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RESUMEN

Se evalud la actividad antiviral de una fraccibn hemoaglutinante de veneno
crotalido hacia el virus de Parainfluenza-3 (VPIB-3). Entre los venenos de las
serpientes crotalidas: Agkistrodon piscivorus, Agkistrodon Conftortix y Crotalus
scutulatus; A piscivorus mostré mayor capacidad hemoaglutinante (64, 32 y 2
unidades, respectivamente). La dosis maxima no letal para ratéon fue de 1.75
mg/30g de peso corporal para C scutulatus; mientras que para los restantes fue
= a 4.0 mg/30g de peso corporal. Macroscopicamente, A piscivorus y A
contortix causaron edema masivo e infiltracion sanguinea; Microscépicamente,
los tres causaron miositis aguda con diversos grados de severidad. La
inoculacion de cultivos MDBK con los venenos en dosis superiores a los 0.006,
0.012 y 0.195 mg/m! respectivamente, causaron desprendimiento de la
monocapa o aglutinacion. Por su mayor actividad bioldgica se aislé, mediante
HPLC-RP, la fraccion hemoaglutinante del veneno de A piscivorus. La
inoculacion de ratones con esta fraccion, en dosis de 4.25 ug/0.2ml, no causé
dano ni macroscOpico ni microscépico y no alteré6 el metabolismo de células
MDBK hasta la concentracion de 1.062 pug/mil. La fraccién hemoaglutinante
como bloqueador de receptores celulares (1.062 ng/ml) impidio la infeccion con
el VPIB-3 y mantuvo la viabilidad celular entre el 69.34 y 84.86%. Por otra parte
se observo (microscopio electronico), %ue la fraccion destruyo a las particulas
virales reduciendo el titulo viral de 10%° a 102°DICCsos%. Un suero hiperinmune
anti-veneno de A piscivorus reconocidé una proteina de 20.99 kDa comun a la
fraccion crotalida y al VPIB-3. Los resultados muestran que la purificacién de la
fraccion hemoaglutinante del veneno, elimina los dafios causados por los otros
componentes, posibilitando su empleo como antiviral.

Palabras Clave: Venenos Crotalidos, Virus de Parainfluenza-3 (VPIB-3),
Antivirales, Lectinas, Fracciones Hemoaglutinantes




SUMMARY

An hemagglutinant fraction antiviral activity of crotalid venom against Parainfluenza
virus (VPIB-3) was evaluated from crotalid serpents: Agkistrodon piscivorus,
Agkistrodon contortix and Crotalus scutulatus. Agkistrodon piscivorus venom
showed the greatest hemagglutinant capacity with 64 units. The nonlethal
maximum permissible IM dose of the three venoms was 1,75 mg/30 g in mouse.
Agkistrodon piscivorus and Agkistrodon contortix caused massive edema and
sanguineous infiltration in muscle; microscopic lesions were acute miositis in
various severity degrees with the three different venoms. Loosening of monolayer
or agglutination in MDBK cells was observed with each one of venoms in doses
higher than 0.006, 0.012 and 0.195 mg/milliliter, respectively. The highest
hemagglutinant activity fraction was isolated from Agkistrodon piscivorus venom by
HPLC-RP. Mice IM inoculation with this fraction (4,25 ng/0.,2 mililiter), caused no
macroscopic or microscopic damage and MDBK cells metabolism was not altered
with concentrations bellow 1,062 ug/mililiter. Also the hemagglutinant fraction
prevented the infection with VPIB-3, and kept between 63.34 and 84.86% the
cellular viability. On the other hand, it was observed (electron microscope), that
hemagglutinant fraction destroyed the viral particles. Finally, a common protein
(20,99 kDa) to Agkistrodon piscivorus venom and VPIB-3 was recognized by an
anti-venom serum. The results show that the purification of the hemagglutinant
fraction of the venom, eliminates the damage caused by the others components,
making possible their use like antiviral compound.
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INTERFERENCIA DE UNA FRACCION
HEMOAGLUTINANTE DEL VENENO CROTALIDO EN LA
ADSORCION DEL VIRUS DE PARAINFLUENZA-3 (VPIB-3)




INTRODUCCION

El veneno de serpiente consiste en una mezcla compleja de polipéptidos y
proteinas farmacologicamente activos. Varios de sus componentes toxicos
interfieren en diversas funciones del organismo, con actividades cardiotoxicas,
hemotoéxicas, miotéxicas, neurotdxicas y vasoactivas (Manjunatha y Evans, 1990).
Las serpientes y sus venenos han fascinado al hombre y han sido objeto de
estudio, purificandose cientos de toxinas proteicas que han servido como
herramienta para el entendimiento de eventos moleculares en la fisiologia normal.
Gracias a las acciones bioquimicas y metabdlicas de sus componentes, se han
elucidado mecanismos basicos del sistema nervioso, de procesos en membrana
celular, de degranulacion de células productoras de autacoides, de procesos de
coagulacion e identificacion de receptores nerviosos (Manjunatha y Evans, 1990;
Apellanis, 1980).

De los venenos de serpiente, los pertenecientes a las subfamilias Crotalinae y
Viperinae, de la familia Viperidae, son de importancia, ya que actian como
inductores de la aglutinacion de plaquetas, a travées de una glicoproteina
denominada hemoaglutinina 6 lectina, caracterizada por poseer sitios de unién a
receptores de azucar de la membrana celular y, mediante este mecanismo
traspasan dicha membrana. Estas lectinas han sido aisladas del veneno de
serpiente de los géneros Agkistrodon y Crotalus (Ogilvie y Gartner, 1984; Gartner
y Ogilvie, 1984). La finalidad del presente estudio es el aprovechar esta capacidad
de union de la lectina hacia los receptores de acido sialico de la membrana
celular, con la intencidn de bloquear la adherencia celular del virus de
Parainfluenza-3 bovino (VPIB-3), o en su defecto, aprovechar la capacidad de
union de la lectina hacia las glicoproteinas que emergen de la cubierta lipidica
viral, creando un efecto de inhibicion viral.

Para el control de la enfermedad producida por el VPIB-3 sdlo existe la
vacunacion. Sin embargo, por las similitudes en las estructuras y los mecanismos
de accidon entre los virus de VPIB-3 e Influenza A, es factible que pueda
controlarse al VPIB-3 mediante drogas antivirales. Para la quimioprofilaxis del
virus de la Influenza A en humanos, existen varios farmacos como la amantadina,



rimantadina y zanamivir, que actian interfiriendo el ciclo de replicacion viral. Las
dos primeras bloquean los cambios en el pH que requiere el virion para verter su
contenido en el citosol; mientras que Ila tercera actua bloqueando a la
neuraminidasa (Graeme et al/., 1999). El VPIB-3, al igual que el virus de Influenza
A, posee en su cubierta las glicoproteinas (en este caso unidas)
hemoaglutinina/neuraminidasa; la primera de ellas interviene en el mecanismo de
adherencia viral a la membrana celular, mientras que la funcion de la segunda es
favorecer la excrecion de las particulas virales de la célula infectada (Scheid y
Choppin, 1974; Portner, 1981; Murphy et a/, 1999). Basandose en la biologia viral
y en la similitud de las propiedades bioldgicas de las glicoproteinas presentes en
los Orthomyxovirus (Influenza A), los Paramyxovirus (VPIB-3) (Lamb y
Kolakofsky, 1996), asi como en la afinidad de las lectinas por los carbohidratos
presentes en los receptores celulares y hemoaglutininas virales, se consideré
factible la evaluacion de la lectina como un agente bloqueador de los receptores
que permiten la adherencia viral y/o como un agente con actividad antiviral.



ANTECEDENTES
Venenos crotalidos

De las 2,500 a 2,700 especies de serpientes, solo alrededor de 350 son
venenosas. Estas ultimas estan confinadas en 4 familias: Colubridae, Elapidae,
Atractaspididae y Viperidae. Existe una quinta familia, denominada Hydrophidae,
la cual, para algunos taxonomistas, se incluye dentro de la familia Elapidae
(Greene, 1997; Apellanis, 1980; Serpientes Venenosas de Costa Rica, 2001). En
Meéxico se conocen unas 579 especies y subespecies, de las cuales solo el 21%
poseen venenos capaces de causar dafios serios al hombre. Las serpientes
venenosas de nuestro pais pertenecen a dos familias: la Elapidae y la Viperidae
(Sigala y Vazquez, 1996).

Dentro de la familia Viperidae se encuentran las subfamilias Viperinae y
Crotalinae, cubriendo 30 géneros y 230 especies de viboras y viboras de foseta,
entre las que se encuentran los géneros. Agkistrodon, Atropoides, Bothrops,
Bothriechis, Crotalus, Lachesis, Porthidium y Cerrophidion (Greene, 1997,
Serpientes Venenosas de Costa Rica, 2001). Las serpientes de estas familias
tienen importancia desde dos diferentes puntos de vista: el primero, por ser las
que ocasionan la mayoria de los envenenamientos ofidicos, y en segundo término,
por poseer polipéptidos y proteinas farmacolégicamente activas (Manjunatha y
Evans, 1990).

En el envenenamiento ofidico, los efectos clinicos varian de acuerdo a ias
propiedades de los venenos de cada especie. Tenemos por ejemplo, las toxinas
de Vipera russellii que causan la muerte por insuficiencia circulatoria aguda, con
hipotension e incremento de la permeabilidad vascular, producida por la liberacion
de autacoides y paralisis de los capilares. Posteriormente, los autacoides
favorecen las acciones toxicas de otros componentes del veneno (Apellanis,
1980). Los Crotalus scutulatus, poseen entre otros componentes, hemotoxinas y
potentes neurotoxinas, siendo estas ultimas las que causan la muerte por
insuficiencia respiratoria (Sigala y Vazquez, 1996). Mientras que, las hemotoxinas
de Agkistrodon contortix y Agkistrodon piscivorus son dramaticas pero no fatales,
al causar edema masivo, dolor y extravasacion sanguinea; solo que Agkistrodon

4



piscivorus causa dafio en los tejidos y alteraciones en la sangre, de forma un poco
similar al efecto de Crotalus (Moccasins, 2001).

Los efectos farmacolégicos mas estudiados de las proteinas y polipéptidos
contenidos en los venenos, estan enfocados en: a) Las cardiotoxinas /citotoxinas,
que se unen a receptores de la membrana de los gldbulos rojos y células del
corazon; b) Las hemotoxinas, mismas que pueden ser inhibidores de proteasas,
activadores del factor X y activadores de proteina C, que causan efectos
anticoagulantes e hipotension; c) Las desintegrinas, que tienen un efecto
anticoagulante al unirse a receptores GPIlIb/llla de las plaquetas; d) Las proteasas,
con una gran variedad de acciones, entre ellas la conversion del fibrinbgeno en
fibrina; e) La fosfolipasa A, de actividad hemorragica (Manjunatha y Evans, 1990;
Untitled Document, 2001) y; f) La crotamina (de los crotalidos) & el factor litico
directo (de los elapidos), que es un polipéptido con un residuo N-terminal polar,
con una alta densidad de carga, que le permite unirse a los grupos cationicos de
los extremos polares de la membrana, tendiendo a estabilizar las cargas, y por io
tanto, disminuyendo las fuerzas idnicas que unen dichos extremos. Lo anterior
permite que los extremos no polares (lipofilicos) de los polipéptidos penetren en la
membrana, formada por cadenas hidrocarbonadas (lipidicas), unidas por débiles
fuerzas hidrofobicas. De tal forma que separan laxamente las moléculas del
estrato externo, facilitando asi la unién de la fosfolipasa A (factor litico indirecto) a
su principal sustrato, la lecitina, hidrolizandola a lisolecitina, la cual funciona como
un detergente, aumentando de esta manera la actividad citolitica, al producir una
reaccion en cadena (Apellanis, 1980).

Las toxinas contenidas en los venenos de serpiente, también han sido
usadas terapéuticamente, el ejemplo mas conocido es el inhibidor de la enzima
transformadora de la angiotensina (ACE), aislado del veneno de B8othrops
Jjaracusa. Esta enzima es la responsable de transformar el precursor inactivo, en la
hormona angiotensina localmente activa, la cual causa la constriccion de los vasos
sanguineos y de este forma promueve la presion sanguinea. Mediante el bloqueo
farmacolégico de la actividad de estas enzimas, la presion sanguinea se reduce y
los agentes que poseen esta actividad son usados comunmente para el



tratamiento de la presion sanguinea (captopril). También, se ha demostrado que
estos inhibidores tienen l|la habilidad de prolongar la accién de la hormona
bradikinina, la cual dilata los vasos sanguineos, al bloquear a la enzima que
inactiva a la bradikinina (Cushman et al/., 1980). Ademas, se han aislado de
muchos venenos de serpiente, varias proteinas de bajo peso molecular, entre los
5 000 y 9 000 Da, con actividad inhibitoria de la agregacion de plaquetas y la
coagulacion sanguinea. Estas proteinas actuan como potentes antagonistas de los
receptores de la glicoproteina lIb/llla, de la superficie celular de las plaquetas.
Mediante su union a estos receptores, evitan la interaccidon entre las plaquetas y el
fibrindégeno; y son usados terapéuticamente para el control de la coagulacion
anormal (Dennis, 1989; Gould, 1990).

Las toxinas de los venenos de serpientes, también han sido empleadas
para elucidar mecanismos fisiologicos basicos, como el de las dendrotoxinas; la
cuales son homologas a ciertos inhibidores de proteasas y tienen habilidad para
aumentar la sefnalizacion quimica entre las células nerviosas y musculares,
elevando la liberacion de neurotransmisores, al bloquear ciertos canales idnicos
neuronales de potasio (Harvey y Anderson, 1991). Se especula, que el bloqueo
selectivo de los canales de potasio, podria elevar la actividad de las céluias
nerviosas dafadas y aliviaria algunos desordenes degenerativos, tales como la
enfermedad de Alzheimer’s, o reducir la actividad eléctrica anormal del cerebro, y
ser usada como una droga anticonvulsionante para la epilepsia (Cook, 1990).

Otro de los aspectos mas estudiados, en torno a los componentes de los
venenos de serpientes, es el de las proteinas inductoras de la aglutinacién de
plaquetas. Algunas de elias, requieren de la presencia de receptores plasmaticos
como el fibrinbgeno y el factor de von Willebrand (VWF) para inducir la
aglutinacion, mientras otras (lectinas) actuan independientemente (Manjunatha y
Evans, 1990).

El botrocetin o coaglutinina de veneno, es un potente inductor de la
aglutinacion, y esta presente en varios venenos de serpientes, particularmente en
los del género Bothrops. Su accion depende de ila presencia de la proteina
plasmatica receptora vVWF. Primeramente, el botrocetin interactua con el receptor



vWF para formar un complejo, el cual es un agente aglutinante activo. Este
complejo después se une a los receptores GP Ib, los cuales actuan como puentes
para formar la aglutinacion. El botrocetin, vVWF y GP Ib, deben de estar presentes
para que la aglutinaciéon sea estable, lo cual indica la formaciéon de un complejo
ternario; sin embargo, los detalles de esta interacciéon aun no son claros (Read et
al., 1989).

tas lectinas, también son potentes inductores de la aglutinacion y ninguna
de ellas requiere de factores plasmaticos para actuar. Estas han sido identificadas
en varios venenos de crotalidos (lectinas dependientes de calcio y sensibles a
agentes reductores), elapidos (lectinas independientes de calcio e insensibles a
agentes reductores) y viperinos (con actividad hemoaglutinante débil) (Ogilvie y
Gartner, 1984); y han sido aisladas de los géneros y especies: Bothrops atrox,
Agkistrodon contortix contortix, Agkistrodon piscivorus leucostoma, Crotalus atrox,
Lachesia muta, Dendroaspis jamescnii y Agkistrodon rhodostoma (Gartner y
Ogilvie, 1984).

Basicamente, las lectinas han sido descubiertas en una gran cantidad de
plantas (Sharon y Lis, 1972), virus, microorganismos y vertebrados como la
anguila eléctrica, gallinas, monos y el hombre; siendo la trombolectina, la primera
lectina aislada de veneno de serpientes, del género Bothrops atrox (Gartner y
Stocker, 1980).

La mayoria de los estudios con lectinas de plantas se realizaron
inicialmente con extractos crudos, siendo la concanavalina A la primera lectina
aislada en forma cristalina. Debido a las propiedades biologicas y bioquimicas de
las lectinas de plantas, su uso se ha enfocado principalmente a su actividad
aglutinante, misma que ha sido ampliamente aprovechada para la determinacion
de grupos sanguineos humanos (Watkins, 1966); Se ha reportado que ciertas
lectinas poseen actividad mitogénica, estimulando la transformacion de los
linfocitos desde pequenas células en reposo en grandes células en division
mitética; Estudios recientes hacen referencia a la actividad de ciertas lectinas para
aglutinar preferentemente a células cancerigenas que han sido transformadas por
virus o productos guimicos oncogénicos, asi como por células transformadas



espontaneamente (Sharon y Lis, 1972); Mientras que otras publicaciones hacen
referencia a su toxicidad hacia los animales, lo que las ubica entre las plantas con
un pobre valor nutritivo (Jaffé, 1969).

Las lectinas animales, son consideradas proteinas no enzimaticas que
selectivamente se unen a estructuras especificas de carbohidratos, cuya funcidén
normal podria ser el decodificar la informacion encontrada en las estructuras de
carbohidratos. Los estudios estructurales clasifican a las lectinas animales en dos
grandes grupos,; las Tipo C (calcio-dependientes), que se localizan a nivel
extracelular y se relacionan estructuralmente con receptores de la clase de las
sialoglicoproteinas, y las tipo S (thiol-dependientes), que se localizan a nivel
extracelular e intracelular y se unen a las porciones de carbohidratos de los
componentes de membrana mas fuertemente unidos, como las glicoproteinas,
glicolipidos y proteoglicanos. Las estructuras mas estudiadas corresponden a las
lectinas hepaticas de pollo, raton y humanas, de las que se ha determinado su
completa secuencia de aminoacidos, consistente en polipéptidos que contienen
secuencias hidrofébicas de aproximadamente 25 aminoacidos precedidos por un
dominio citoplasmico NHax-terminal, mientras que los polipéptidos restantes
permanecen expuestos en la region no citoplasmica de la membrana. Son
oligoméricos y no se ha establecido el nimero de subunidades que forman la
molécula receptora. Sin embargo, mediante procesos de proteolisis parcial, se ha
definido que cada una de estas proteinas posee un dominio de reconocimiento de
carbohidratos COOH-terminal (Drickamer, 1988).

Las lectinas en general, son moléculas que tienen la capacidad de aglutinar
células y globulos rojos. Estas requieren de dos o mas sitios de union a azucares
para pasar a través de la membrana celular. La divalencia o polivalencia de las
lectinas permite que estas interactien con las mitades de azicar en la superficie
de células adyacentes, dando origen a la aglutinacion celular 6 de glébulos rojos
(Sharon y Lis, 1972). Se sabe muy poco sobre el sitio activo de la mayoria de las
lectinas, pero es posible que las lectinas interactuen con los carbohidratos que
poseen similitudes estructurales con su sitio activo. Debido a que las lectinas de
los crotalidos requieren de calcio para su actividad, los sitios de unién para el



calcio pueden constituir el punto de unién; lo anterior se ha indicado porque las
lectinas de los crotalidos pueden tener sitios de union similares, mas no idénticos
(Ogilvie y Gartner, 1984).

VIRUS DE LA PARAINFLUENZA-3

El VPIB-3 afecta a los bovinos y ovinos. E! virus se ha aislado del ganado
bovino, bufalo, caballo, mono y hombre. Experimentalmente, se ha logrado infectar
a hamsters y cerdos. A las cepas humanas, bovinas y ovinas se les relaciona muy
estrechamente (Howard y Francis, 1981). Sin embargo, es sabido que las cepas
del VPIB-3 humanas y bovinas son serologicamente distintas (Mohanty y Dutta,
1981).

La enfermedad en los bovinos y ovinos es marcada por fiebre, lagrimeo,
descarga nasal serosa, depresion, dificultad para respirar y tos. Las
complicaciones pueden desembocar en neumonia intersticial. Las infecciones no
severas cursan en 3-4 dias con una recuperacion completa. Sin embargo, en
situaciones de estrés, los animales llegan a desarrollar neumonia intersticial. En
estos casos, la infeccion sola o junto con otros agentes virales (adenovirus,
rinotraqueitis infecciosa bovina, virus sincitial respiratorio bovino) o bacterianos,
predispone a infecciones secundarias, principalmente con Mannheimia
haemolytica (Fiebre de embarque) (Murphy et a/., 1999).

El VPIB-3 pertenece al orden de los Mononegavirales, familia
Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae y género Respirovirus. Los viriones
son pleomorficos (tendientes a lo esférico o filamentoso) de 150 a 300 nm de
diametro. Son envueltos, cubiertos con peplomeros grandes (8 a 20 nm de
longitud), con una nucleocapside de simetria helicoidal en forma de hueso de
arenque, de 600 a 800 nm de longitud y 18 nm de diametro. El genoma consiste
de una cadena sencilla de RNA en sentido negativo, con 15 a 16 Kb. El genoma
del VPIB-3 tiene de 7 a 8 marcos de lectura abiertos que codifican de 10 a 12
proteinas, incluyendo la NP, P, M, F, Ly laHN (Murphy et a/., 1999).

Los peplomeros se componen de 2 glicoproteinas: la proteina de fusion (F)
y hemoaglutinina/neuraminidasa (HN). La proteina H/N es la que interviene en el



primero y en el ultimo paso de la infeccion, la hemoaglutinina se une a los
receptores de superficie celular, los cuales pueden ser glicoproteinas que
contienen acido siadlico o gangliésidos; mientras que la neuraminidasa, participa en
la segmentacion enzimatica de los residuos de acido sialico, para prevenir la
autoagregacion de las particulas virales durante la liberacion de las células
infectadas. La proteina F esta presente en el virion como un precursor inactivo,
que es activado por su segmentacion proteolitica mediante una proteasa celular
adecuada, lo que resulta esencial para la infectividad viral. Los paramixovirus se
replican en el citoplasma. Los viriones se adhieren a través de la proteina H/N a la
sialoglicoproteina celular o glicolipidos receptores. Posteriormente, la proteina F
media la fusidén de la cubierta viral con la membrana plasmatica, dentro de un pH
fisiologico. La nucleocapside liberada se mantiene intacta con sus tres proteinas
asociadas (N, P y L), las cuales son requeridas para la trascripciéon mediante la
RNA polimerasa RNA-dependiente (transcriptasa). El genoma se transcribe
progresivamente en 6 a 10 mRNA mediante la sintesis secuencial a partir de un
promotor. También se sintetiza la copia del genoma completo que sirve como
templete para la replicacion del RNA gendmico de sentido negativo (Lamb y
Kolakofsky 1996; Murphy et a/. 1999).

El término Parainfluenza se acufid porque algunos signos son similares a
los de la enfermedad producida por el virus de la Influenza, y porque la particula
viral tiene actividades de hemoagiutinina y neuraminidasa, similares a las del virus
de Influenza (Collins y Chanok, 1996). Las glicoproteinas de superficie le confieren
al virion actividades biologicas; tenemos como ejemplo, que |la proteina H/N media
la adsorcion de eritrocitos (hemoadsorcion), la aglutinacion de eritrocitos en
suspension (hemoaglutinacion), y la particion del acido sialico (a través de la
neuraminidasa); mientras que la proteina F, media la lisis de los eritrocitos
adsorbidos (Choppin y Scheid, 1980).

Para el control del VPIB-3 se cuenta con vacunas elaboradas con virus
atenuados de aplicacion intranasal o parenteral, que inducen la produccion de
anticuerpos IgA. Para maximizar su efectividad, las vacunas deben de inducir la
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produccion de anticuerpos contra las proteinas de cubierta H/N, asi como contra la
proteina F (Lamb y Kolakofsky, 1996).

ANTIVIRALES

No existen drogas antivirales contra el VPIB-3. Sin embargo, es bien sabido
que para el control del virus de la Influenza A humana (virus con actividad muy
similar), se recurre frecuentemente a la quimioprofilaxis, reduciendo la severidad y
duracion de los signos, con la administracion de la droga dentro de las primeras 48
horas de la enfermedad (Centers for Disease Control and Prevention, 1997). Los
agentes antivirales mas empleados son la amantadina (symadine) y la rimantadina
(flumadine), los cuales interfieren en el ciclo de la replicacion viral, bloqueando los
cambios en el pH que requiere el virion para verter su contenido en el citosol
(Graeme et al., 1999). Ambas, en algunos casos pueden crear reacciones
adversas en el sistema nervioso central, como nerviosismo, dificultad en la
concentracion, ansiedad y dolor de cabeza (Graeme et al., 1999; Oates y Wood,
1996), u otros efectos adversos mas comunes como nauseas, anorexia,
constipacion, boca seca, edema y retencion de orina (Dolin, 1992). En casos
aislados pueden ocurrir efectos adversos serios como alucinaciones y delirio,
debido a la toma de dosis altas en pacientes de mayor edad y los que padecen de
insuficiencia renal o psicosis (Oates y Wood, 1996). Otro antiviral es el zanamivir,
quien actua bloqueando la actividad de algunas moléculas involucradas en el ciclo
reproductivo del virus. El mecanismo de accion de esta droga se basa en inhibir la
actividad de la neuraminidasa, la cual normalmente interviene en el recorte del
acido sialico de los viriones recién formados. La droga al bloquear el sitio activo de
la neuraminidasa, interrumpe el recorte del acido sidlico y consecuentemente
inhibe la liberacion y difusion de los viriones (Graeme et al.,, 1999).
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JUSTIFICACION

Los virus de Influenza A y VPIB-3 manifiestan varias similitudes y
diferencias. Por un lado esta la semejanza en los signos de la enfermedad, y
ambos poseen espiculas de hemoaglutinina y neuraminidasa que ejercen la
misma actividad. Debido a ello, frecuentemente se ha extrapolado la informacion
relacionada con las actividades y procesos de las glicoproteinas, inmunidad y
patogénesis viral de los virus de Influenza con los del virus de Parainfluenza. Por
otro lado, difieren en que el genoma del virus de Influenza se transcribe y replica
en el nicleo y es segmentado, mientras que el genoma de Parainfluenza, es una
cadena sencilla que se replica en el citoplasma (Collins y Chanok, 1996).

El control del VPIB-3 hasta la fecha esta basicamente concentrado en la
inmunoprofilaxis. Sin embargo, éste podria ser ampliado a ta quimioprofilaxis. De
las drogas antivirales probadas para el control de Influenza A, el zanamivir parece
ser el que ejecuta su accion, sin causar trastornos severos (o al menos, no se han
publicado), al interrumpir el ciclo de replicacion viral inhibiendo la liberacion de los
viriones recién formados (mecanismo de excrecion viral).

Retomando la analogia de evadir la infeccidon por interrupcion del ciclo de
replicacidn, en el presente trabajo se pretende evitar la infeccion bloqueando los
mecanismos de entrada viral, ya sea por bloqueo o taponamiento de los
receptores acido sialico de las células huésped, o por bloqueo o taponamiento de
las hemoaglutininas presentes en la bicapa lipidica del VPIB-3.

Dadas las similitudes funcionales de las moléculas de hemoagilutinina de los
virus de Influenza A y VPIB-3, es un hecho que éstas son reconocidas por los
receptores acido sialico de las células huésped. Asi mismo, consideramos que
podria darse como un hecho, que las hemoaglutininas (lectinas) presentes en los
venenos de los crotalidos, podrian ser reconocidas por los receptores acido sialico
y, si es que éstas son administradas con anticipacion o al inicio de la entrada viral,
podrian bloquear o competir por los receptores celulares y de esta forma disminuir
o evitar la infeccion.

Por otra parte, también podria ser factible el evitar la infeccion viral, al
bloquear o inhibir a las hemoaglutininas virales a través de las hemoaglutininas
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(lectinas) presentes en los venenos de los crotalidos, dada su afinidad por los
residuos de carbohidratos (azticares) presentes en el sitio de union de la espicula
de la hemoaglutinina viral. Existen antecedentes de que las lectinas se han
empleado para la identificacion de residuos de carbohidratos (azucares) que estan
involucrados en el proceso de interaccidn de algunos virus (Concavalina A)
(Sharon y Lis, 1972; Reyes-Leyva et al., 1997).
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HIPOTESIS
La inhibicion viral o el bloqueo de la infeccion del VPIB-3 en sus celulas

hospedadoras, podria lograrse mediante la dutilizacion de la fraccion
hemoaglutinante (lectina) del veneno de los crotalidos, debido a que éstas
moléculas presentan una gran afinidad por los carbohidratos, con lo cual, podrian
cubrir al virus o tapar los sitios celulares a los que el virus requiere unirse, para

tener éxito en la infeccion.

14



OBJETIVOS
General

Demostrar que las fracciones del veneno crotalido, con propiedades de
lectina hemoaglutinante, pueden impedir la adherencia del VPIB-3 a la célula
huésped y/o bloquear a la hemoagiutinina viral, mediante su previa unién a los
grupos carboxilo presentes en ella.

Particulares

- Seleccionar de entre los venenos crotalidos, los de mayor actividad
hemoaglutinante

- Determinar el grado de dano celular “in vivo” e “in vitro” de los venenos
seleccionados.

- Aislar la proteina con actividad de lectina hemoaglutinante de los mismos.

- Determinar el grado de dano celular “in vivo” e “in vitro” de la lectina aislada.

- Determinar “in vitro”, la capacidad de la lectina para bloquear la adherencia
del VPIB-3 hacia los receptores celulares.
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MATERIAL Y METODOS
1.- Seleccién de Venenos.

De acuerdo con la literatura consultada, de entre los venenos de crotalidos
con mayor capacidad hemoagiutinante se seleccioné a los producidos por las
serpientes Crotalus scutulatus, Agkistrodon piscivorus y Agkistrodon contortix
(Ogilvie y Gartner, 1984). Como control, se empled el veneno de un saurio del
género Heloderma (Monstruo de Gila), de escasa o nula actividad
hemoaglutinante (todos los venenos fueron adquiridos en el Herpetario de
Tepoztian, Edo. de Morelos).

Se implementod la técnica de hemoaglutinacion de acuerdo a la metodologia
descrita por Ogilvie y Gartner, (1984); Gartner et a/.,, (1980). Los venenos se
reconstituyeron en la proporcion de 6.25 mg/ml, con solucion reguladora de
Tyrodes (Anexo 1). Utilizando microplacas de poliestireno de fondo en “V" marca
Nunc, con 12 lineas de 8 pozos, se depositaron 50 ul de solucién salina como
medio de dilucion (Anexo 1). En el primer pozo de cada linea se adicionaron 50 ul
del veneno reconstituido, realizando diluciones dobles desde 1:2 hasta 1:256.
Finalimente, se agregaron en todos los pozos 50 ul de glébulos rojos de conejo al
2.5%, previamente colectados en tubos “vacutainer’ con EDTA o heparina como
anticoagulante y lavados por 3 ocasiones por centrifugacion a 1,000 rpm, con
solucion salina. Se incubaron las placas por 20 minutos a temperatura ambiental y
la lectura fue por apreciacion de la aglutinacion. El control negativo consistio en un
pozo con 50 pul de medio de dilucion y 50 nl de glébulos rojos al 2.5%. Las
unidades de aglutinacidn en la prueba, se definieron como el reciproco a la
dilucion final en que se manifestd la hemoagiutinacion. Por ejemplo, si la muestra
aglutina hasta el pozo en que la dilucion fue de 1:16, entonces la muestra
contendra 16 unidades hemoaglutinantes.
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2.- Determinacién del daio celular “in vivo™ de los venenos crotalidos.
2.1.- Determinacion de la dosis maxima no letal 50%.

Primeramente se determind la dosis maxima no letal 50% de los venenos
de serpiente Crotalus scutulatus, Agkistrodon piscivorus, Agkistrodon contortix y
del saurio Heloderma, por inoculacién de grupos de 2 conejos y/o 10 ratones (con
5 repeticiones), a las concentraciones de 0.5, 1.0, 1.25, 1.5, 1.75, 2.0, 3.0 y 40 mg
por cada 30 g de peso corporal; diluidos en solucidon salina estéril (Anexo 1). Los
animales fueron observados a intervalos de 24 horas a fin de constatar las
muertes ocasionadas (La Granje y Rusell, 1973).

2.2.- Inoculacion en ratones con dosis no letal.

Se inocularon ratones con la dosis umbral no letal de 1.75 mg/30 g de peso
corporal dada para el veneno de Crotalus scutulatus, en grupos de 2 individuos
con los venenos de Crotalus scutulatus, Agkistrodon piscivorus y Agkistrodon
contortix a nivel del musculo tibial. Como control se emplearon 2 ratones a los que
se administré solamente solucion salina estéril (con 5 repeticiones). Los animales
se sacrificaron a los tiempos de 30 minutos, 1, 3, 6 y 24 horas posteriores a la
inoculacion (Helater, 2000). Se observo si existia dafio a nivel macroscopico y se
extrajo el musculo tibial para realizar el estudio histopatologico.

2.3.- Estudio histopatolégico.

El estudio histopatologico se hizo a partir de cortes de 3 mm del musculo
tibial, tefiidos bajo la técnica de Hematoxilina-Eosina (Anexo 1), de acuerdo a la
metodologia de inclusion en parafina de 20 horas, descrita por Valero y Morales
(1988). Las inclusiones en las células de las fibras musculares se observaron
posteriormente, con la ayuda de un microscopio 6ptico, con ocular 10 X y objetivo
20 X.

3.- Determinacion del dafio celular “in vitro’” de los venenos crotalidos.

El dano celular se determind de acuerdo con la metodologia de reducciéon
de placas, empleada para la titulacion viral (Jenney et al.,, 1978). Se desarrollaron
cultivos celulares de ia linea MDBK “Madin Darby Bovine Kidney” hasta obtener el
100% de confluencia, en microplacas de poliestireno, estériles y fondo plano de 96

17



pozos, marca Nunc. De los venenos de Crotalus scutulatus, Agkistrodon
piscivorus, Agkistrodon contortix y Heloderma a una concentracion inicial de 6.25
mg/ml de solucion salina (Anexo 1), se realizaron diluciones para lograr
concentraciones de 3.125, 1.562, 0.781, 0.390, 0.195, 0.097, 0.048, 0.024, 0.012,
0.006, 0.003 y 0.0015 mg/ml, empleando como diluyente medio de cultivo MEM
estéril (Anexo 1). Se utilizé una placa para cada uno de los venenos, inoculando
50 ul por pozo, los 8 pozos de cada linea, con las diferentes concentraciones del
veneno. Como contro! positivo, en otra placa se inoculd una linea, con 50 ul por
pozo de cada uno de los venenos a la concentracion inicial. Como control
negativo, se deposité medio de cultivo MEM estéril. La incubacion fue por 24 horas
a 37° y la lectura se realizé en un microscopio invertido marca Zeizz, con objetivo
10X y ocular 8X, por apreciacion de la dilucion a la cual los monoestratos celulares
permanecieran 100% confluentes.

4.- Aislamiento de la fraccion con actividad hemoaglutinante del veneno
crotalido.
4.1.- Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

De acuerdo a la previa observacion de la capacidad toxica o litica en
condiciones “in vivo” e “in vitro”, asi como de las propiedades hemoaglutinantes de
los venenos crotalidos, se seleccionod el producido por Agkistrodon piscivorus para
el aislamiento de la fraccion proteica con actividad hemoaglutinante. Para ello, se
empled el proceso de cromatografia liquida de alto rendimiento, en fase reversa
(HPLC-RP) (VYDAC, 19385; Mancin et a/.,, 1998). En el equipo de cromatografia
marca Beckman, se montd una columna de gel de silice Cis (51, 4.6 X 2.50 mm) y
un inyector de 50 upl. El veneno se diluyd a una proporciéon de 10 mg/ml de agua
grado HPLC y se paso por filtracion en una membrana Millipore de nylon de 0.22
nm de porosidad. Para la solubilizacion y separacion de los polipéptidos, se
empled acido trifluoroacético al 0.1% (Sigma) (solvente A) (Anexo1). Y como
modificador organico para el desprendimiento de los polipéptidos de la superficie
hidrofilica y su solubilizacion, se empled acetonitrilo (Sigma) (solvente B) (Anexo
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1), ambos fueron previamente desgasificados por una fuente de vacio y agitacion,
con filtro Millipore tipo Durapore GV de 0.22 um. El gradiente de elusion fue a una
proporcion inicial de 30% del solvente B sobre el solvente A, hasta alcanzar un
100% del solvente B, a un tiempo de 10 minutos, con un rango de fiujo de
1mli/minuto. El veneno se inyecto en la columna en dosis de 50 ul y la absorbancia
fue medida a una longitud de onda de 280 nm.

4.2.- Evaluacion de la actividad biolégica de la fraccion aislada.

Se colectaron las proteinas y polipéptidos correspondientes a cada uno de
los picos manifestados en el analisis cromatografico. Se concentraron por
liofilizacion (Manual de congelacion en seco HETOSICC). Posteriormente, se
resuspendieron en un volumen de 50 ul de solucidon salina (Anexo 1). Para la
identificacion de la fraccion, cada proteina o polipéptido aislado fue evaluado en su
actividad biolégica mediante la prueba de hemoagiutinacion descrita por Ogilvie y
Gartner, (1984); Gartner et al., (1980).

5.- Determinacion del dafo celular “in vivo” producido por la fraccion
aislada.

La fraccion aislada se diluyd a una concentracion de 4.25 ug por cada 0.2
ml de solucion salina (Anexo 1). Se inocularon 2 ratones en dosis de 0.2 m! a nivel
del musculo tibial. Como control negativo, se inyectd a un ratén con soluciéon salina
en la misma dosis. Como control positivo, se inoculd un ratén en dosis de 1.75 mg
por cada 30 g de peso corporal, con veneno completo de A. piscivorus (Helater,
2000). Se sacrificaron una hora después y se observo la presencia de lesiones
macroscopicas (con 5 repeticiones). Posteriormente, se extrajo el musculo tibial
para el estudio histopatoldgico, de acuerdo a la metodologia de inclusidon en
parafina de 20 horas, descrita por Valero y Morales (1988).
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6.~ Determinacion del dano celular “in vitro” producido por la fraccién
aislada.

Se determind la sensibilidad celular hacia la fraccién hemoaglutinante de A
piscivorus mediante un proceso colorimétrico, basado en la reduccion del
tetrazolium (MTT) (3-[4, 5-Dimethyl-thiazol-2-Yl1]-2, S5-diphenyltetrazolium bromide),
en un producto azul formazan por la dehidrogenasa mitocondrial de las células
viables, de acuerdo a la metodologia descrita por Hayes et al., (1994); Martikainen
et al., (1993).

Se realizaron diluciones de la fraccion para obtener concentraciones de 8.5,
4.25, 2.125, 1.062, 0.531, 0.265, 0.132 y 0.066 ug/ml en solucion salina estéril
(Anexo 1). Se desarrollaron cultivos celulares MDBK hasta el 100% de confluencia
en 24 horas, en una microplaca marca Nunc de 96 pozos de fondo plano. Se
depositaron 50 ul de cada una de las diferentes concentraciones de la fraccion en
los 8 pozos de cada linea, dejando una como control, con sélo medio de cultivo
MEM (Anexo 1), incubandose a 37° por 24 horas. A cada uno de los pozos se les
adicionaron 20 ul de MTT diluido en PBS (Anexo 1) y se incubd a 37° por 4 horas.
Posteriormente, la placa se solubilizo empleando 50 ul por pozo de SDS (Dodecil
Sulfato de Sodio) al 15% (Anexo 1), con incubacidn por toda la noche a
temperatura ambiental en la oscuridad. La absorbancia fue medida a una longitud
de onda de 492 nm en un lector de ELISA (BDSL, immunoskan Plus) y los
resultados se interpretaron estadisticamente mediante analisis de variancia
(Wayne, 1989).

7.- Determinacion del efecto “in vitro “ del Virus de la Parainfluenza-3.
7.1.- Viabilidad celular.

Siguiendo la metodologia de tincion con MTT descrita precedentemente, se
determind la viabilidad celular después de la inoculacion con el VPIB-3,'donado
amablemente por el Dr. Alvaro Aguilar, UIM del IMSS. Para ello se realizaron
diluciones decimales del VPIB-3 de 10" a 10 en medio de cultivo MEM (Anexo
1). Monoestratos celulares MDBK 100% confluentes, desarrollados en 24 horas en
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placas planas Nunc de 96 pozos, se inocularon con SO ul por pozo/por linea, con
cada una de las diluciones virales. Como control negativo, en una linea se
depositd solo medio de cultivo MEM estéril. La incubacion fue por 48 horas a 37°.
La interpretacion fue por analisis de variancia (Wayne, 1989).
7.2.- Titulacién.

De acuerdo a la metodologia de titulacion por reduccion de placas (Jenney
et al., 1978), en microplacas Nunc de 96 pozos con cultivos MDBK 100%
confluentes, se depositaron 50 ul/pozol/linea, con cada una de las diluciones
decimales del virus de VPIB-3 de 10! a 108, |a incubacion fue por 48 horas a 37°,
la lectura fue por apreciacion del efecto citopatico en un microscopio invertido
marca Zeizz con objetivo 10X y ocular 8X, y la determinacion del titulo viral por la
técnica de Reed and Muench (OMS, 1975) (con 5 repeticiones).

8.- Determinacion “in vitro” de la capacidad de la fracciéon hemoaglutinante
para bloquear la adherencia del virus de la Parainfluenza-3.

Una vez estandarizado el darfno celular causado tanto por la fraccion aislada
como por el VPIB-3, se realizaron las pruebas de bloqueo de la adherencia viral.
Nuevamente se determinod la viabilidad celular por tincion con MTT de acuerdo a la
metodologia descrita precedentemente. Para ello, los monoestratos celulares
MDBK desarrollados en 8 lineas de una microplaca Nunc de 896 pozos, se
inocularon con 50 ul de la fraccion hemoaglutinante en concentracion de 1.062
ug/mi. Una hora después, se inocularon 2 lineas con 50 ul/pozo, con cada una de
las diluciones desde 102 a 10° del VPIB-3. Se emplearon 2 lineas como control
negativo, en las que se deposité sélo medio de cultivo MEM (Anexo1); 1 linea
como control positivo del VPIB-3 a la dilucion 102, y 1 linea como control positivo
de la fraccidon hemoaglutinante en concentracion de 4.25 ug/ml. Se incubaron por
48 horas a 37°. La interpretacion fue por analisis de variancia (Wayne, 1989).
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9.- Determinacién “in vitro’” de la capacidad de la fraccién hemoaglutinante
del veneno crotalido para unirse a las proteinas del virus de la Parainfluenza-
3 y evitar la infeccidn viral.

9.1.- Microscopia electréonica.

Se procedioé de acuerdo a la metodologia de preparacion de muestras para
microscopia electronica descrita por Dawes (1973). Dos miililitros de suspension
del VPIB-3 con un titulo viral de 10°° DICCsos (dosis infectantes en cultivos
celulares so4) fueron clarificados por centrifugacion a 1000 rpm por 10 minutos. El
sobrenadante se pasoé por filtracion con membrana de nitrocelulosa WMillipore de
0.45 um de porosidad. La suspension viral se dividido en dos partes iguales, la
primera se prepard para microscopia electronica y se empleo para la
diferenciacion optica de la estructura del VPIB-3 y la segunda se mezclé en
proporcion 1:1 con la fraccion hemoaglutinante previamente diluida a una
concentracion de 1.062 ug/ml. La mezcla se incubd durante 1 hora a 37°. El
VPIB-3 y la mezcla VPIB-3/fraccion hemoaglutinante se centrifugaron a 13,000
rem, por 30 minutos, en centrifuga refrigerada. Los botones obtenidos se
prepararon para la apreciacion de las particulas virales por microscopia
electronica. Para ello, fueron fijados con glutaraldehido al 10% (Anexo 1) y para la
tincion negativa se empled el acido fosfotungstico al 2% (Anexo 1). La observacion
al microscopio electrénico de transmision marca Jeol, fue a 25 000 aumentos
(25 000 X).

9.2.- Determinaciéon de la actividad viral posterior a la incubacién con Ila
fraccién hemoaglutinante.

Por otra parte, el fluido cosechado tras la uitima centrifugacion de la mezcla
VPIB-3/fraccion hemoaglutinante, fue evaluado en cuanto a su capacidad de
conservar la actividad viral. Para ello, se realizo la titulacion mediante la técnica de
reduccion de placas descrita por Jenney et al., (1978). Se realizaron diluciones
decimales del fluido VPIB-3/fraccion hemoaglutinante desde 107’ a 10% Se
desarrollaron cultivos celulares MDBK en microplaca Nunc de 96 pozos hasta el
100% de confluencia. Ocho pozos fueron inoculados con 50 ul de cada dilucidon de
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la mezcla VPIB-3/fraccion hemoagiutinante. Como control negativo, se dejaron dos
lineas de pozos con medio de cultivo MEM (Anexo 1). Como control positivo, una
linea de pozos se inoculdé con el VPIB-3 en dilucién 102 y una linea con la fraccion
hemoaglutinante en concentracion de 2.125 ug/ml. La placa se incubo a 37° por
48 horas. La lectura fue por apreciacion del efecto citopatico en un microscopio
invertido marca Zeizz con objetivo 10X y ocular 8X, y la determinacion del titulo
viral por la técnica de Reed and Muench (OMS, 1975).

10.- Comprobacion del reconocimiento de las proteinas virales y la fraccion
hemoaglutinante crotalida por sueros anticrotalidos.

Con la finalidad de determinar si las fracciones crotalidas y las proteinas del
VPIB-3, poseian cierta afinidad o identidad, se planteé una forma de
reconocimiento de ambas, a través de anticuerpos especificos dirigidos contra el
veneno crotalido, para lo cual se obtuvo un suero policlonal hiperinmune.
Posteriormente, se recurrio al proceso de separacion electroforética vy
electrotransferencia de las proteinas estructurales del VPIB-3, de las proteinas y
polipéptidos del veneno, asi como de la fraccion hemoaglutinante aislada, para ser
sometidas a pruebas de “western blot” e identificar la fraccion viral y/o crotalida en
la que ocurrid la union o reconocimiento de los anticuerpos anticrotalidos. Bajo
este mismo procedimiento, se determind la pureza de la cepa del VPIB-3, para lo
cual previamente se realizdé la extraccion de membrana celular de la linea MDBK
en que fue replicado el virus, con objeto de descartar a través del “western blot”, ia
posible unién de los anticuerpos anticrotalidos hacia receptores acido sialico
celulares.

10.1.- Obtenciéon del suero hiperinmune.

Con la dosis de 1.75 mg por cada 30 g de peso corporal de los venenos de
A. piscivorus y A. contortix, diluidos en 0.5 ml de solucion salina estéril y
adicionados en una proporcion 1:1 con adyuvante completo de Freud, se
inocularon grupos de 2 conejos para la obtencion del suero hiperinmune. Se inicidé
con la aplicacion de 2 estimulos a intervalos de 7 dias, seguido de un tercero con
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incremento de la dosis a 2.0 mg a intervalo de 7 dias y dos ultimos en dosis de 4.0
mg por cada 30 g de peso corporal, a intervalos de 14 dias. Se colectaron sueros
a partir del segundo estimulo y hasta los 28 dias después de la uditima aplicacion,
mezclando los sueros homologos.

10.2.- Determinacién del nivel de anticuerpos mediante la prueba de
inhibicion de la hemoaglutinacién.

Se determinaron los niveles de anticuerpos alcanzados, por la técnica de
inhibicion de la hemoaglutinacion en placa, de acuerdo con la metodologia
descrita por Barret e Inglis (1991). Los venenos de A piscivorus y A contortix se
reconstituyeron en la proporcion de 6.25 mg/ml con soluciédn reguladora de
Tyrodes (Anexo 1). En microplacas Nunc de fondo en V" (12 lineas de 8 pozos)
se depositaron 50 pl de solucion salina como medio de dilucion (Anexo 1). En el
primer pozo de cada linea se adicionaron 50 ul de suero anti-A piscivorus ylo anti-
A contortix, realizando diluciones dobles desde 1:2 hasta 1:256. En los pozos
correspondientes, se adicionaron 50 ul de los venenos homdlogos reconstituidos.
Finalmente, en todos los pozos se depositaron 50 ul de gldbulos rojos de conejo al
2.5%.

Para determinar la identidad entre las fracciones hemoagiutinantes de
ambos venenos, se realizd el mismo procedimiento, permitiendo que reaccionaran
los sueros en pruebas cruzadas con los venenos, en forma homdloga y
heterdloga. Se incubaron las placas por 20 minutos a la temperatura del medio
ambiente y la lectura fue hecha por apreciacion de la inhibicion de Ila
hemoaglutinacién. El control negativo consistio en un pozo con 50 ul del medio de
dilucion y 50 ul de glébulos rojos al 2.5%. El contro! positivo consistié en 50 ul de!l
medio de dilucién, SO ul de veneno A piscivorus y/o A contortix, reconstituidos a la
proporcion de 6.25 mg/ml con solucion reguladora de Tyrodes y 50 ul de glébulos
rojos de conejo al 2.5%.

10.3.- Extraccion de la membrana celular.

De acuerdo a la metodologia descrita por Schwimmbeck et a/, (1990), se

desarrollaron monoestratos celulares MDBK hasta el 100% de confluencia en 24
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horas. Los cultivos se lavaron con PBS (Anexo 1), se desprendieron por raspado,
se disgregaron pasandolos a través de una jeringa y se resuspendieron en PBS
estéril a una concentracion celular de 1 X 10%/ml. El paquete celular se clarificé por
3 ocasiones mediante el cambio del PBS y centrifugacion a 1,000 rpm por 10
minutos. El rompimiento celular fue por 9 ciclos de 15 segundos de sonicacion con
15 segundos de descanso, en un sonicador marca Ultrasonic Processor, a una
frecuencia de 15 micrones de amplitud. Para la coleccion de la membrana celular
la suspension se sometié a ultracentrifugacion a 10 000 X g, por 1 hora, en
centrifuga refrigerada, desechando el sobrenadante con los detritos celulares,
mientras que el boton (membrana celular) se resuspendid en PBS y almacené en
congelacidéon a —70° hasta su uso.

10.4.- Concentracion de virus de la Parainfluenza-3.

En monoestratos celulares MDBK 100% confluentes, se replicé el VPIB-3
con titulo viral de 1057 DICCso%. Se incubd a 37° por 48 horas, tiempo en el que se
presentd el efecto citopatico. La liberacion viral fue por congelaciéon a —70° y
descongelacion por 3 ocasiones y se clarificé de detritos celulares por
centrifugacion a 1,000 rpm. La suspension viral se concentré por
ultracentrifugacion a 10 000 X g, por 1 hora, en centrifuga refrigerada. El boton se
resuspendio en solucion salina estéril y se congelé a — 70° hasta su uso.

10.5.- Electroforesis y electrotransferencia.

Se empled el proceso de electroforesis de proteinas estructurales en gel de
poliacrilamida, para la tincion y determinacion de los pesos moleculares de los
componentes protéicos del veneno A piscivorus e identificacion de la fraccion
hemoaglutinante aislada, y otro para la electrotransferencia y las pruebas de
“western blot”. Para ello, el veneno fue diluido a una concentraciéon de 1.56 mg
contenidos en 10 ul de "solucion de muestra”; la fraccion hemoaglutinante a una
concentraciéon de 4.25 y 2.125 ug/ml; los extractos de membrana celular en
diluciones de 1:8 y 1:16; y la suspension del VPIB-3 en diluciones de 1:4, 1.8 y
1:16, contenidos en 10 ul de “solucion de muestra” (Anexo 1) y desnaturalizadas
por ebullicion durante 5 minutos. El gel separador se elaboré al 12% y el



introductor al 3% (Anexo 1). Se empleéd como control un marcador de pesos
moleculares BIO-RAD de amplio rango, que va desde los 201 a los 6.600 kDa. EI
corrimiento se realizé a 15 mA por 10 minutos y a 50 mA por 45 minutos con la
“solucion de corrimiento” (Anexo 1). La tincion de uno de los geles fue con azul de
Coomassie al 1% por 1 hora y la decoloracion con acido acético al 5% por 24
horas (Manual de Practicas de Laboratorio de Virologia, 1989; BIO-RAD,
“Instruction manual”’; Schwimmbeck et al/., 1990). Los pesos moleculares se
determinaron por regresion lineal, mediante un analizador de imagenes, con el
programa Cuantity One (BIO-RAD).

Para la electrotransferencia se empleé una membrana BIO-RAD de
nitrocelulosa de 0.2 um de porosidad. El sandwich elaborado con el pape! de
nitrocelulosa, el gel de acrilamida, papel filtro, esponja y rejillas negra (polo
negativo) y blanca (polo positivo), se corrié con la “solucidn de transferencia”
(Anexo 1) y un refrigerante a 100 V por 1 hora (Schwimmbeck et a/., 1990; BIO-
RAD, “Instruction manual”)

10.6.- Pruebas de “Western blot”.

Para evitar la union inespecifica, la membrana de nitrocelulosa se incubo
con solucion blogqueadora (Anexo 1) por toda la noche. El lavado de la membrana
fue por 6 ocasiones, en tiempos de 10 minutos, con la solucion de lavado (Anexo
1) en agitacion. El suero hiperinmune de A piscivorus se diluyd en proporcion 1:40
con solucion de lavado y se incubd en agitacion con la membrana, a 37°, por 2
horas. Después de lo cual, se realizd un nuevo lavado en las mismas condiciones.
Se diluyeron las inmunoglobulinas anti-conejo binotiladas (anti-IgG) (marca Dako)
en una proporcion de 1:2,000 con solucidon de lavado, y se incubd por 1 hora, en
agitacion a 37°, seguido de un tercer lavado en las mismas condiciones. El
conjugado de avidin-peroxidasa (marca Dako) se diluyo a una proporcion de
1:6,000 con solucion de lavado, y se incubd en agitacion con la membrana a 37°,
por 2 horas, seguido de un cuarto lavado. Se adiciond el cromdgeno de
diaminobenzidina (BIO-RAD) (Anexo 1) y se incubd por 10 minutos a 37° en



agitacion. La reaccion se paro por lavado con agua destilada y se dejo secar la
membrana a temperatura ambiente (Schwimmbeck et al., 1990).
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RESULTADOS
1.- Seleccion de venenos.

En la seleccion de venenos de acuerdo a su capacidad hemoaglutinante, se
obtuvo una respuesta para el veneno de Crotalus scutulatus con 2 unidades
hemoaglutinantes. Con respecto a Agkistrodon piscivorus, hubo respuesta hasta
las 64 unidades hemoaglutinantes. Mientras que con Agkistrodon contortix se
observd esta capacidad entre las 16 y 32 unidades hemoaglutinantes. Por otro
lado, el veneno del saurio Heloderma no mostré ningun efecto aglutinante (Figura
1y Cuadro 1).

2.- Dano “in vivo” de los venenos crotalidos.
2.1.- Dosis maxima no letal 50%.

En la determinacion del dafo “in vivo” causado por los venenos
seleccionados, se observd que los venenos de los crotalidos A piscivorus y A
contortix, asi como el del no crotalido Heloderma, no causaron la muerte de
ratones ni conejos, aun a la dosis de 4.0 mg por cada 30 g de peso corporal. Solo
se aprecio ligera cojera y tumefaccion en el area de aplicacion del indculo. Sin
embargo, con el veneno de baja actividad hemoaglutinante C scutulatus se
encontré que la dosis maxima no letal, tanto para conejo como para raton, fue de
1.75 mg por cada 30 g de peso corporal;, y que a dosis superiores, causaba la
muerte, en un Maximo de 24 horas (Cuadro 1).

2.2.- Dano de tejidos.

El factor tiempo no influyd para la apreciacion del dafio a nivel
macroscopico en los tejidos del musculo tibial, pues en los casos en que si hubo
dano, las lesiones fueron muy similares a los diferentes tiempos de observacion de
30 minutos, 1, 3, 6 y 24 horas posteriores al sacrificio. En los ratones control y en
los inoculados con dosis de 1.75 mg/30 g de peso corporal con el veneno de C
scutulatus, no se aprecio dafio a nivel del musculo tibial, mientras que los
inoculados con la misma dosis de los venenos de A piscivorus y A contortix,
mostraron un darno local y extensivo, con edema masivo e infiitracion en los tejidos
con ia sangre extravasada de los vasos sanguineos (Figura 2 y Cuadro 1).
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2.3.- Estudio histopatolégico.

En el corte del musculo tibial de los ratones controles negativos, inoculados
con solucion salina estéril, el tejido del area inoculada mostré una estructura
intacta. En el corte correspondiente a la inoculacion con A contortix, se diagnostico
una miositis aguda multifocal severa, en la que se aprecié abundante infiltrado
basdfilo, asi como |a presencia de eritrocitos fuera de los vasos sanguineos, sobre
las fibras musculares y entre los fasciculos. £En algunas zonas se aprecio
degeneracion de Zenker, en donde el sarcoplasma, adquirié aspecto de “vidrio
esmerilado” por la precipitacion de proteinas citoplasmaticas, con pérdida de la
estriacion, nucleos en picnosis, cariorexis y cariolisis, asi como pérdida del detalle
celular y del contenido plasmatico.

En el corte correspondiente a la inoculacion con A piscivorus, se
diagnosticé una miositis aguda difusa severa, en la que el tejido presentd
abundante infiltrado basdfilo, asi como marcados cambios vasculares, tales como
congestion y hemorragia. Se observaron zonas multifocales con fasciculos
musculares que presentaron pérdida total del detalle celular y ausencia de
nucleos, asi como abundante precipitacion proteica del sarcoplasma, dando el
aspecto de “vidrio esmerilado”.

En el corte correspondiente a C scutulatus, se diagnosticé una miositis
multifocal aguda leve, en la que se aprecio un infiltrado discreto en ia periferia del
corte, correspondiente a macrofagos y unos pocos neutrofilos, ademas de aigunos
vasos sanguineos con congestion. En zonas multifocales en las que las células
pierden el detalle celular, hubo ausencia de nucleos y pérdida de la estriacion
(Figuras 3 a 6 y Cuadro 1).

3.- Dailo producido “in vitro” por los venenos de crotalidos.

En la determinacion del dafo “in vitro” causado por los venenos
seleccionados, se observd que el veneno de A piscivorus, desde la concentracion
de 3.125 hasta 0.097 mg/ml, causaba el desprendimiento total de la monocapa
celular con una franca agiutinacion (Figura 7). Y que el efecto decrecia
paulatinamente hasta la aplicacion de la concentracion de 0.006 mg/ml, en donde
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aun se observé una agiutinacion menor y agrupamiento celular (Figura 8).
Mientras que a partir de la concentracion de 0.003 mg/ml los monoestratos fueron
100% confluentes.

Con el veneno de A contortix, se apreci® el mismo efecto de aglutinacion
severa hasta la concentracion de 0.195 mg/ml, ligera aglutinacion y agrupamiento
celular hasta los 0.012 mg/ml vy 100% de confluencia celular a partir de la
aplicacion de 0.006 mg/ml.

Con el veneno C scutulatus, se detectd el efecto de aglutinacion y
agrupamiento celular hasta la concentracion de 0.390 mg/ml, y confluencia celular
a partir de la concentraciéon de 0.195 mg/ml.

Los cultivos inoculados aun con la mas alta concentracion de 3.125 mg/ml
de Heloderma, asi como los cultivos control negativos, permanecieron 100%

confluentes (Figura 9 y Cuadro 1).

4.- Aislamiento de la fraccién con actividad hemoaglutinante a partir del
veneno crotalido.
4.1.- Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

En el proceso cromatografico para el aislamiento de la fraccion con
actividad hemoaglutinante, A piscivorus manifestd poseer 15 diferentes fracciones,
las cuales migraron a tiempos de elusion de 1.1, 1.39, 1.83, 2.11, 2.48, 2.72, 2.99,
3.62, 4.23, 4.92, 5.44, 6.04, 6.79, 7.32 y 8.28 minutos. Correspondientes a los
picos 1 a 15 respectivamente, siendo el doceavo pico, con tiempo de elusion de
6.04 minutos, el de la actividad biologica. Del area total de picos (510.15652), al
pico 12 le correspondio un area de 98.75763 (19.358%). Mientras que de la altitud
total de picos (1.42530), el 12 tuvo una elevacion de 0.15457 (10.845%) (Grafica
1). Se colectd la lectina a la proporcion de 17 ng/ml, por cada 10 mg de veneno
completo sometido al proceso cromatografico.

4.2.- Actividad bioldgica de la fraccion aislada.

En las pruebas de actividad biologica, de los 15 polipéptidos y proteinas

colectados, solo una, la correspondiente al pico 12 y tiempo de elusion de 6.04
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minutos, manifestd la actividad al aglutinar claramente a los glébulos rojos de
conejo hasta una dilucion de 1:64, correspondiente a 64 unidades
hemoaglutinantes. Las proteinas y polipéptidos restantes mostraron una clara
precipitacién; al igual que el control negativo, consistente solo de solucion salina y
gldbulos rojos. El control positivo, conformado por veneno de A piscivorus
completo (con todos sus componentes protéicos y polipeptidicos), mostré una
marcada aglutinacion (Figura 10).

5.- Dafo “in vivo” producido por la fraccion aislada.

Durante la evaluacion del dafno “in vivo” que pudiera causar la fraccion
aislada, los musculos tibiales del raton control negativo, al que se administré 0.2
ml de solucion salina estéril, asi como los inoculados con la fraccion de A
piscivorus, en dosis de 4.25 ng/30 g de peso corporal, se apreciaron sin dafo en
los tejidos a nivel macroscopico (Figura 11). Lo cual quedd confirmado en la
histopatologia, en donde los cortes no mostraron cambios patoldégicos aparentes
(Figuras 12 y 13). Contrastando con ellos, en el musculo del raton control positivo,
inoculado con veneno de A piscivorus completo (con todos sus componentes
protéicos y polipeptidicos), a nivel macroscopico se aprecio daro local y extensivo,
con edema e infiltracion sanguinea (Figuras 2 y 11) y al corte histopatolégico
nuevamente se diagnostico miositis aguda difusa severa (Figura 4)

6.- Daio “in vitro” producido por la fraccion aislada.

En la determinacion del dafo “in vitro”, de acuerdo a la reduccién o
mantenimiento del metabolismo celular, posterior a la infeccién con la fracciéon
hemoaglutinante de A piscivorus, y considerando un metabolismo al 100% dado
por las células control (sembradas con sodlo medio de cultivo MEM), se
encontraron porcentajes de viabilidad de 36.64, 67.03, 95.81, 99.03, 100.64,
105.27, 106.68 y 108.49%, para las monocapas celulares que recibieron las
concentraciones de la fraccion hemoaglutinante que fueron de 8.5, 4.25, 2.125,
1.062, 0.531, 0.265, 0.132 y 0.066 ng/ml, respectivamente. Se aprecid que a partir
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de las concentraciones de 1.062 y 0.531 ug/ml, el metabolismo se regularizé. Al
hacer la evaluacion estadistica de las concentraciones de la fraccidn que afectan
la viabilidad, se encontré que la variancia para las concentraciones de 8.5 y 4.25
Hg/ml fue de 0.0389 y 0.0095 respectivamente, mientras que para las
concentraciones restantes no hubo variancia estadisticamente significativa
(Gréfica 2).

7.- Dano “in vitro” producido por el virus de Parainfluenza-3.

La viabilidad celular determinada por la disminucion del metabolismo
posterior a la inoculacion de monocapas celulares con las diluciones del VPIB-3,
desde 10" hasta 10, mostré porcentajes de viabilidad de 58.37, 64.21, 74.07,
79.10, 93.59, 104.26, 104.46 y 106.88%, respectivamente. Se detectd que el nivel
de metabolismo a la dilucién 105 estd muy cercano al 100%, mientras que en las
diluciones mayores, basicamente el virus no afecta la viabilidad celular. Al analisis
estadistico, la variancia para las diluciones 10" a 10 fueron de 0.0146, 0.0115,
0.0063, 0.0048 y 0.006 respectivamente. A las diluciones restantes no hubo
variancia significativa (Grafica 3). Lo anterior fue confirmado mediante la titutacion
viral por reduccion de placas e interpretado por la técnica de Reed and Muench, la
cual se mantuvo al nivel inicial que fue de 10 5¢ DICCso%.

8.- Capacidad de la fracciéon hemoaglutinante para bloquear la adherencia del
VPIB-3.

En las pruebas empleadas para evaluar la capacidad de bloquear o inhibir
la unién del VPIB-3 a los receptores celulares, la medicion del metabolismo celular
en el control positivo de VPIB-3 en concentracion 1072, fue de un porcentaje de
viabilidad de 68.78%, mientras que para el control positivo de fracciéon
hemoagilutinante en concentracion de 4.25 ng/mi fue de 58.69%. Los porcentajes
de viabilidad en el bloqueo viral, con la fraccion en una concentracion constante de
1.062 ng/ml y el virus a las diluciones 102, 10, 10° y 10%, fueron de 69.34, 72.71,
80.93 y 84.86%, respectivamente. Al analisis estadistico, la variancia dio valores
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de 0.0126, 0.0123, 0.0072 y 0.0055 para las diluciones 10> a 10,
respectivamente (Grafica 4).

9.- Capacidad de unién de la fraccién hemoaglutinante crotalida hacia las
proteinas del VPIB-3 y evasion de la infeccién viral.
9.1.- Microscopia electrénica.

En las. pruebas de microscopia electronica, realizadas para determinar si la
fraccidn hemoagilutinante pudiese reconocer los carbohidratos presentes en las
hemoaglutininas virales, los resultados obtenidos se muestran en la Figura 14. En
ella se observan dos restos “fantasmas” de particulas virales, con su interior vacio
(de color claro) y delimitadas por restos de la estructura viral original. En todo el
campo visual se aprecian restos de diversos tamarfios de la estructura viral y la
presencia de residuos, detectados mediante la microscopia electrénica a 25,000
aumentos.

En la Figura 15 se muestra la tincion negativa del VPIB-3 sin tratamiento a
30,000 aumentos. Se observa una particula viral completa, con un campo visual
limpio y libre de restos virales o celulares. En ella se aprecia la membrana de
cubierta integra en color gris tenue, rodeando a su nucleocapside en forma de
hueso de arenque. Al centro de la nucleocapside, aparentemente se observa su
acido nucleico integro.

9.2.- Actividad viral posterior a la exposicion con la fracciéon
hemoaglutinante.

t.a viabilidad viral de la cepa del VPIB-3 posterior a su incubacion con la
fraccion hemoaglutinante aislada de A piscivorus se vio seriamente afectada, con
una reduccion del titulo de 105° DICC so% @ 102° DICC so%.

10.- Reconocimiento de las proteinas virales y la fraccién hemoaglutinante
crotalida por sueros anticrotalidos.
10.1.- Obtencién de suero hiperinmune.

Se colectaron de 10 a 20 ml de suero hiperinmune, contra los venenos
crotalidos de A piscivorus y A contortix, respectivamente. Ambos mostraron una
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capacidad para inhibir la hemoaglutinacion hasta la dilucién de 1:64,
correspondiente a 64 unidades inhibitorias de la hemoaglutinacion, al reaccionar
con los venenos homdlogos. Por otra parte, se mostro la existencia de una
reaccion cruzada, al mismo nivel de unidades inhibitorias de la hemoaglutinacion,
al reaccionar los sueros y venenos en forma heterdloga.

10.2.- Determinacién de pesos moleculares.

Al analizar el veneno de A piscivorus completo (con todos sus componentes
protéicos y polipeptidicos), en la electroforesis de proteinas estructurales, se
detectaron con mayor y/o menor nitidez la presencia de 8 bandas de proteina, de
aproximadamente 92.57, §9.19, 46.10, 42.30, 35.57, 32.68, 26.38 y 20.99 kDa
(Figura 16).

10.3.- “Western blot”.

En las pruebas de identidad, entre la fraccion hemoaglutinante aislada del
veneno de A piscivorus y las proteinas estructurales del VPIB-3, se detecto
mediante la utilizacion del suero hiperinmune de conejo anti-A piscivorus, una
fuerte tincion en las bandas protéicas correspondientes a los 20. 99 kDa, en la
fraccion hemoaglutinante aisiada a las concentraciones de 4.25 y 2.125 ug/ml. Asi
como bandas protéicas del mismo peso molecular, en el VPIB-3, a las diluciones
de 1:4 y 1:8. Dicha proteina no se detectd a la diluciéon 1;16 de la cepa viral, y no
estuvo presente en los extractos de la membrana celular. Por otro lado, se
detectd, el reconocimiento de ciertas bandas de identidad de proteina entre el
VPIB-3 y los extractos de membrana de las células MDBK, en la que fue replicado
el virus. Asi como una posible identidad entre los anticuerpos anti-A piscivorus
hacia varios componentes proteicos de la membrana celular (Figura 17).
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DISCUSION

Se realizd el presente trabajo, con la finalidad de emplear la fraccion
hemoaglutinante del veneno crotalido (lectina) como un agente antiviral, la cual
podria actuar como un inhibidor de la adherencia, al bloquear a los receptores
acido sidlico celulares y/o unirse a los carbohidratos de la hemoagiutinina del
VPIB-3. Evaluando e identificando al mismo tiempo, los posibles beneficios y/o
dafnos que pudiera llegar a causar “in vivo” como "“in vitro”, el empleo del veneno
crotalido completo (con todos sus componentes polipeptidicos y protéicos) y/o la
fraccion hemoaglutinante purificada.

La capacidad hemoaglutinante de los venenos crotalidos seleccionados, no
fue simitar a lo reportado por otros autores. Mientras que Ogilvie y Gartner (1984),
empleando gldbulos rojos de conejo, informan de capacidades hemoaglutinantes
de 16, >1024 y +/- 2 unidades para los venenos de A piscivorus, A contortix y C
scutulatus, respectivamente, en el presente trabajo se obtuvieron 64, 32 y 2
unidades para cada uno de los venenos, respectivamente. Sin embargo, la
disparidad encontrada no es de extranarse, ya que la actividad biologica de los
venenos, aun colectados de un mismo individuo puede variar (Jhonson et al.,
1987), de acuerdo a factores como la coloracion del veneno, dada por el tipo de
glandula secretoria (Dos Santos et al/.,, 1993); la edad, ya que en algunos casos,
como sucede con la vibora de cascabel, el veneno de las crias es mas potente
que el de las adultas (Brown, 1997); la frecuencia de coleccién y la preparacion del
veneno, lo cual incluye la forma en que es colectado, procesado, almacenado y
diluido (Clinical Toxicology Web Site, 2001). En el presente trabajo, debido a que
los venenos fueron comprados en forma ya procesada por el herpetario de
Tepoztlan, se desconoce el proceso de coleccion y procesamiento de los mismos.

Las observaciones anteriores también justifican los resultados obtenidos en
la determinacion de la dosis maxima no letal so%. Mientras que algunos autores,
reportan dosis letales sox para los venenos de las serpientes A piscivorus, A
contortix y C scutulatus de 25.8, 25.6 y 18.5 mg/Kg (Grieg, 2001), en el desarrollo
del presente trabajo se encontro que los dos primeros venenos, aun a la dosis de
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4 mg/30g de peso corporal (133 mg/Kg), no resultaban mortales para conejos ni
ratones, y para que C scutulatus fuera mortal, se necesitaron dosis superiores a
los 1.75 mg/30g (58.3 mg/Kg), causando la muerte en un maximo de 24 horas. La
variabilidad entre lo reportado y los resultados obtenidos, también puede ser
adjudicado a factores como la via de inoculacion, ya que de acuerdo con Dos
Santos et al/., (1993), la via intraperitoneal aparentemente es mas efectiva que la
intramuscular. Debido a que la mayoria de los trabajos publicados apoyan sus
determinaciones de dosis letal so% en raton por via intramuscular, en el presente
trabajo se selecciond esta ultima via.

Los darnos “in vivo" con el veneno completo a nivel macroscopico,
concuerdan con lo publicado por Grieg (2001), al encontrar que tanto A contortix
como A piscivorus no representan una amenaza, debido a que sus componentes
protéicos con acciones coagulantes “bilineobin”, hemorragicas “bilitoxin” y “HT-1" y
mionecroéticas “Fosfolipasa A2", no obstante que causaron dafnos dramaticos
locales, tales como edema masivo y extravasacion sanguinea, no fueron fatales.
Estos efectos fueron confirmados en el estudio histopatoldgico, al observar la
presencia de eritrocitos fuera de los vasos sanguineos, congestion, infiltracion de
basdfilos, fasciculos musculares con pérdida del detalle celular y ausencia de
nlcleos, finalizando con necrosis. Mientras que con C scutulatus, solo se encontré
a nivel local, la presencia de un infiltrado de macrofagos y unos pocos neutroéfilos.
En este ultimo caso, tomando en cuenta las observaciones hechas por Grieg
(2001), se esperaba que no existiera dafo local, ya que de acuerdo con el autor,
Crotalus scutulatus al igual que Crotalus durrissus Nno causan signos o sintomas
localizados, siendo su principal peligro el ejecutado por sus proteinas
neurotdxicas, las cuales causan ceguera, paralisis y finalmente la muerte por
insuficiencia respiratoria. Igualmente, Rosenfeld (1971) y Amaral et al.,, (1991),
aseguran que en el envenenamiento por Crotalus durrissus, el efecto local es
minimo o ausente. Sin embargo, este tema resulta ser controversial, ya que
autores como Dos Santos et al., (1993), al evaluar la diferencia en dario al tejido
muscular en raton, con veneno amarillo y blanco de Crotalus durrisus, menciona
similitudes con los dafnos obtenidos en el presente trabajo con los venenos de A
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piscivorus y A contortix, describiendo musculos en congestion, edema, exudado
de granulocitos y neutrdfilos y miocitdlisis, ademas de una mayor actividad
caseinolitica y hemorragica con el veneno amarillo al comparario con el blanco.

En un estudio de evaluacion del dario "in vitro” por componentes protéicos
de veneno de cobra, Martikainen et a/, (1993), al inocular células MCF-7 (células
de tumor mamario humano) con fosfolipasa Az de veneno de Naja mosambique,
encontré un efecto tdxico aun a concentraciones de 4.5 U/ml, en donde aprecio
cambios morfolégicos consistentes en redondeo celular, seguido de
desprendimiento y agrupamiento de 10 a 20 células, hasta que el niumero total
decrecié de 9.8 a 6.7 X 10° células y la viabilidad decrecié hasta un 33%. Un
efecto similar se encontré en el presente trabajo, al inocular céelulas MDBK con
veneno completo de A piscivorus, A contortix y C scutulatus a las concentraciones
de 0.006, 0.012 y 0.380 mg/mi respectivamente, en donde los darios fueron desde
el desprendimiento total de la monocapa celular, hasta efectos de redondeo,
aglutinacion y agrupamiento celular. Segun Cotter et al, (1990), el efecto de
redondeo celuiar, debido a la fosfolipasa Az, se podria adjudicar a que la mayoria
de las células infectadas, desarrollan un citoplasma vigoroso antes de morir, lo
cual seria una caracteristica tipica de! proceso de apoptosis.

El efecto toxico dado por los componentes del veneno de A piscivorus con
actividad hemorragica y mionecrotica, pudo haber sido eliminado con el
aislamiento y purificacion de la fraccion con actividad hemoaglutinante, mediante
el proceso de cromatografia liquida de alto rendimiento-fase reversa (HPLC), sin
alterar sus propiedades bioldgicas. Esto ultimo fue confirmado, al conservar esta
proteina su actividad y especificidad biolégica, manteniendo la capacidad
hemoaglutinante al nivel de 64 unidades. De acuerdo con Sim (1998), en la
purificacidon de los polipéptidos y proteinas de los venenos de vibora,
frecuentemente estos contienen un gran nimero de isoenzimas, con una gran
homologia en las secuencias de sus aminoacidos, masas moleculares o puntos
isoeléctricos, por lo que pueden llegar a coeluir junto con algunos otros
componentes de interés. De ahi que aparentemente, el método mas adecuado
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para la purificacion fue por HPLC, el cual tiene la capacidad de separar
polipéptidos de secuencias cercanamente idénticas (VYDAC, 1995).

Mediante la evaluacion “in vivo” de la fraccidn hemoaglutinante de A
piscivorus, se pudo observar que ésta, a la concentracion de 4.25 ng/mi no causa
dano aiguno al tejido (figuras 11 y 12). Pues en comparaciéon con lo observado en
la inoculaciéon “in vivo” con el veneno completo (figuras 2, 4, 5 y 6), parece ser que
las toxinas con actividad hemolitica y necroética fueron eliminadas, y al inocular
intramuscularmente ta fraccion, a nivel macro y microscopico, no hubo dano ni
cambios patologicos aparentes.

Debido a que a la observacion microscopica de los cultivos inoculados con
la fraccidn hemoaglutinante sélo se aprecia un leve efecto de redondeo celular,
para la evaluacion “in vitro” del darfio causado por la fraccion, se empleo la prueba
colorimétrica de reduccidn del tetrazolium (MTT). Esta ha sido recientemente
usada en la determinacion de la sensibilidad a drogas en diversas lineas celulares
(Carmichael et al/., 1987). Se basa en la medicion de la habilidad de las células
tumorales vivas, pero no muertas, de reducir al MTT en un producto azul
formazan. Martikainen et a/,, (1993), empled la prueba de MTT para evaluar el
efecto causado por la fosfolipasa A; de Naja mosambique, encontrando que el
metabolismo se reducia al 50% o menos de las células control. En el presente
trabajo, al evaluar el dafio que pudiera causar la fraccion aislada en células
MDBK, se aprecio que a las concentraciones de 8.5 y 4.25 ug/ml, la viabilidad
celular también se redujo a niveles superiores e inferiores al 50% (36.64 y 67.03%,
respectivamente) en relacion a las células control (100% de viabilidad). Mientras
que la dosis de 2.125 pg/ml estuvo muy cercana a la regularizacion del
metabolismo. A partir de la concentracion de 1.062 pg/mi, aunque el efecto de
redondeo continuaba manifestandose, la viabilidad fue mantenida al mismo nivel
que las células control. Indicando asi la factibilidad de su empleo en las pruebas
de bloqueo de la adherencia del VPIB-3 en sus células huésped (Grafica 2). Se
considera que el efecto de redondeo celular obtenido en el presente trabajo, no
pudo haberse debido a la accion de la fosfolipasa Az descrita por Cotter et a/,
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(1990), ya que aparentemente ésta ultima fue eliminada durante la purificacion de
la fraccion hemoaglutinante por HPLC. De acuerdo con Manjunatha y Evans
(1990), los sitios de union de las lectinas son reconocidos por los receptores
celulares y a través de ellos logran penetrar a la célula. Por lo tanto, es factible
que el efecto de redondeo celular observado sea debido a la penetracion de la
fraccion hemoaglutinante al interior de la célula.

Para lograr evaluar ta capacidad antiviral de la fraccion aislada del veneno
crotalido, se requeria contar con un virus de cierta similitud al de Influenza, hacia
el cual estan dirigidos la mayoria de los productos antivirales. El virus mas cercano
y factible de reproducir fue el VPIB-3, ya que de la membrana lipidica de éste, al
igual que del virus de Influenza, emergen las espiculas de hemoaglutinina y
neuraminidasa necesarias para los mecanismos de entrada y salida viral, ademas
de que el VPIB-3 en su salida causa una lisis celular, que a la observacion
microscopica de los cultivos celulares inoculados, muestra un claro efecto
citopatico (Collins et al., 1996). Aunque en el presente trabajo, la evaluacion de la
actividad antiviral antes y después de la conjugacion del VPIB-3 con la fraccion
crotalida, pudo ser medida por la técnica de titulaciéon por reduccion de placas,
resultaba necesario aplicar la prueba de MTT, para poder establecer un patron
comparativo con el efecto individual de la fraccion hemoaglutinante, el VPIB-3 y la
combinacion de ambos.

Cuando las monocapas celulares se inocularon soélo con el VPIB-3, en ias
pruebas de MTT, se detecté disminucién del metabolismo hasta la dilucién 10°, lo
cual concuerda con la titulacion por reducciéon de placas, siendo este de 10%°
DICC so%. Por otro lado, durante la evaluacion del bloqueo viral, a través de la
adherencia de la fraccion crotalida hacia los receptores acido sialico celulares, el
metabolismo detectado con la inoculacion de la mezcla VPIB-3/fraccion
hemoagilutinante, fue superior a los controles de cada uno de ellos en forma
individual, y aunque no alcanzo el nivel de las células control, la diferencia
estadistica a las diluciones 10° y 10° (0.0072 y 0.0055, respectivamente) no fue
significativa. Basicamente, no existe un trabajo previo con lectinas sobre el cual se
pudiese establecer un patron comparativo con los resultados obtenidos. Se
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esperaba que por el efecto del bloqueo, el metabolismo se mantuviera dentro de |la
normalidad, al emplear ambos agentes a las concentraciones previamente
establecidas como no dafinas. Sin embargo, el metabolismo se redujo,
probablemente debido a el efecto de ambos reactantes, aunque sin llegar a causar
lisis celular (por efecto del virus), al mantenerse las monocapas 100% confluentes.

Aparentemente, las secuencias N-terminales de la fraccion hemoaglutinante
crotdlida (Francischetti et al., 1997), mostraron una mayor afinidad hacia los
carbohidratos de las hemoaglutininas del VPIB-3, que por los receptores acido
sidlico de las células MDBK. Lo anterior se observé al comparar los resultados
obtenidos en las pruebas de bloqueo de receptores celulares, con las pruebas de
evasion de la infeccion viral, mediante la union de la fraccion crotalida a la proteina
viral. La Figura 14 muestra que la fraccion crotalida no solo se unié a las proteinas
virales, sino que traspaso y desintegré la membrana lipidica, con apreciacion en
todo el campo visual de residuos virales y restos “fantasma” de particulas del
VPIB-3. Otro factor que mostré la mayor afinidad de la fraccion crotalida hacia la
hemoaglutinina viral fue la titulacién de la cepa del VPIB-3, la cual tras su previa
incubaciéon con la fraccidn aislada de A piscivorus, redujo su actividad
drasticamente de 10 > DICC sox @ 10 2° DICC s0%.

Las aparentes similitudes entre las proteinas estructurales virales y las
fracciones hemoaglutinantes crotalidas se determinaron por la comparacion de sus
pesos moleculares a través de la electroforesis y por su reconocimiento a través
de anticuerpos especificos anti-A piscivorus y A contortix, obtenidos tras la
inmunizacion de conejos, mediante las pruebas de “western blot’. Francischetti et
al.,, (1997), al aislar a una proteina denominada “convulxina” con actividad de
lectina, de Crotalus durissus, infformoé que ésta consistia de una proteina unica de
72.0 kDa, que al ser sometida a condiciones reductoras manifestaba estar
constituida por dos polipéptidos de peso molecular de 13.5 y 12.5 kDa.
Hirabayashi et al., (1991), al aislar a la lectina de Crotalus atrox, informoé de la
presencia de una sola hemoaglutinina con peso molecular de 14.4 kDa en
condiciones reductoras y de 31.0 kDa en condiciones no reductoras. Ogilvie ef al.,
(1986), al aislar las lectinas de Lachesis muta y Dendroaspis jamesonii reporté que
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ambas poseian pesos moleculares de 14.0 kDa en condiciones reductoras y 28.0
kDa en condiciones no reductoras. Si bien los pesos moleculares informados por
estos autores no son idénticos a los encontrados en el presente trabajo, si se
aproximan con lo encontrado en los diversos corrimientos electroforéticos de la
fraccion hemoagiutinante de A piscivorus en condiciones reductoras, en los gque el
peso molecular fue de 20.99 kDa. Por otro lado, en las pruebas de identidad de las
fracciones hemoagiutinantes crotalidas y proteinas estructurales virales, se
observé en ambos reactantes, bandas de aproximadamente 20.99 kDa que
reaccionaron con los anticuerpos anti-A piscivorus, con una mayor afinidad hacia
las correspondientes a la fraccidn crotalida. Sin embargo, el reconocimiento hacia
la proteina viral también fue bastante claro cuando el antigeno se encontré a una
alta concentracion.

41



CONCLUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, nos llevan a concluir que si
bien la actividad antiviral, a través del bloqueo de los receptores celulares, no es lo
suficientemente adecuada, por el hecho de reducir el metabolismo, dicho efecto es
minimo, ya que no da cabida al efecto litico viral.

Por otra parte, se observé que, independientemente del bloqueo de los
receptores celulares, también existe una alta actividad antiviral dada por la gran
afinidad de fa fraccion hemoaglutinante hacia los carbohidratos presentes en la
proteina viral, ya que la fraccion no solo fue reconocida y adherida a la superficie
viral, sino que también tuvo la capacidad de traspasar la membrana lipidica,
creando su desintegracion, con la subsiguiente extravasacion de sus componentes
vistos a través de la microscopia electronica, asi como por la reduccion del titulo
viral.

Normalmente, para que los antivirales comerciales sean efectivos, deben
emplearse en una forma preventiva, administrandose antes y/o al inicio de la
infeccion. En el caso de la fraccion crotalida contemplada como agente antiviral,
aparentemente su uso no se limitaria a determinadas etapas, ya que por su alta
afinidad hacia las proteinas virales, probablemente podria actuar en cualquier
etapa de la infeccion.
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CUADROS Y FIGURAS

1:12

1:64

1:32 5.3- C. SCUTULATUS +
1:16 5.2- 4. CONTORTIX +

1:8 5.1- A. PISCIVORUS +

1:4 5.4 - HELODERMA -

1:2 5 - CONTROL NEGATIVO

FIGURA 1.- Capacidad hemoaglutinante de los venenos crotilidos y no crotilido. La Linea 1 con
diluciones de 1:2 a 1:128 del veneno A piscivorus, con clara aglutinacion hasta 64 unidades. La
Linea 2 en las mismas diluciones del veneno A conrortix, con aglutinacion entre las 16 y 32
unidades. Linea 3 con mismas diluciones de C scurudarus, con débil aglutinaciéon a 2 unidades.
Linea 4 con veneno Heloderma, sin efecto aglutinante. Linea § con control negativo con solo
solucidn salina y glébulos rojos, asi como los controles positivos (pozos 5.1 a 5.4) con los mismos
venenos en concentracion de 6.25 mg/ml (sin diluir).

FIGURA 2.- Daiio *in vivo™ causado por los venenos de crotilidos. Ratéon 1. control negativo al
que se administraron 0.2 ml de solucién salina estéril en musculo tibial. Ratén 2, inoculado con
1.75 mg de C scurulatus, sin apreciacion macroscopica de dano en el tejido del musculo tibial.
Ratones 3 y 4, inoculados en mismas dosis con A piscivorus y A contortix respectivamente, con
apreciacion de edema masivo y equimosis, con extension ain mas alla del darea de inoculacion.
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FIGURAS 3 a 6.- Cortes histologicos de masculo tibial de ratones inoculados con los diferentes
venenos. En la Figura 3 se aprecia el corte del musculo del ratén control negativo, al que se
administré solo solucion salina estéril, con una estructura intacta. La Figura 4 corresponde al corte
del musculo inoculado con 1.75 mg/30 g de peso corporal de veneno A piscivorus en donde se
aprecia una necrosis total, infiltracion de macréfagos y neutréfilos. congestion y hemorragia. La
Figura 5 corresponde al miisculo inoculado en misma dosis con C scurularus, con infiltrado
discreto de macréfagos y algunos neutréfilos. La Figura 6 corresponde al musculo inoculado en
misma dosis con A4 conrortix, con infiltrado de macrofagos y neutrdfilos. eritrocitos fuera de los
vasos sanguineos y sobre las fibras musculares y necrosis.
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“In Vivo” Crotalus Agkistrodon | Agkistrodon | Heloderma
scutulatus piscivorus contortix

Capacidad 2 unidades 64 unidades 16 a 32 Negativa

Hemoagiutinante unidades

Dosis Maxima 1.75 mg/30g |=24.0 mg/30g |=24.0 mg/30g |=4.0mg/30g

No letal peso corporal | peso corporal | peso corporal | peso corp.
Dario a Tejidos Sin dafo Local y Local y No se
Macroscopico aparente extensivo extensivo evaluo
Dano a Tejidos Miositis Miositis Miositis No se
Microscopico Muitifocal Aguda Difusa | Aguda evalud

Leve Severa Multifocal

Severa

“In Vitro”
Dosis Maxima 0.390mg/mi 0,006mg/ml 0.012mg/mi Negativo
Causante de
Dano
Dano Aglutinacion y | Aglutinacion y | Aglutinacion | Monocapas
Observado Agrupamiento | Agrupamiento | Agrupamiento | 100% Con-

Celular (+)

Celular (+)

Celular (+)

fluentes (-)

Cuadro 1.- Resumen de las caracteristicas principales de los venecnos de serpientes
crotilidas y del saurio Heloderma, sobre su actividad hemoaglutinante, dosis y grado de
dafio ““in vivo™ tras su inoculaciéon en misculo tibial de ratén, asi como el grado de daiio
“in vitro™ por inoculacién de monocapas 100% confluentes de células MDBK.
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FIGURAS 7, 8 y 9.- Daiio celular *“in vinro™ causado por los venenos crotilidos. La Figura 7
corresponde a células MDBK inoculadas con A4 piscivorus a una concentracion de 0.970 mg/ml, en
donde se aprecia una aglutinacion y total desprendimiento del monoestrato celular. La Figura 8
corresponde al mismo tipo de cultivo celular, inoculado con 4 piscivorus a una concentracion de
0.006 mg/ml, en la que se aprecia agrupamiento y desprendimiento del monoestrato. La Figura 9
corresponde a células control negativo, 100% confluentes.
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GRAFICA 1.- Patrén cromatogrifico del veneno de A piscivorus, a una longitud de onda de 280

nm, con apreciacion de 15 picos correspondientes a los diferentes componentes polipetidicos y

proteicos; siendo el pico 12, con un tiempo de elusién de 6.04 minutos, el poseedor de la actividad
£

hemoaglutinante.
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FIGURA 10.- Pruebas de aglutinacion con glébulos rojos de conejo al 2.5 % en solucion salina, de
algunas de las proteinas o polipéptidos aislados de A piscivorus por HPLC. De derecha a izquierda
(pozos A —»H) se encuentran las diluciones de 1:2 a 1:256. En la Linea 2, correspondiente a la
proteina (pico) doce, se aprecia hemoaglutinacion hasta la diluciéon de 1:64, correspondiente a 64
unidades hemoaglutinantes de la fraccion crotilida. Las Lineas 1, 3 y 4 corresponden a las
proteinas (picos) 11, 13 y 14, en las que se aprecia una clara precipitacion. En la Linea §, pozo SA.
se encuentra el control positivo con veneno A4 piscivorus completo a una concentracion de 6.25
mg/mly en el pozo SB, el control negativo con solucidn salina.

FIGURA 11.- Dafio “in vivo™ causado por la fraccion hemoaglutinante aislada de 4 piscivorus.
Ratén 1., control negativo al que se administré soluciéon salina estéril. Ratenes 2 y 3, inoculados
con 4.25 ug de la fraccion crotalida (pico 12 en HPLC), sin daifio aparente a nivel macroscépico.
Ratén 4, control positivo al que se inoculé veneno completo de A piscivorus en dosis de 1.75
mg/30 g de peso corporal, con edema masivo y extravasacion sanguinea.
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FIGURAS 12 y 13.- Cortes histopatoldgicos de misculo tibial de ratén inoculados con la fraccion
hemoaglutinante, tefiidos bajo la técnica de Hematoxilina-Eosina y apreciados con objetivo 20X. La

Figura 12 muestra el corte del musculo de ratén inoculado con 4.25 ug de la fraccion aislada de 4
piscivorus, sin cambios patolégicos aparentes, mismos que se aprecian en ¢l corte del ratén control
negativo de la Figura 13, al que se administraron 0.2 ml de solucién salina estéril.
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GRAFICA 2.- Determinacién de la viabilidad de cultivos MDBK posterior a la inoculacién con la
fraccién hemoaglutinante de 4 piscivorus, mediante Ia medicion del metabolismo celular con MTT
e interpretacidon a una longitud de onda de 492 nm. considerando como un 100% al metabolismo
dado por los cuitivos control. La Linea Roja marca los porcentajes de viabilidad, dados para las
concentraciones de 8.5 a 0.066 pg/ml de la fraccidon hemoaglutinante. El daiio celular se detecté con
una variancia estadisticamente significativa para las concentraciones de 8.5 y 4.25 ug/ml de la
fraccidén aislada con valores de 0.0389 y 0.0095. respectivamente. Mientras que a partir de las
restantes concentraciones no existe variancia alguna.
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GRAFICA 3.- Viabilidad de células MDBK posterior a la infeccion con el VPIB-3, medida por la
alteracion del metabolismo celular con MTT y absorbancia a 492 nm. La numeracién en el eje de
las X indica las diluciones desde 10 hasta 107", La Linea Roja marca los porcentajes de viabilidad
celular para las diluciones virales 10" a 10® El dafio celular se detecté con una variancia
estadisticamente significativa de las diluciones 10" a 10™ con valores de 0.0146, 0.0115, 0.0063 y
0.0048, mientras que a la dilucién 10 no fue significativa.
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GRAFICA 4.- Pruecba de bloqueo de la replicacion del VPIB-3 en células MDBK. mediante la
inoculacidén con Ia fraccion aislada de A4 piscivorus. detectada por tinciéon con MTT e interpretada
por absorbancia, a una longitud de onda de 492 nm. La numeracién en el ¢je de las X indica las
diluciones del VPIB-3 desde 107 hasta 10° La Linea Azul corresponde a la fraccién
hemoaglutinante control positivo en concentracién de 4.25 pg/ml, con un porcentaje de viabilidad
del 58.69%. La Linea Rosa corresponde al control positivo del VPIB-3 en concentracién 1072, con
un porcentaje de viabilidad del 68.78%. La Linea Roja corresponde a los porcentajes de viabilidad
celular posterior al bloqueo viral. con la fracciéon crotilida a una concentraciéon constante de 1.062
pg/ml y diluciones del VPIB-3 desde 107 hasta 10, con reduccién del metabolismo celular al
andlisis de variancia. con valores de 0.0126. 0.0123, 0.0072 y 0.0055, respectivamente.
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FIGURAS 14 y 15 .- Microscopia electronica mostrando el efecto destructivo de la fraccion
crotalida sobre el VPIB-3. La Figura 14 muestra la tincién negativa con acido fosfotingstico de
particulas del virus, bajo el efecto destructivo de la fraccion aislada de A piscivorus en
concentracion de 1.062 ng/mil, en la que se aprecian 2 restos fantasmas de particulas virales y en
todo el campo visual, restos de estructuras virales. La Figura 15 muestra la tincion negativa del
virus sin tratamiento, en la que sc puede apreciar una particula del VPIB-3 completa, con su
nucleocapside en forma de hueso de arenque y ausencia de restos virales (25 000X).
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FIGURA 16.- Electroforesis del veneno de A piscivorus y de la fraccidon aislada. La Linea 1
manifiesta los pesos moleculares del veneno de A4 piscivorus con todos sus componentes proteicos y
polipeptidicos, con la presencia de 8 diferentes bandas proteicas, con pesos moleculares que fueron
desde los 92.59, hasta los 20.99 kDa. La Linea 2 contiene a la fraccion aislada de A piscivorus a
una concentracion de 2.125 pg/ml, y la Linea 3 muestra la misma fraccion en concentracion de 4.25
Mg/ml. En ambas se aprecia una banda de la proteina purificada, con un peso molecular de 20.99
kDa. La Linea 4 muestra el control de pesos moleculares que fue desde los 201 hasta los 6.6 kDa.
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FIGURA 17.- “Western blot” marcando la identidad entre la fraccion crotilida aislada y una
proteina estructural del VPIB-3. Las Lineas 1, 2 ¥ 3 corresponden al VPIB-3 en diluciones 1:16,
1:8 y 1:4 respectivamente, en las que sc aprecia ¢l reconocimiento de la proteina de 20.99 kDa en
las diluciones 1:4 y 1:8. Las Lineas 4 y § corresponden a células MDBK. en las que no se detecta a
la proteina de 20.99 kDa., pero si se manifiestan otras bandas también presentes en el VPIB-3, al
compararles con las lineas 2 y 3. La Linea 6 corresponde al marcador de pesos moleculares y que
fue desde los 201 hasta los 6.6 kDa. Las Lineas 7 y 8 corresponden a las concentraciones de 4.25 y
2.125 pg/ml de la fraccion aislada de A piscivorus, con el reconocimiento de la proteina de 20.99
kDa, al igual que la Linea 9, correspondiente a el veneno de A piscivorus, con todos sus
componentes proteicos y polipeptidicos.
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ANEXO 1

Soluciones para dilucién de venenos
1.- Solucion de Tyrodes
- 1 gde Glucosa
- 8 gde NacCl
-  0.05 g NaHxPO4.H0
- 1 gde NaHCOs3;
- 0.2 gde CaCix
- 0.1 gde MgCl.
- 0.1 gde KCI
- 1 It. De agua destilada estéril
- aunpHde7.4
2.~ Solucion salina
- 0.85 g de NaCl
- 100 ml. De agua destilada estéril
- aunpHde7.2

Soluciones para la histopatologia
3.- Formalina al 10%
- 4 g de fosfato acido de sodio monohidratado
- 6.5 g de fosfato disodico anhidro
- 10 ml de formalina
- 1 It. de agua destilada
4. - Formalina
- Formaldehido al 40%
5.- Hematoxilina de Harris
- 5 g de Hematoxilina en cristates
- 50 ml de Etanol absoluto
- 100 g de Alumbre de amonio o potasio
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- 2.5 g de Oxido rojo de mercurio
- 1 It. de agua destilada
6.- Eosina Alcoholica
Solucién concentrada
- 1 g de Eosina y soluble en agua
- 20 ml de agua destilada
- 80 mide Etanol al 96%
Solucion de trabajo
- 1 parte de solucion concentrada de eosina
- 3 partes de etanol al 80%
- 0.5% de acido aceético glacial
7 .- Alcohol acido
- 10 ml de Acido clorhidrico
- 1 itde etanol al 70%
8.- Agua amoniacal
- 3 ml de Hidroxido de amonio al 28% (amoniaco)
- 1 Itde agua destilada

Soluciones para cultivos celulares
9.- Medio de cultivo MEM
- 1 it. De Medio MEM “in Vitro”
- 10 % Suero Fetal Bovino
- 5 % de Caldo de Tripticaseina y Fosfato
- 0.8 gde NaHCOa3 esteril
- 1 m! de mezcla penicilina/estreptomicina de 10 000 Ui/ug/mi

Soluciones para la HPLC
10.- Solvente A

- Acido trifluoroacético (TFA) al 0.1% en agua grado HPLC
11.- Solvente B
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- Acetonitrilo (ACN) con TFA al 0.1%
Soluciones para determinacién de viabilidad celular
12.-MTT

- 5 mg MTT 3-[4, 5-Dimethyl-thiazol-2-YI]-2, 5-diphenyitetrazolium bromide

- 1 mitPBS
13.- PBS

- 8gNaCl

- 0.2 gKClI

- 2.9 g NaHPO42H0

- 0.2 g KH2PO,4

- 1 Itde agua

- pH7.4

- Esterilizacion a 15 libras por 15 minutos
14- SDS

-  15% w/v Dodecil Sulfato de Sodio

- 0.02 M HCI

Soluciones para microscopia electrénica
15.- Glutaraldehido

- 1 mil de glutaraldehido

- 9 mlde PBS
16.- Acido Fosfotugnstico

- 2 g de acido fosfotugnstico

- 100 ml de agua destilada

Soluciones para electroforesis

17.- Solucion A.- Buffer Tris-HCI 3.0M, pH 8.8
- 18.3 g de Tris base
- 0.76 g de EDTA tetrasodico Disolver en 35 mil. de agua destilada
- 115 ul de TEMED
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- Ajustar a pH 9.4 con HCI
- Aforar a 50 ml con agua destilada
18.- Solucion B.- Buffer Tris-HC! 0.5 M, pH 6.8
- 3.029 g de Tris base Disolver en 35 ml de agua destilada
- Ajustar a pH 6.8 con HCI
- Aforar a 50 ml con Agua destilada
19.- Solucién C.- Acrilamida-Bis 30:0.8 (30%)
- 15 g de Acrilamida
- 0.4 g de Bisacrilamida
- 50 mil de Agua destilada c.b.p.
20.- Solucion SDS 10%
- 5&5gde SDS
- 50 ml de agua destilada c.b.p.
21.- Solucion de Persulfato de Amonio al 2%
- 0.1 g de Persulfato de amonio
- 50 ml de agua destilada c.b.p.
22.- Solucion de bromofenol al 0.05%
- 0.025 g de Azul de Bromofenol
- 50 ml de agua destilada c.b.p.
23.- Solucién de corrimiento, pH 3.0
- 3.029gde Tris 0.025 M
- 14413 gde Glicina0.192 M
- 10ml de SDS (10%) 6 1 g de SDS
- Disolver en +/- 800 ml de agua destilada
- Ajustar a pH de 3.0 con HCI
- Aforar a 1 It con agua destilada
24. - Solucion de muestra
- 0.0095 gde EDTA (2.5mM 6 1 ml EDTA 24 mM en 4 ml de agua
- 5 mi de Agua destilada c.b.p.
- 1.25 mlde Tris-HCI 0.5 M pH 6.8
- 1 ml de Glicerol
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- 2 mlde SDS al 10%

- 0.5 ml de 2-b-mercaptoetanol

-  0.25 ml de Azul de bromofenol 0.05% (w/v)
- 10 mi total

25.- Elaboracion de geles

Reactivo gel separador gel introductor
12% 3%

- Agua destilada 3.5ml 6.1 ml

- Tris-HCI, 1.5M, pH 8.8 2.5ml 2.5 ml

- 8SDS 10% 100 pl 100
- Acrilamida/bisacrilamida 30% 4.0 m! 1.3 mi

- Persulfato de Amonio 10% 50 pl 50 ul

- TEMED 5 ul 10 pl
Volimen total 10ml 10 mi

Solucion para electrotransferencia
26.- Solucion de electrotransferencia
- 3.03 g de Trisma base 25 mM
- 14.4 g de Glicina 102 mM
- 200 ml deMetanol
- Aforar a 1 It con agua destilada
- PHde 8.3

Soluciones para “Western blot”

27.- Solucion bloqueadora al 3%
- 0.75 g de Albumina bovina Fraccion V
- 25 ml de Agua destilada

28.- Solucidn de lavado al 1%
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- 10 g de Albumina bovina fraccion V
- 1 It de Agua destilada
29.- Cromogeno
- 25 mg de diaminobenzidina
- 50 mli de PBS
- 50 ul de peréxido de hidrogeno al 30%
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