones de cultivo y la cantidad de inductor de las cepas BL21 y M15, sin embargo, los 
resultados generados fueron diversos.  Primeramente, se esperaba que la cepa de E. coli BL21 
fuera la mejor para producir toxina en forma soluble bajo las condiciones probadas, debido 
a los resultados mostrados en cultivos anteriores en medio rico LB, contrario a esto los 
resultados mostraron una disminución considerable de la expresión de la α-LcNTX bajo los 
parámetros probados. Por otra parte, la expresión de la toxina α-LcNTX soluble citoplasma 
de la cepa E. coli M15, los resultados fueron satisfactorios a 30°C durante 3 h con 0.5 mM 
de IPTG.  

Por otro lado, en los geles de proteínas, se observa que la masa molecular aparente de 
la α-LcNTX es mayor a 15 kDa, lo cual no coincide con su masa teórica calculada in silico. 
Este patrón de migración es característico de proteínas de elápidos y se atribuye 
principalmente a la composición y cantidad de aminoácidos en su secuencia. Este fenómeno 
ha sido previamente documentado en otras toxinas, como la α-ScNTX, rDH y mLAT 
(Clement et al., 2016; de la Rosa et al., 2018). 

Tomando en cuenta lo anterior, la cepa M15 fue la mejor para producir toxina en el 
citoplasma sin agregarse y se perfilaba momentáneamente para producir toxina en forma 
soluble, estos resultados contrastan con los reportes anteriores pues en ellos solo reportan la 
expresión de α-LNTXs en cuerpos de inclusión (Lyukmanova et al., 2009; Shulepko et al., 
2011; Xu et al., 2015). Aun así, se probó la actividad biológica de la α-LcNTX soluble 
citoplasmática producida por la cepa BL-21 y M15. Recientemente, se reportó un trabajo en 
el que se obtuvieron toxinas de tres dedos de cadena corta y larga de elápidos solubles con 
actividad biológica (Liu et al., 2021).  
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A diferencia del presente trabajo, su construcción plasmídica incluyó la adición de un 
gen accesorio que codifica para la proteína DsdC y que contribuye al plegamiento proteico 
en el citoplasma de E. coli y a la formación de los puentes disulfuro más intricados. Con la 
ayuda de este gen accesorio mencionan obtener un patrón de plegamiento correcto similar al 
nativo de la α-cobratoxina del elápido Naja kaouthia en la bacteria E. coli Rosseta (Liu et 
al., 2021). 

Uno de los objetivos de este trabajo fue obtener la toxina α-LcNTX con actividad 
biológica, y su expresión soluble citoplasmática en la cepa E. coli BL-21 y M15 con mejores 
características estructurales y de actividad. Sin embargo, la cantidad obtenida fue menor 
comparada con la producida en los cuerpos de inclusión. Además, trabajos previos en nuestro 
laboratorio sobre plegamiento de proteínas ricas en puentes disulfuro a partir de cuerpos de 
inclusión han logrado obtener proteínas recombinantes con actividad biológica por lo que 
decidimos trabajar con estos agregados proteicos, sin descartar la proteína en la fracción 
soluble (Drevet et al., 1997; Lyukmanova et al., 2009; Lyukmanova et al., 2010; Shulepko 
et al., 2011; Xu et al., 2015).  

Las condiciones probadas en cuatro condiciones de plegamiento de la toxina α-
LcNTX no fueron exitosos ya que ninguna fracción cromatográfica presentó actividad 
biológica en ratones. En trabajos anteriores, se ha reportado diferentes agentes caotrópicos 
para disolver los CI, en nuestro caso particular usamos cloruro de guanidinio 6 M, y en la 
mayoría de los reportes utilizan urea al 1.5 M. Además, el tiempo de duración de la reacción 
de plegamiento utilizada por nosotros fue de 4 días, a diferencia de 7 días reportados en Xu 
et al., 2015; Drevet et al., 1997; Lyukmanova et al., 2009; Lyukmanova et al., 2010; 
Shulepko et al., 2011, lo que se describe detalladamente en la tabla 18.   

La gran mayoría de trabajos de expresión de las 3FTXs reportan el plegamiento de la 
toxina probada, y realizan pruebas de actividad in vitro mediante ensayos de patch-clamp 
mostrando su actividad biológica (Utkin et al., 2001; Lyukmanova et al., 2009; Lyukmanova 
et al., 2010; Shulepko et al., 2017).  En nuestro caso elegimos probar las fracciones proteicas 
producto de los plegamientos directamente en ratones, ya que al tratarse de un consenso 
proteico derivado de toxinas de elápidos altamente tóxicas se esperaba alta toxicidad. Aunque 
no resultó.  
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Tabla 17. Condiciones de plegamiento para proteínas de cadena larga (α-LNTX) de elápidos 
producidas en E. coli. 

Proteína Condiciones óptimas de plegamiento Cita 
α-bungarotoxin V31 • 75 mM Tris–HCl pH:8.62 

• 0.2 M NaCl  
• 8 M urea 
• 32 mM l-cysteine,   
• Ph: 8 durante 7 días 

Xu et al., 2015 

Lynx1 TRX • 50 mM de Tris HCl pH 9.5 
• 1.5 M de urea 
• 0.5 M de L-arginina  
• 3 mM de GSH 
• 0.3 mM de GSSG  

Shulepko et al., 2011 

Weak” Toxin, a Disulfide Rich Protein 
(Naja kaouthia) 

• 50 mM Tris_HCl, pH 8.5 
• 1.5 M urea 
• 3 mM GSH 
• 0.3 mM GSSG 
• 3 días a 4°C. 

Lyukmanova et al., 2009  

WTX • 50 mM Tris_HCl, pH 8.5 
• 1.5 M urea  
•  3 mM GSH 
•  0.3 GSSG  
• 3 días a 4°C 

Lyukmanova et al., 2010 

Neurotoxinas ricas en puentes disulfuro  • 1 M de buffer de fosfatos, pH: 8 
• 5 mM de EDTA 
• 1.5 M urea  
• 0.4 GSH  
• 4 Mm GSSG  

Drevet et al., 1997  

Cytotoxin 1, N. oxiana, 4 PD, 60 aa • 50 mM Tris-HCl 
• 1.5 M urea 
• 0.5 ML-arginine,  
• 2 mM GSH 
• 0.2 mM GSSG durante 3 días a 4 °C  

Shulepko et al., 2017 

 

Se decidió explorar si dentro de los cuerpos de inclusión encontrábamos α-LcNTX 
oxidada, es decir, bien plegada, se observaron fracciones cromatográficas definidas que 
corresponden a isoformas de plegamiento y la masa experimental correlacionadas con la α-
LcNTX oxidada.  

Nos resulta interesante resaltar que bajo esta metodología logramos observar cinco 
isoformas de la α-LcNTX, lo que contrasta directamente con los resultados obtenidos en los 
intentos de plegamiento in vitro en el que no logramos obtener fracciones cromatográficas 
definidas. Tomando en cuenta estos resultados decidimos inmunizar a conejos con estas 
isoformas. Los anticuerpos producidos con las isoformas de la α-LcNTX presentaron buen 
reconocimiento a las α-LNTX´s de venenos de elápidos y la bungarotoxina, solo en algunos 
casos se muestran reconocimientos menores, aun así, este resultado sigue siendo novedoso.  

Otra inquietud que surgió durante el transcurso del proyecto fue demostrar, sí existía 
reconocimiento diferencial a la familia de las 3FTXs por lo que al tener los venenos 
fraccionados decidimos medir el reconocimiento a esta familia proteica. Los resultados 
mostraron que los anticuerpos reconocieron a las 3FTXs, pero en menor grado con respecto 
a las α-LNTXs, ya que se reconocen con mejor eficiencia a las toxinas de A. lubricus, N. 
kaouthia y D. polylepis. Un objetivo de este proyecto fue que una toxina consenso fuera 
capaz de generar anticuerpos y neutralizar el veneno de varios elápidos de importancia 
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médica. Los anticuerpos fueron capaces de reconocer los venenos de A. antarcticus, A. 
lubricus, B. candidus, D. polylepis, N. kaouthia, N. melanoleuca, N. mossanbica, N. 
nigricollis, O. hannah y N. haje, aunque con diferente grado, los mejores resultados se 
obtuvieron con los venenos de A. lubricus seguido por D. polylepis, O. hannah, N. kaouthia 
y A. antarcticus.   

Analizando los anteriores resultados, decidimos probar la neutralización del veneno 
de A. lubricus, D. polylepis y de la bungarotoxina, pero no se logró neutralizar a la 
bungarotoxina con ningún anticuerpo generado en este trabajo, aunque en contraste 
neutralizamos 2DL50 del veneno de A. lubricus, D. polylepis con 25 mg del anticuerpo anti-
LcNTX isoforma 2.  

Algo interesante hasta el momento es el resultado obtenido de neutralización del 
veneno de D. polylepis ya que en el reporte de de la Rosa et al. (2018) no se logró neutralizar 
este veneno. Una explicación podría ser que la potencia o la afinidad de este veneno se 
encuentra en las α-LNTXs y no en las α-SNTXs. Al revisar el estado del arte de anticuerpos 
producidos con toxinas recombinantes obtenidas en E. coli resalta la publicación de Liu y 
colaboradores en el 2021, en dicho trabajo lograron neutralizar venenos del continente 
asiático, hasta la fecha podemos decir que nuestros anticuerpos enfocan su neutralización 
primordialmente en elápidos del continente africano, es prudente resaltar la idea que en 
nuestro caso utilizamos una única toxina y logramos neutralizar la acción del veneno 
completo, aun nos resta probar venenos del continente asiático y australiano y con ello 
avanzar en el establecimiento de un anti-veneno que abarque los tres continentes. Con nuestro 
trabajo se demostró que se pueden extraer toxinas de elápidos de los cuerpos de inclusión, 
que, aunque no presenten actividad neurotóxica pueden ser utilizados como inmunógenos y 
los anticuerpos resultantes logren neutralizar la acción completa del veneno de A. lubricus y 
D. polylepis.  

El estudio del diseño de toxinas de elápidos evidencia que la incorporación de un 
péptido auxiliar de plegamiento, como lo propone Liu et al., 2021, no es necesaria ya que, E. 
coli Origami demuestra ser adecuada para la producción de toxinas consenso funcionales de 
elápidos, eficientes en la generación de anticuerpos policlonales con capacidad neutralizante 
frente a venenos de elápidos de alta peligrosidad.  

Por otro lado, capto nuestra atención que, durante el proceso de inmunización, los 
conejos que recibieron la isoforma 5 de α-LcNTX exhibieron los títulos de anticuerpos más 
altos en comparación con los dos anticuerpos generados simultáneamente. Esto sugiere que 
esta isoforma podría ser la más efectiva en términos de reconocimiento de antígenos y 
neutralización. Sin embargo, la característica distintiva que se mantuvo constante fue el 
reconocimiento, ya que a menudo demostró una capacidad superior para identificar venenos 
y neurotoxinas de cadena larga. 
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Esto puede indicar que expone aminoácidos en su superficie que son reconocidos de 
manera eficiente por el sistema inmunológico, aunque no necesariamente los más adecuados 
para lograr valores óptimos de neutralización. Este hallazgo está respaldado por el hecho de 
que ambos anticuerpos lograron al menos una neutralización parcial de los venenos de 
elápidos africanos. Este patrón indica que la inclusión de múltiples isoformas proteicas podría 
ser perjudicial para este propósito, produciendo anticuerpos con eficacia reducida en la 
neutralización de venenos de elápidos. La efectividad de esta clase de anticuerpos necesita 
ser asistida por anticuerpos que neutralicen otras 3FTxs como α-LNTx o incluso PLA2s de 
elápidos. 

Nuestro enfoque de utilizar neurotoxinas consenso recombinantes ha demostrado ser 
efectivo, como se describe en nuestro trabajo de investigación anterior, donde los anticuerpos 
producidos con la asistencia de ScNTx lograron neutralizar venenos de los 
géneros Micrurus, Naja y Ophiophagus (de la Rosa et al., 2018). Aunque el uso de un 
LcNTx de consenso como antígeno no fue tan exitoso como la ScNTx, por primera vez se 
señaló la importancia de seleccionar neurotoxinas con plegamientos análogos para usarlas 
como inmunógenos 

9.2 α-LcNTX V1  

Se obtuvo la expresión de la toxina α-LcNTX V1 en la cepa bacteriana E. coli 
Origami, obteniendo altos niveles de expresión proteica en forma soluble citoplasmática. 
Este resultado concuerda con el trabajo realizado por Liu et al. (2021). Aunque a diferencia 
del grupo asiático nosotros no requerimos de la ayuda de una proteína accesoria para obtener 
la proteína α-LcNTX V1 en forma soluble citoplasmática, la diferencia con respecto al 
método de cultivo fue la bacteria utilizada (E. coli Rosseta), y la temperatura de cultivo de 
12°C. Sin embargo, esto contrasta con los resultados mostrados en anteriores trabajos en 
donde se han expresado a-neurotoxinas de cadena larga favoreciendo la expresión en forma 
de cuerpos de inclusión (Lyukmanova et al., 2009; Shulepko et al., 2011; Xu et al., 2015). 
Este resultado es importante dado que la toxina se encuentra en forma soluble citoplasmática 
y no requerirá proceso de plegamiento in vitro. 

Los anticuerpos generados en el protocolo de inmunización con la toxina α-LcNTX 
V1 presentan títulos de reconocimiento bajos por el sistema inmunológico, comparados con 
los generados en el trabajo de de la Rosa et al. (2018), en donde se utilizó como inmunógeno 
la toxina α-ScNTX, en dicho trabajo se lograron registrar títulos de reconocimiento de hasta 
10,000, es decir 2 veces más a las registradas en nuestro trabajo utilizando 400 µg de proteína 
recombinante. Lo que equivale a 2.5 veces menos con respecto a la cantidad de α-LcNTX 
V1 utilizada en el protocolo de inmunización.  
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En conclusión, la toxina α-ScNTX es más inmunogénica con respectó a la toxina α-
LcNTX V1. Sin embargo, una de las posibles explicaciones de este fenómeno pudiera ser la 
diferencia que existe en cuanto a las secuencias de ambas proteínas, ya que la toxina α-
LcNTX V1 presenta cambios de polaridad en los aminoácidos clave en la interacción con el 
canal de acetilcolina y estos pueden estar involucrados en el reconocimiento del sistema 
inmunológico.  

Posterior a la obtención de los anti-LcNTX V1, se evaluó su capacidad para reconocer 
a venenos completos y a toxinas nativas presentes de elápidos de importancia médica. Los 
datos recabados demuestran, en primera instancia el reconocimiento a la bungarotoxina, con 
ello demostramos el reconocimiento de epítopos presentes en α-LNTXs nativas, aunque el 
resultado que llama la atención es el mostrado en el título de reconocimiento al veneno 
completo de la serpiente de la muerte australiana (A. antarticus). Este resultado pudiera 
deberse a que en dicho veneno se ha descrito a más de tres α-LNTXs (Tyler et al., 1997; Kim 
et al., 1981), los que podría explicar esta respuesta en el ensayo de ELISA. 

Los resultados de reconocimiento a venenos completos de D. polylepis, N. kaouthia 
y de A. lubricus son poco alentadores ya que títulos altos se puede correlacionar directamente 
con inexistencia de neutralización. Una posible explicación a los resultados observados es 
que debido a que las α-LNTXs se encuentran en baja proporción en los venenos de los 
elápidos anteriormente mencionados, esto pudo generar el bajo reconocimiento evidenciado.  

En cuanto a los resultados de neutralización de la bungarotoxina, estos fueron 
negativos. A pesar del reconocimiento observado en el ensayo de ELISA, los anticuerpos 
anti-LcNTX V1 no lograron retrasar la muerte ni disminuir los signos neurotóxicos inducidos 
por la bungarotoxina. Las posibles explicaciones de la nula neutralización y reconocimiento 
sobresaliente en ensayo de ELISA, pudiera deberse a los cambios de polaridad de los 
aminoácidos dentro de la secuencia de esta toxina (K26E, R36E, R39E, K52E). Lo que puede 
traducirse directamente en que el reconocimiento de los anti-LcNTX V1 no sea el ideal y el 
reconocimiento del anti-LcNTX V1 se de en epítopos no esenciales para bloquear actividad 
de la bungarotoxina, la anterior aseveración nos podría dar un panorama con respecto a la 
importancia de aminoácidos (K26, R36, R39, K52) en el reconocimiento α-LNTXs-
anticuerpo. Reforzando la anterior hipótesis, en la literatura se han probado la efectividad 
anticuerpos producidos a partir de α-LNTX o α-ScNTX recombinantes (Liu et al., 2021; de 
la Rosa et al., 2018). En ambos casos se ha probado eficientemente su reconocimiento y 
neutralización a venenos de elápidos de importancia médica. 
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Comparando nuestros resultados con los reportados en la literatura, en primera 
instancia no logramos encontrar un artículo que reporte la producción de un anticuerpo 
policlonal o monoclonal a partir de una α-LNTX nativa. Debido a lo anterior ampliamos la 
búsqueda a la existencia de un anti-veneno que hubiese sido producido con un veneno que 
tuviera en su composición una cantidad considerable de α-LNTXs. 

 Existe una publicación de Oh y colaboradores en el 2021, en el que evalúan dos anti-
venenos. El primero producido en China por la empresa BMMAV (Biological Technology 
Co., Ltd., China) y el segundo producido en Taiwán por NBAV (Centres for Disease Control) 
donde realizan la combinación de los venenos de B. multicinctus y N. atra. En dichos 
antivenenos la respuesta al reconocimiento es diferencial. No obstante, logran reportar una 
EC50 de 1.1 con el veneno de B. multicinctus de china (52 % de la bungarotoxina), y de una 
EC50 de 1.1 de la B. multicinctus taiwanes (41.2% de la bungarotoxina). Comparando 
nuestros resultados en reconocimiento en ELISA, nuestro anti-LcNTX V1 están 
reconociendo con menor eficiencia a la bungarotoxina. esto evidencia aún más la importancia 
de los aminoácidos (K26, R36, R39, K52) en el reconocimiento de α-LNTXs y anticuerpos 
neutralizantes, ya que anticuerpos producidos a partir de toxinas nativas presentan un 
excelente reconocimiento y buena neutralización.  

9.3 α-LcNTX V2 

Se probó la expresión de la α-LcNTX V2 en la cepa SHuffle, y se observó que la 
forma de expresión favorecida es la agregada en forma de cuerpos de inclusión. Estos 
resultados concuerdan con los reportados anteriormente en la bibliografía en donde han 
expresado neurotoxinas de tres dedos en E. coli (Drevet et al., 1997; Lyukmanova et al., 
2009; Lyukmanova et al., 2010; Shulepko et al., 2011; Xu et al., 2015). Aunque en esos 
trabajos la cepa predilecta para expresar estas proteínas es E. coli BL-21.  

Teniendo en cuenta que la cantidad necesaria de requerida en un protocolo de 
inmunización es alta, se busca alta eficiencia en los procesos de obtención de toxinas 
recombinantes. Particularmente, en el caso de la α-LcNTX V2 logramos obtener una α-
LcNTX V2 oxidada; aunque sin actividad biológica, estos mismos resultados los vimos 
registrados con la α-LcNTX V2 encontrada en los cuerpos de inclusión, ambas tienen masas 
moleculares que correlacionan con la α-LcNTX V2 oxidada y sin actividad neurotóxica, por 
lo que en este trabajo se decidió trabajar con la α-LcNTX V2 oxidada encontrada en los 
cuerpos de inclusión. Ya que siguiendo esta metodología se requieren solo un paso de 
purificación por RP-HPLC. Tras la obtención de los anticuerpos anti-LcNTX V2, se evaluó 
su capacidad para reconocer venenos completos y toxinas nativas de elápidos de importancia 
médica. Los datos recabados demostraron. En primer lugar, reconocimiento a la 
bungarotoxina, evidenciando la capacidad para detectar epítopos presentes en las LNTX 
nativas. 
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Sin embargo, el resultado que más llama la atención es el relacionado con el 
reconocimiento del veneno completo de la serpiente africana D. polylepis, que mostró un Log 
EC50 de 0.8. Este resultado es especialmente relevante, ya que en el veneno de esta serpiente 
se han descrito al menos dos α-LNTX, lo que podría explicar la respuesta observada en el 
ensayo ELISA. La presencia de múltiples α-LNTX en el veneno podría estar contribuyendo 
a una mayor interacción y, por lo tanto, a una mayor señal en el ensayo, subrayando la 
capacidad de los anticuerpos anti-LcNTX V2 para reconocer una variedad de epítopos 
presentes en diferentes toxinas.  

En general, la respuesta del anticuerpo anti-LcNTX V2 a las α-LNTX fue favorable, 
con los mejores resultados obtenidos en las toxinas del elápido A. antarcticus y, en segundo 
lugar, en las toxinas del veneno de D. polylepis. Este comportamiento es especialmente 
interesante, ya que sugiere una posible promiscuidad de los anticuerpos, que podrían estar 
reconociendo epítopos compartidos entre diferentes toxinas de la familia 3FTX. Este 
fenómeno se observó al monitorear individualmente al menos una toxina de esta familia, 
registrando valores de Log EC50 de 0.94. Estos resultados resaltan la capacidad de los 
anticuerpos para interactuar con una variedad de toxinas dentro de los venenos de elápidos.  

Sin embargo, aunque inicialmente los anticuerpos mostraron resultados prometedores 
en cuanto al reconocimiento, presentando valores comparables a los de la neurotoxina 
consenso original, esta eficacia no se mantuvo. El anticuerpo anti-LcNTX V2 no fue capaz 
de neutralizar ni la bungarotoxina, ni los venenos evaluados. Este resultado nos lleva a 
reflexionar sobre la importancia crítica de este epítopo en el reconocimiento por parte del 
sistema inmunológico de los conejos. Al poseer este epítopo, los anticuerpos lograron una 
neutralización parcial de los venenos, lo que sugiere un papel esencial en la respuesta inmune. 

Es importante destacar que somos los primeros en observar esto, lo que subraya la 
relevancia de este segmento de aminoácidos en el reconocimiento por parte del sistema 
inmune de los mamíferos. Estos resultados abren nuevas perspectivas en la comprensión de 
la interacción entre toxinas y el sistema inmunológico, lo que podría tener implicaciones 
significativas para el diseño de estrategias inmunológicas más efectivas contra 
envenenamientos por elápidos.  

Nuestro enfoque de generación de anticuerpos que reconocen a las α-LNTX de 
diferentes elápidos provenientes de consensos proteicos no es el único que se ha abordado a 
la fecha. Con el fin de afrontar el problema de la alta toxicidad de las α-LNTX. Existe un 
trabajo que aborda este tema desde la perspectiva del canal de acetilcolina, partiendo de que 
se conocen los aminoácidos involucrados en la interacción de las α-LNTX con los canales de 
acetilcolina tanto neuronal como muscular. En un trabajo de este tipo, los autores se valieron 
de eso, y sintetizaron un péptido con solo los aminoácidos, esto es W1, R2, Y3, Y4, E5, S6, 
S7, L8 y Y9.  
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El péptido tiene una conformación secundaria tipo β y con ello se pretendía emular el 
sitio de reconocimiento del canal de acetilcolina, y así generar competencia por la unión con 
las α-LNTX (Scherf et al., 2010). De acuerdo con su resultado, dicho péptido fue capaz de 
interaccionar con la bungarotoxina impidiendo la unión con el canal de acetilcolina muscular. 
En simulaciones computacionales futuras pretendemos registrar la afinidad de este péptido 
con las estructuras tridimensionales construidas y registrar su afinidad tanto para este péptido, 
así como con el canal de acetilcolina neuronal y muscular.  

Hasta el momento solo se ha probado el bloqueo de la bungarotoxina (Scherf et al., 
2010), pero no se descarta la posibilidad que logren bloquear otras α-LNTX. A diferencia de 
este reporte, creemos que nuestro enfoque es más contundente ya el uso de anticuerpos 
provenientes de consensos de toxinas es más efectivo, pues no solo ofrecen protección contra 
la familia proteica a la que están dirigidos, sino que logran bloquear incluso otras familias de 
proteínas como es el caso de los anticuerpos procedentes de α-ScNTX, los cuales brindan 
protección en contra de α-neurotoxinas de coralillos, cobras y mambas.  

Existen otros enfoques que abordan la problemática de la variación intra especifica 
de los venenos. Recientemente, se ha reportado un trabajo en que se utilizan las toxinas más 
letales dentro del veneno de cobras asiáticas producidas en E. coli Rosseta, o BL-21, en forma 
soluble citoplasmática y con ellas proceder a inmunizar mamíferos tomado como rango de 
inoculación de la proteína recombinante en cuestión de su LD50. En dicho trabajo se ha 
logrado obtener anticuerpos neutralizantes de venenos completos de cobras del continente 
asiático y africano (Liu et al., 2021).  

No obstante, esta metodología se enfoca únicamente en venenos de cobras a nivel de 
género y la utilizada en nuestro proyecto pretende abordar la problemática de variación 
intraespecífica de veneno a nivel de familia utilizando un consenso, el cual contempla a 
elápidos de 5 géneros distribuidos en 3 continentes. Con nuestra propuesta pretendemos 
utilizar solo una toxina en los protocolos de inmunización y poder neutralizar venenos de 
diferentes elápidos de importancia médica que habitan en el continente asiático, africano y 
australiano. 

Otra metodología que ha comenzado a tomar fuerza para la obtención de anticuerpos 
neutralizantes de venenos de elápidos asiáticos de diferente área geográfica, y con variación 
intraespecífica de la composición del veneno, se basa en solo tomar en cuenta las toxinas más 
letales dentro de los venenos de elápidos de importancia médica del continente asiático, 
inocularlas en caballos y obtener anticuerpos. Con ayuda de esta metodología se ha logrado 
neutralizar venenos completos de cobras asiáticas, africanas y kraits (Ratanabanangkoon et 
al., 2016). La perspectiva de este tipo de proyectos es similar a nuestro enfoque.  No obstante, 
con nuestra propuesta estamos buscando reducir el número de toxinas utilizadas en un 
protocolo de inmunización, y la evidencia generada en nuestro laboratorio señala que con la 
utilización de una toxina ScNTX en un esquema de inmunización es suficiente para generar 
anticuerpos neutralizantes de venenos completos de elápidos de los géneros Micrurus, Naja 
y Ophiophagus.   
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10. CONCLUSIONES  

Los resultados del presente trabajo evidencian que los tres anticuerpos derivados de 
las isoformas de α-LcNTx reconocieron a venenos de elápidos de importancia médica en 
África, Asia y Australia. Destaca el hecho de que únicamente una versión de anticuerpos 
exhibió la capacidad de neutralizar 2LD50 de dos venenos de elápidos africanos. Estos 
hallazgos respaldan la hipótesis de que el uso de proteínas consenso sintéticas de los 
componentes principales del veneno de elápidos podría constituir una estrategia experimental 
eficaz para mejorar los antivenenos. Asimismo, es pertinente señalar que este trabajo 
representa el uso por primera vez de una α-LcNTX, y que solo una de sus isoformas demostró 
la capacidad de producir anticuerpos neutralizantes contra ciertas a-LNTXs y venenos de 
elápidos asociados. No obstante, es crucial destacar como limitación la necesidad de una 
selección cuidadosa de la isoforma durante el proceso de inmunización, dado que no todas 
las isoformas exhiben la misma eficacia en la inducción de anticuerpos neutralizantes.  

Con respecto a la mutante α-LcNTx V1, como se anticipaba, no mostró toxicidad y 
sus anticuerpos resultaron ser poco eficaces en el reconocimiento de venenos de élapidos, α-
LNTXs y 3FTXs. Este hallazgo pone de manifiesto que las modificaciones en la secuencia 
de la toxina llevaron a que los anticuerpos generados con este inmunógeno no pudieran 
neutralizar ni los venenos ni las α-LNTXs. La importancia de estos aminoácidos para el 
reconocimiento por el sistema inmunológico del conejo se refleja claramente en nuestros 
resultados. Estos datos subrayan la necesidad de ejercer cautela al realizar mutaciones en la 
secuencia de α-LNTX recombinantes producidas en E. coli, ya que tales cambios pueden 
reducir significativamente la eficacia de los anticuerpos.  

Por otro lado, la eliminación del quinto puente disulfuro en la mutante α-LcNTX V2 
resultó en una pérdida de actividad biológica en ratones. Sin embargo, cuando se utilizó como 
inmunógeno, los anticuerpos generados mostraron características interesantes, como un buen 
reconocimiento de venenos de élapidos y α-LNTXs. Este resultado fue alentador, pero al 
evaluar su eficacia, los anticuerpos demostraron no ser capaces de neutralizar venenos de 
élapidos ni la bungarotoxina. Estos hallazgos sugieren que, aunque la proteína α-LcNTX 
mantuvo epítopos estructurales similares a los nativos, la eliminación de este segmento 
específico resultó en la pérdida de capacidad para neutralizar venenos de élapidos. Esto 
subraya la importancia de los puentes disulfuro en la estructura y función de la α-LcNTX, y 
proporciona una valiosa información para el diseño de futuros antivenenos y la optimización 
de inmunógenos.  

En general, este estudio en general representa un avance significativo en la 
comprensión de la inmunización frente al veneno de serpiente, y abre perspectivas 
prometedoras para el desarrollo de antivenenos mejorados y proporciona información clave 
para el diseño y mejora de antivenenos y la selección de inmunógenos efectivos con 
potenciales aplicaciones clínicas en el tratamiento envenenamiento por elápidos.  
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11. PERSPECTIVAS 

• Determinar la dosis efectiva del anticuerpo anti-LcNTX isoforma 2 para neutralizar 
los venenos de A. lubricus y D. polylepis, y evaluar su capacidad para neutralizar 
otros venenos de elápidos de importancia médica. 
 

• Evaluar la eficacia de los anticuerpos anti-LcNTX isoforma 5 y de las combinaciones 
de anti-LcNTX isoformas 1, 2, 3, 4 y 5 en la neutralización de venenos de elápidos. 

 

• Identificar los factores que influyen en la agregación de las α-LcNTX y explorar si 
estos factores pueden ser aplicables a otras proteínas de tres dedos que tienden a 
formar cuerpos de inclusión. 
 

• Escalar la producción de anticuerpos anti-LcNTX utilizando un modelo de 
producción equino. 
 

• Investigar la posible sinergia entre el anticuerpo anti-LcNTX y el anti-ScNTX para 
mejorar la neutralización de venenos de elápidos de importancia médica. 
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10. ANEXOS   

 

a) Cromatogramas de la purificación de los venenos   

 

 

A1) HPLC del veneno de Dendroaspis polylepis 

 

 

A2) HPLC del veneno de Acanthophis antarticus 
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A3) HPLC del veneno de Naja kaouthia 

 

 

 

A4) HPLC del veneno de Naja mossambica 
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A5) HPLC del veneno de Naja nigricolis 

A6) HPLC del veneno de Ophiophagus hannah 
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A7) HPLC del veneno de Aspidelaps lubricus 
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b) Algunas de las toxinas utilizadas y su correlación con las LNTXs, 3FTXs y 
dendrotoxinas obtenidas de los venenos de elápidos evaluados.   

Veneno	 Masa	molecular	
experimental	(Da)	

Masa	molecular	
reportada	(Da)	 Nombre	de	la	toxina	 ID	

A.	antarcticus	
8,183.6	 8,125.4	 Alpha-elapitoxin-Aa2b	 P01385	

8,596.0	 8,751.2	 Alpha-elapitoxin-Aa2e	 P0DKW9	

D.	polylepis	

8,017.0	 8,033.2	 Alpha-elapitoxin-Dpp2a	 P01396	

7,037.3	 7,145.3	 Dendrotoxin	I	 P00979	

8,636.1	 8,841.5	 Dendrotoxin	K	 P00981	

N.	mossambica	

6,709.84	 6,715	 Cytotoxin	4	 P01452	

6,820.2	 6,	826	 Cytotoxin	1	 P01467	

6,889.2	 6,845	 Cytotoxin	5	 P25517	

N.	kaouthia	

6,740.3	 6,737	 Cytotoxin	 P01445	

6,846.6	 6,845	 Nakoroxin	 P0DSNO	

7,615.5	 NF	 NF	 NF	

7,823.1	 7,821.1	 Alpha-cobratoxin	 P01391	

A.	lubricus	

6,993.1	 6,952	 Cobratoxin	 P60770	

6,788.6	 6,873	 Short	neurotoxin	1	 P60773	

7,745.0	 7,447.6	 Long	neurotoxin	1	 P25670	

7,902.3	 7,447.6	 Long	neurotoxin	1	 P25670	

N.	haje	 7,884.9	 7,811.1	 CM-5	 P25674	
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c) IC50s obtenidas de los ensayos de ELISA con los anticuerpos obtenidos con las 
isoformas de la LcNTx con los venenos y toxinas. 

Veneno/Toxinas 
Anti-LcNTx 
isoforma 2 a  

Anti-LcNTx 
isoforma 5 a 

Anti-LcNTx 
multiple isoformas a 

EC50 CI R2 EC50 CI R2 EC50 CI R2 
a-LcNTx isoforma 2 3.1 1.9-4.5 0.96 1.2 0.8-1.6 0.96 2.7 2-3.4 0.97 

a-LcNTx isoforma 5 2.7 2.1-3.4 0.99 1.7 1.2-2.3 0.99 2.7 2-3.6 0.99 

a-LcNTx multiple isoformas 2.3 1.4-3.7 0.93 1.5 0.5-1.6 0.83 2.1 1.4-2.9 0.96 

Bungarotoxin (7,984.2 Da) 33.5 30.8-36.5 0.99 32.7 30.2-35.4 0.99 58.9 55.4-62.7 0.99 

A. antarcticus (8,183.6 Da) 79.7 73.4 - 86.8 0.99 106 90.5-125.9 0.99 118.7 105.7-134.5 0.99 

A. antarcticus (8,596.0 Da) 122.9 110.6-137.2 0.99 139.1 125.8-154.4 0.99 228.1 198.6-267.1 0.99 

A. lubricus (7,745.0 Da) 64.2 54.3-75.9 0.99 60.7 53-69.5 0.99 82.9 66.9-101.6 0.98 

A. lubricus (7,902.3 Da) 35.4 10.1-106.3 0.81 39.3 4.1-153.5 0.57 235.1 106.6-1951 0.85 

D. polylepis (8,017.0 Da) 354.2 300.7-431.9 0.99 337.7 310.9-370.1 0.99 279.9 217.4-389.5 0.97 

D. polylepis (7,037.3 Da) 1433 810.5 - 9678 0.94 2496 1148-140167 0.99 3895 ND 0.94 

D. polylepis (8,636.1 Da) >500 ND 0.94 >500 ND 0.94 >500 ND 0.94 

N. kaouthia (7,615.5 Da) >500 ND 0.97 51.4 47.3-55.8 0.99 323.8 294.7-358.7 0.99 

N. kaouthia (7,823.1 Da) 405.2 375.5 - 440.8 0.99 >500 ND 0.94 225.4 186.9-265.5 0.98 

N. haje (7,884.9 Da) 9.3 6.2-13.4 0.96 12.8 9.5-16.8 0.98 11.6 9.3-14.3 0.98 
 

A. antarcticus 160 139.5-186.4 0.99 175.1 162.7-189.2 0.99 237.8 220.6-257.7 0.99 

A. lubricus 54.2 50.3-58.4 0.99 20.7 18.9-22.7 0.99 37.3 31.9-43.5 0.99 

B. candidus 296.9 225.6-435.9 0.99 300.3 216.7-486.2 0.99 >500 ND 0.94 

D. polylepis 29.6 27.5-31.8 0.99 35.5 33.5-37.6 0.99 40.9 35.7-47 0.99 

N. kaouthia 199.3 165.4-248.2 0.99 67.6 60-76.5 0.99 131.3 119.2-145.4 0.99 

N. melanoleuca >500 ND 0.94 >500 880.2-3969 0.94 >500 ND 0.94 

N. mossambica >500 ND 0.94 379.6 321.8-465.9 0.99 >500 ND 0.94 

N. nigricollis >500 ND 0.94 427.3 362.2-525.7 0.99 >500 ND 0.94 

O. hannah 44.02 40.8-47.4 0.99 45.6 41-50.6 0.99 46.3 31.8-66.5 0.96 

N. haje 451.4 424.0-483.3 0.99 398.8 360.4-447.4 0.99 334.1 292.4-389.7 0.99 

rD.H  46.3 42.5-50.4 0.99 50.9 46.7-55.6 0.99 37.5 35.4-39.7 0.99 

B. occitanus  >500 ND 0.98 >500 ND 0.86 >500 ND 0.77 
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d) Curvas de sobrevivencia de los anticuerpos de las isoformas anti-LcNTxs  
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e) IC50s obtenidas de los ensayos de ELISA con los anticuerpos obtenidos con las 
variantes de la LcNTx con los venenos y toxinas 

Veneno/Toxinas Anti-rLcNTx V1 Anti-rLcNTx V2 
EC50 CI R2 EC50 CI R2 

a-LcNTx V1 1.1 
 

0.5 - 1.7 
 

0.93 1.3 
 

0.7 - 2.3 
 

0.91 

a-LcNTx V2 (1) 4.6 
 

3.4 - 5.9 
 

0.98 1.7 
 

0.8 - 2.9 
 

0.91 

a-LcNTx V2 (2) 5.1 
 

3.9 - 6.5 
 

0.98 1.4 
 

0.6 - 2.4 
 

0.91 

Bungarotoxin (7,984.2 Da) 88.84 
 

81.4 - 97.1 
 

0.99 5.1 
 

3.3 -7.6 
 

0.95 

A. antarcticus (8,183.6 Da) 154.4 
 

122.5 - 204 
 

0.99 2.07 
 

1 - 3.5 
 

0.95 

A. antarcticus (8,596.0 Da) 257.3 
 

209.2 - 322.1 
 

0.98 2.7 
 

1.3 - 4.7 
 

0.91 

A. lubricus (7,745.0 Da) 1,080 
 

693.5 – 73,915 
 

0.96 8.42 5.8 -11.9 
 
 

0.98 

A. lubricus (7,902.3 Da) 4,683 
 

ND 0.99 14.9 11.8 -18.9 
 

0.98 

A. lubricus (6,788.65 Da) 1,614,670 
 
 

ND 0.93 16.9 
 

12.6 - 22.5 
 

0.98 

A. lubricus (6,9993.12 Da) 154,909 
 

ND 0.99 655.3 
 

427 - 1711 
 

0.98 

D. polylepis (8,017.0 Da) 135,191 
 

ND 0.90 4.3 
 

2.2 - 7.6 
 

0.91 

D. polylepis (7,037.3 Da) 185,489 
 

ND 0.98 8.7 
 

5.4 - 13.4 
 

0.96 

D. polylepis (8,636.1 Da) 1,599,095 
 

ND 0.93 21.1 
 

17.8 - 25.1 
 

0.99 

N. kaouthia (7,823.1 Da) 82,028 
 

ND 0.99 156.4 
 

135.3 - 181 
 

0.99 

N. kaouthia (6,846.64 Da) 3,805 
 

ND 0.96 55.4 43.7 - 70.3 
 

0.98 

N. kaouthia (6,709.73 Da) 2,098 
 

ND 0.99 827.2 
 

620.2 – 1,307 
 

0.99 

N. kaouthia (6.740.34 Da) 1,886 
 

ND 0.98 598,386 
 

ND 0.99 

N. haje (7,884.9 Da) 245.7 
 

ND 0.99 22.2 
 

17.8 - 27.6 
 

0.98 

N. mossambica (6,709.84 Da) 226,333 
 

ND 0.97 174.9 
 

147.2 - 209.1 
 

0.99 

N. mossambica (6,889.27 Da) 1,443 
 

ND 0.93 1,020,065 
 

ND 0.99 

N. mossambica (6,820.28 Da) 160,692 
 

ND 0.90 71.5 
 

63 - 81.3 
 

0.99 

A. antarcticus 356.7 
 

300.9 - 441.6 
 

0.99 219.6 
 

182.8 - 265.5 
 

0.99 

A. lubricus 834.9 
 

739.2 - 975 
 

0.99 19.9 14.4 – 27.1 0.97 

B. candidus 115,697 
 

ND 0.99 50.4 
 

36.2 - 69.5 
 

0.96 

D. polylepis 2,292 
 

1475 - 5954 
 

0.99 6.3 
 

4 - 9.5 
 

0.94 

N. kaouthia 1,081 
 

775.4 - 2657 
 

0.99 15.97 
 

10 - 24.9 
 

0.93 

N. melanoleuca 7,552 
 

ND 0.99 74.4 
 

59.5 - 92.4 
 

0.98 

N. mossambica 6,662,196 
 

ND 0.99 80.8 
 

51.1 - 120.7 
 

0.94 

N. nigricollis 3,871 
 

ND 0.95 31.9 
 

17.7 - 54.3 
 

0.92 

O. hannah 2,141 
 

1234 - 13078 
 

0.99 12.96 8.7 – 18.8 
 

0.96 

N. haje 189,152 
 

ND 0.98 16.2 
 

11.6 - 22.3 
 

0.96 

rD.H  130.4 
 

120.4 - 141.6 
 

0.99 13.4 10.1-17.7 0.97 

B. occitanus  377,598 
 

ND 0.93 9,266,545 
 

ND 0.99 
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