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1. Resumen

Los casos de mordedura de serpiente u ofidismo en México representan una importante
tasa de mortalidad dada la relevante riqueza y distribucion de serpientes de la familia
Viperidae en este pais, como aquellas del género Crotalus conocidas como viboras de
cascabel. Por otro lado, el tratamiento para un envenenamiento de esta magnitud
consiste en la aplicacién de un antiveneno. Asi, el veneno de C. simus ha sido empleado
como inmundgeno para la generacion de antivenenos en Centroamérica. Sin embargo,
resulta importante evaluar las propiedades inmunogénicas del veneno completo de esta
vibora de cascabel y las tres familias proteicas mas importantes que lo conforman, asi
como, la evaluacién del empleo de este inmundgeno para la generacién de anticuerpos
neutralizantes del veneno de la misma especie (homologo) y de otras especies del mismo
género (heterélogos). De este modo, el objetivo del presente estudio fue evaluar el nivel
de reconocimiento y potencia neutralizante de sueros de conejos hiperinmunizados con
el veneno de C. simus. La estrategia experimental consistid en la inmunizacion de tres
conejos con dosis crecientes del veneno completo de C. simus empleando adyuvante
incompleto de Freund e hidroxido de aluminio de manera alterna durante el esquema de
inmunizacion. Seguidamente, las metaloproteasas, serinoproteasas y crotoxina fueron
aisladas del veneno de C. simus por cromatografia de exclusion molecular seguida de
cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC) para realizar ensayos
de ELISA y medir el reconocimiento de muestras de sueros de los tres conejos hacia el
inmundgeno completo y estas tres familias proteicas. Ademas, se determiné la potencia
neutralizante de la mezcla del suero de los tres conejos contra la letalidad del veneno de
las especies neurotdxicas: C. simus, C. scutulatus salvini, C. basiliscus y C. durissus
terrificus y una no neurotoéxica: C. tzabcan. Los resultados indican que el veneno completo
de C. simus genera altos titulos de reconocimiento en los tres conejos hipeinmunizados
con este veneno. Por otro lado, las metaloproteasas generan altos titulos de
reconocimiento a comparacion de las serinoproteasas y la crotoxina. Asimismo, existio
reconocimiento y neutralizacion de las especies neurotdxicas evaluadas, a excepcion del

veneno no neurotoxico (C. tzabcan) el cual fue reconocido, pero no fue neutralizado.




2. Introduccién

2.1 Riqueza de serpientes en México

México ha sido catalogado como uno de los paises megadiversos mas importantes en el
mundo (Mittermeier y Goettsch, 1992). Por ejemplo, en el caso de los reptiles, cuenta con
el 9% del total de especies a nivel mundial (10,450), siendo mas del 50% endémicas,
ademas ocupa el segundo lugar de los paises con mayor niumero de especies de estos
vertebrados (Uetz et al., 2017). Asi, un grupo bien representado de reptiles en nuestro
pais lo comprenden las serpientes, reportandose un total de 393 especies, perteneciendo
el 4.6%, 15.3% y 33.8% a las familias Elapidae, Viperidae (subfamilia: Crotalinae) y
Colubridae, respectivamente (Flores-Villela y Garcia-Vazquez, 2014).

Por otro lado, México presenta 10 de los 23 géneros de vipéridos de la subfamilia
Crotalinae distribuidos en el mundo, mientras que, en nimero de especies, presenta

cerca del 28% de las 216 especies distribuidas a nivel mundial (Uetz et al., 2017).

Los vipéridos son un grupo de serpientes venenosas con denticion solenoglifa. Este tipo
de denticion se caracteriza por la presencia de dos “colmillos” en el hueso maxilar
superior, estos dientes tienen movimientos independientes, son retractiles para erectarlos
al momento de morder y plegarlos hacia el paladar superior al cerrar la boca. Ademas,
los miembros de esta familia, tienen cuerpos robustos y cabeza triangular debido a la
presencia de glandulas del veneno de cada lado cefalico lateral superior (Figura 1). La
subfamilia Crotalinae se caracteriza por presentar dos fosetas termoreceptoras por
debajo de las narinas (Caldwell y Vitt, 2014). Dentro de este grupo se encuentran las
viboras responsables de generar mas del 90% de envenenamientos en el continente
americano como lo son las nauyacas (Bothrops sp.) y las viboras de cascabel (Crotalus

sp. y Sistrurus sp.) (de Roodt et al. 2005).




Figura 1. Aparato venenoso de una serpiente de la familia Viperidae. A) Diseccion de un ejemplar del
género Crotalus. B) Diagrama con anotaciones de la diseccion. C) Glandula del veneno aislada.

(Fotografias: Edgar Neri).

2.2 Viboras de cascabel

Las viboras de cascabel son endémicas del continente americano y pertenecen a los
géneros Crotalus (del griego kpotaAov krotalon que significa cascabel) y Sistrurus (del
griego 2¢ioTpoupog, Seistrouros que significa cola de cascabel). Con base en la evidente
presencia de un cimulo de escamas queratinizadas en la region terminal posterior, mejor
conocido como cascabel (a excepcién de C. catalinensis) (Figura 2), se ha sugerido que
ambos géneros estan filogenéticamente relacionados, formando un grupo monofilético
cuya radiacion temprana ocurrié en las regiones montafiosas de México hace cerca de 9
millones de afios, de donde también se ha propuesto que aparecio el ancestro comin de

todas las viboras de cascabel (Campbell y Lamar, 2004; Parmley y Holman, 2007).

Un total de 45 especies de serpientes del género Crotalus se distribuyen en el continente
americano mientras que solo se distribuyen tres especies de Sistrurus. En México se
distribuyen 40 especies del género Crotalus y una especie del género Sistrurus (S.

tergeminus) (Uetz et al., 2017).



https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%BA%CF%81%CF%8C%CF%84%CE%B1%CE%BB%CE%BF%CE%BD

Figura 2. Carécter morfoldgico de la mayoria de especies del género Crotalus. (Fotografia: E. Neri).

2.3 Crotalus simus

Crotalus simus (Latreille, 1801) también es conocida como vibora de cascabel
centroamericana o neotropical y se caracteriza por un achatamiento en la regién cefélica
anterior que le confiere su nombre “simus”, que en latin significa “nariz plana” o “chata”,

ademas de ser una serpiente que llega a alcanzar los 2 m de longitud (Figura 3).

Actualmente, C. simus es considerada como una especie. Sin embargo, puede ser
encontrada con sinonimias como C. durissus (Campbell y Lamar, 1989) y como
subespecie, junto con C. s. culminatus y C. s. tzabcan (Campbell y Lamar, 2004). En el
presente trabajo, se consideré a C. simus como especie dada la investigaciéon hecha por

Waster et al. (2005) y la revisién de Quijada-Mascarefias y Wiister (2006).

En cuanto a su dieta, Pérez-Higareda et al. (2007) mencionan que estos organismos se
alimentan principalmente de roedores como ratas, ratones y ardillas. Sin embargo, no
existen investigaciones detalladas sobre la dieta del complejo C. simus. Esta serpiente
se distribuye en zonas secas y subhimedas desde los estados de Veracruz, Chiapas,
Tabasco y el sureste de Oaxaca, en México, hasta Costa Rica pasando por Guatemala,

el Salvador, Honduras y Nicaragua. Asimismo, en nuestro pais, esta vibora de cascabel




se distribuye en altitudes no mayores a 1,000 m, aungue se tiene registro de poblaciones
entre los 1,500-2,200 m, mientras que en los demas paises se distribuye en altitudes
mayores a 1,000 m (Campbell y Lamar, 2004).

Figura 3. Ejemplares de C. simus de Veracruz. A) Cria. B) Adulto (Fotografias: E. Neri).

2.4 Componentes de venenos de serpientes

Dado que el concepto de qué es un veneno sigue siendo tema de discusion entre los
investigadores de este campo, numerosas son las definiciones que se han dado al
respecto. Sin embargo, tomando en cuenta las consideraciones de distintos autores,

Arbuckle (2015) define al veneno como:

“Sustancia bioldgica producida por un organismo, que contiene moléculas que interfieren
o alteran los procesos fisioldgicos y bioquimicos de otro, y que ha evolucionado en este
individuo para proveer de un beneficio para si mismo una vez que es inoculado. Ademas,
este veneno es producido o almacenado en una estructura especializada y activamente
transferida a otro organismo a través de una herida, por un sistema de liberacién

especifico”.

De este modo, entrando en materia, el veneno de serpientes es un complejo de
polipéptidos y enzimas, ademas de otros componentes como iones metalicos, cuya
funcionalidad radica en la defensa, muerte de presas y pre-digestién de éstas (Lomonte
et al., 2014).




La clasificacion de los venenos de serpiente depende de su actividad toxica, por ejemplo,
los venenos de la familia Hydrophiidae son neurotoxicos, mientras que los venenos de
los miembros de las familias Elapidae y Viperidae son mezclas mas complejas,
incluyendo un gran numero de enzimas que inducen dafo local, hemorragias y
comunmente coagulopatias. Dentro de las proteinas més importantes destacan las
fosfolipasas A2 (PLA2) que son enzimas esteroliticas de alrededor de 14 kDa que
catalizan la hidrélisis del C-2 de glicerofosfolipidos, actuando en diferentes sustratos o
diferentes tejidos diana (Sunagar et al., 2015). Estas PLA2, a su vez, se dividen en los
grupos | y Il. Mientras que los miembros de la familia Hydrophiniae y Elapidae tienen PLA2
del grupo I, que mantienen la estructura primaria de las PLA2 pancreéticas de mamifero,
en miembros de la familia Viperidae encontramos PLAz con la misma asociacion de
cisteinas, pero no son pancreaticas de mamifero y se clasifican en el grupo Il (Heinrikson
et al.,, 1977). En cuanto a las actividades toxicas de ambas PLA:2 se incluyen las
neurotoxicas, miotoxicas, hemoliticas, anticoagulantes e inductoras de edema. Sin
embargo, la actividad mas letal de algunas de estas PLA:2 estd involucrada con la
inhibicion de la liberacién de acetilcolina por un mecanismo aun desconocido. Pero, es
bien sabido que el boton presinaptico es degradado por estas enzimas y esto conlleva a
la inhibicion de la transmisién neuromuscular (Kini y Evans, 1989).

Por otro lado, la familia de proteinas hemorragicas son las metaloproteasas, las cuales
son enzimas con pesos moleculares de entre 20-100 kDa con actividad hidrolitica y se
caracterizan por presentar una secuencia zinc-quelante, es decir que dependen de este
ion para su actividad (Gutiérrez et al., 2005). Se ha propuesto que el mecanismo de
accion in vivo de estas proteasas se puede dividir en dos pasos: 1) degradan las proteinas
de la membrana basal y membrana extracelular como colagenos (IV, VI y XV), laminina,
fibronectina y perlecano, debilitando asi, la pared capilar y alterando las interacciones
entre células endoteliales; 2) la presién transmural provoca distensién y las células
endoteliales se tornan muy delgadas hasta que la integridad de la pared capilar se pierde

dando paso a la extravasacion vascular (Gutiérrez et al., 2005; Escalante et al., 2011).




Dentro de las metaloproteasas anteriormente descritas, se encuentran aquellas del tipo
P-1l y P-1ll cuya transduccion y traduccion se realizan a la par con un grupo de moléculas
pequefias (4-14 kDa) carentes de actividad enzimatica llamadas desintegrinas (Ramos y
Selietre de Araujo, 2006). Estas toxinas resultan de un corte postraduccional de las
metaloproteasas P-1l y se encuentran bien representadas en venenos de vipéridos (Fox
y Serrano, 2005). En cuanto a su actividad biologica se ha reportado que consiste en la
inhibicion de agregacion plaquetaria, al bloquear selectivamente la funcion de los

receptores celulares de integrina (Calvete, 2013).

Otro grupo de enzimas bien representadas en los venenos de vipéridos son las
serinoproteasas, las cuales, en su mayoria, son glicoproteinas de una sola cadena con
tamafios moleculares de entre 26-67 kDa, aunque también existen ejemplos de
complejos conformados por multiples subunidades y serinoproteasas de mas de una
cadena (Doley y Kini, 2009; Serrano, 2013). A pesar de no ser un componente letal del
veneno, su actividad esta relacionada con afectaciones en determinados pasos de la
cascada de coagulacion. De hecho, la actividad biolégica de algunas de estas enzimas
es conocida como “Thrombin-like”, debido a que cortan inespecificamente el fibrin6geno
lo que, aunado a su incapacidad de activar al factor Xlll de la cascada para generar el
factor Xllla, resulta en la formacién de coagulos inestables y con ello hemorragias, aun
mas agraviadas, con la accion paralela de las metaloproteasas (Braud et al., 2000; Kini,
2005).

Otro componente muy comun en los venenos de serpientes son las L-amino oxidasas,
las cuales son flavoenzimas que catalizan la desaminacion de L-amino &cidos a a-keto
acidos con la liberacién de peréxido de hidrégeno y amonio. Estos componentes son los
responsables de brindarle un color amarillento a los venenos de estos reptiles y se han
visto implicados en la induccion de apoptosis debido a su citotoxicidad (Du y Clemetson,
2002).




Por otro lado, un componente neurotdxico bien descrito en algunas especies de vipéridos,
como C. d. terrificus, es la crotoxina. Este es un compuesto heterodimérico conformado
por dos subunidades con asociacion no covalente: una PLA2 basica (subunidad B) con
actividad enziméatica formada de una cadena poli-peptidica de 122 aminoéacidos (14.4
kDa) y una PLA2 &cida no enzimética (subunidad A), llamada crotapotina, conformada por
3 cadenas polipeptidicas ligadas por siete puentes disulfuro y ausente de toxicidad (9.4
kDa) (Aird et al., 1985; Doley y Kini, 2009). Esta neurotoxina es un ejemplo de sinergismo
entre dos moléculas, ya que se ha demostrado que la afinidad de la subunidad B hacia
los receptores presinapticos incrementa con la accion chaperona de la subunidad Ay es
esta Ultima la que le confiere mayor letalidad al formar un complejo estable por la
interaccién de los residuos Trp31l y Trp70 de la sub. B con Asp99 y Asp89,
respectivamente, de la cadena (3 de la sub. A. (Figura 4) (Faure et al., 2011). Hasta la
fecha, se ha sugerido que el mecanismo de accion de esta neurotoxina consiste en un
bloqgueo de la liberacibn de acetilcolina del botdén pre-sindptico, impidiendo su
comunicacién con la placa neuromuscular. En ensayos con ratones, genera paralisis
flacida de las extremidades posteriores, acompafiada con un bloqueo neuromuscular

periférico que conlleva a la muerte por falla respiratoria (Chang y Lee, 1977).

T
basic PLA; CB subunit ¢ J \

acidic CA subunit

Figura 4. Estructura 3D de crotoxina por cristalografia de rayos X. Se observan las dos subunidades
que la conforman y los residuos que le brindan estabilidad al complejo. (Tomado de: Faure et al., 2011).




Las miotoxinas son otro componente importante dentro del veneno de vipéridos debido a
que, a pesar de carecer de actividad enzimética, estas toxinas estan involucradas en la
degradacion de fibras musculares, por un proceso aun desconocido para la mayoria de
ellas (Lomonte y Ragel, 2012). Dentro de éstas, destaca la crotamina presente en el
veneno de C. d. terrificus, la cual es una toxina de bajo peso molecular (4.88 kDa)
compuesta por 42 aminoacidos y tres puentes disulfuro en un plegamiento tipo B-
defensina (Laure, 1975; Coronado et al., 2013) (Figura 5). Esta toxina genera necrosis
muscular por un proceso de penetracion celular y de despolarizaciéon de mitocondria
(Kerkins et al., 2014). Sin embargo, la principal alteracion fisiolégica en ratones descrita
para crotamina se conoce como “efecto foca” caracterizada por la evidente e inmediata
presencia de una serie de espasmos musculares que generan paralisis rigida en las patas
traseras. Esto debido a que esta miotoxina induce la despolarizacién del potencial de
membrana en células del musculo esquelético, afectando a los canales de K*

dependientes de voltaje 1.1-3 (Peigneur et al., 2012).

Figura 5. Estructura 3D de crotamina por cristalografia de rayos X. Se observa el plegamiento tipico
de una B-defensina (Tomado de: Coronado et al., 2013).

De esta manera y dado los numerosos componentes que conforman el veneno de
vipéridos, un envenenamiento de esta magnitud representa un cuadro de afecciones

fisiologicas multiples y complejas en un individuo.
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2.5 Accidente ofidico

El ofidismo, se define como aquel encuentro entre una serpiente y un humano que resulta
en una mordedura, y con ello en un posible envenenamiento si se trata de serpientes
venenosas, constituyendo asi un problema de salud publica. A nivel mundial se ha
descrito que la mayor incidencia del ofidismo se concentra en determinadas regiones de
Asia, Africa, asi como el centro y sur de América. Asimismo, se ha estimado que
anualmente en el mundo ocurren cerca de 2.5 millones de envenenamientos que resultan
en 125, 000 fallecimientos humanos y hasta 100, 000 personas sufren secuelas graves

tanto fisicas como psicoldgicas (Chippaux, 1998).

En cuanto a esta situaciébn en México no se cuentan con un buen registro, debido a su
alta frecuencia en zonas rurales donde resulta problematico la identificacidn y el registro
epidemioldgico del ofidismo dada la escasez de servicios médicos. Sin embargo, existen
estimaciones de la frecuencia del ofidismo en determinados periodos de tiempo. Asi, en
1997, la Secretaria de Salud registro cerca de 27, 500 casos anuales, mientras que entre
los afios 2003 y 2007 se reportaron un total de 18, 848 casos, de los cuales el 15.44%
resultd en decesos humanos en los estados de Veracruz, Oaxaca, San Luis Potosi,
Hidalgo y Puebla (Hernandez y Bravo, 2009; Gonzalez-Rivera et al., 2009). Sin embargo,
es importante destacar la disparidad de los datos, ya que una investigacion reciente sobre
ofidismo en México, en los afios 2003-2015, reporté un promedio de mordeduras anuales
de 4,000 y una tasa de mortalidad anual mayor en el sur del pais (7/100,000 habitantes)

en comparacion con la region norte (2/100,000 habitantes) (Chippaux, 2017) (Figura 6).
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1 Aguascalientes 5 Coahuila 9DF 15 México 21 Puebla 27 Tabasco
2 Baja California 6 Colima 10 Durango 16 Michoacan 22 Querétaro 28 Tamaulipas
3 Baja California Sur 7 Chiapas 11 Guanajuato 17 Morelos 23 Quintana Roo 29 Tlaxcala
4 Campeche 8 Chihuahua 12 Guerrero 18 Nayarit 24 San Luis Potosi 30 Veracruz
13 Hidalgo 19 Nuevo Ledn 25 Sinaloa 31 Yucatan
14 Jalisco 20 Oaxaca 26 Sonora 32 Zacatecas
USA
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Figura 6. Incidencia de accidente ofidico en México del 2003 al 2015 (Tomado de: Chippaux, 2017).

1.6 Antivenenos

Hasta la fecha, el Unico tratamiento comprobado cientificamente para tratar casos de
envenenamiento por mordedura de serpiente venenosa es el uso de antivenenos. Estos
también son llamados faboterapicos o antivenenos de tercera generacion, debido a que
su composicion consiste en fragmentos F(ab”): liofilizados de inmunoglobulinas G (IgG),
comunmente de caballos, que fueron digeridas con pepsina, aunque también los hay del
tipo Fab cuando la digestion es con papaina. En ambos casos se logra la eliminacion del
fragmento cristalizable (Fc), el cual esta altamente relacionado con casos de reacciones
secundarias en un individuo (Figura 7). Sin embargo, pese a la implementacion de esta
tecnologia, aun hay antivenenos comerciales con la molécula IgG completa, en
determinadas regiones del mundo y estos son considerados antivenenos de segunda

generacion (Bénard-Valle et al., 2015).
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Figura 7. Esquema de IgG. Se pueden observar los productos de la digestion con papaina y pepsina
(Tomado de: Kindt et al. 2007).

El fundamento de produccion de estos antidotos se basa en la respuesta inmune humoral
que desarrolle un animal que es hiperinmunizado, es decir, que es inyectado
frecuentemente con dosis crecientes de veneno, para generar anticuerpos neutralizantes.
La gama de antigenos presentes en venenos de serpientes que pueden fungir como
buenos inmundégenos depende de su tamafio molecular y sus propiedades estructurales,
principalmente. Sin embargo, dentro de un esquema de inmunizacion debe de tomarse
en cuenta el empleo de adyuvantes, los cuales son compuestos que, inyectados
simultdneamente con un antigeno, promueven una respuesta inmune mas eficaz al

reducirse el tiempo de generacion de anticuerpos hacia dicho antigeno.

Tales adyuvantes estan hechos a base de aceites minerales como el adyuvante
incompleto y completo de Freund, estos tienen la capacidad de formar una emulsién en
el sitio de inoculacion, lo que genera una liberacion lenta del antigeno agilizando su

reconocimiento por macréfagos y células dendriticas para su presentacion a los linfocitos.
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Otro tipo de adyuvantes son los que contienen sales de aluminio como el hidréxido de
aluminio cuyo mecanismo de accién es semejante a los descritos anteriormente, salvo
que se ha sugerido, que estos adyuvantes también generan inflamacion local para
reclutar y activar a las células presentadoras de antigeno, ademas de que se ven
implicadas en la conversion del antigeno soluble a una forma més viable de fagocitar por

parte de los macrofagos, células dendriticas, asi como células B (Lambrecht et al., 2009).

Durante el esquema de inmunizacion establecido se obtiene suero, el cual es procesado
en pruebas de ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzima) para evaluar su
reconocimiento (calculo de titulos) hacia el veneno utilizado como inmundgeno.
Posteriormente, es necesario realizar pruebas de neutralizacion de la actividad letal de
los venenos debido a que esta prueba es determinante en la decisién de los productores
de antivenenos de extraer sangrias de mayor volumen para poder generar un antiveneno
comercial. Asi, estas evaluaciones son de suma importancia para asegurar que los
valores de titulo, por la inmunizacion, corroboren el reconocimiento maduro y estable del

inmundogeno por parte de los anticuerpos (Casasola et al., 2009).

Con respecto a las especies de vipéridos empleadas para la produccion de antivenenos
en Centro América, comunmente se usan los venenos de C. simus, Lachesis stenophrys
y B. asper para preparar una mezcla de inmundgenos (Calvete et al., 2009). Por ejempilo,
los Unicos antivenenos de uso humano que se encuentran en el mercado para tratar este
tipo de envenenamientos en México son: el faboterapico polivalente antiviperino®
fabricado por la empresa BIRMEX® y el faboterapico Antivipmyn® manufacturado por
Bioclon®, ambos antivenenos tienen en comun el empleo del veneno de B. asper como
inmundgeno mezclado con el veneno de C. simus y C. basiliscus para el antiveneno de
Bioclon® y BIRMEX®, respectivamente. No obstante, el criterio del uso de estos
inmundgenos se baso en la alta incidencia de casos de ofidismo en las que se han visto
implicadas estas especies, sin embargo, ninguna investigacion se habia realizado para
evaluar si estos venenos resultaban ser buenos inmundgenos para generar anticuerpos
neutralizantes del veneno de la misma especie (veneo homologo) y de otras especies de

vipéridos (venenos heterdlogos).
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Por otro lado, en México se utilizan caballos para la produccion de antivenenos, ya que
éstos presentan varias ventajas. Por mencionar algunas, son organismos ddciles, se les
pueden extraer volumenes grandes de suero y toleran altas concentraciones de veneno.
Sin embargo, el mantenimiento de estos animales resulta muy costoso, por lo que su
empleo se realiza cuando lo que se pretende es producir lotes de antiveneno para su
comercializacion, mientras que, para términos de investigacion biotecnologica sobre la
inmunogenicidad de venenos, un modelo conveniente por su facil y bajo costo de manejo

es el conejo.
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3. Antecedentes

El primer antiveneno contra mordedura de serpiente lo gener6 Henry Sewall en 1887,
quien demostré que la letalidad del veneno de la vibora de cascabel Sistrurus catenatus
tergeminus, eventualmente, se veia reducida en palomas inmunizadas con dosis muy
diluidas a menos diluidas del mismo veneno. Sin embargo, no fue hasta 1895 cuando el
primer antiveneno fue utilizado como tratamiento en humanos tras la mordedura de una
cobra (Calmette, 1895), y asi comenz0 la produccion de antivenenos comerciales a nivel
mundial. Sin embargo, la innovacion y optimizacion de los antivenenos ha dependido en
gran medida de la caracterizacion de los venenos utilizados como inmundégenos y su
capacidad de generar anticuerpos neutralizantes de la letalidad de las serpientes de
importancia médica en determinada region geografica.

La busqueda de buenos inmundgenos para su utilizacion en la produccion de antivenenos
en el continente americano, y especialmente en Latinoamérica, ha llevado a la realizacion
de investigacion cientifica sobre las propiedades inmundgenicas de venenos de
vipéridos, sobretodo de las especies neurotoxicas. Asi, Kaiser et al. (1986) estudiaron la
actividad cruzada de sueros de conejo inmunizados con diferentes moléculas de
crotoxina presentes en las siguientes especies de vibora de cascabel: C. d. terrificus
(crotoxina), C. s. scutulatus (toxina monjave), C. viridis concolor (toxina concolor). Entre
sus descubrimientos, destaca el hecho de que estas neurotoxinas estan relacionadas
antigénicamente, por lo que no sdlo son reconocidas, sino también son neutralizables
con anticuerpos policlonales generados contra cualquiera de estas moléculas homadlogas
intactas o la subunidad basica que las conforma.

Bajo la misma tendencia, Oshima-Franco et al. (1999), evaluaron la capacidad
neutralizante de la actividad neurotoxica del veneno de C. d. terrificus por un suero de
conejos inmunizados con crotoxina del veneno de esta especie. Entre sus hallazgos
resalta el hecho de que dicho suero result6 eficiente para la neutralizacion del bloqueo
neuromuscular inducido por el veneno completo de C. d. terrificus y crotoxina, lo anterior,
en una preparacion de nervio frénico de diafragma de raton (Figura 8). Asimismo, estos

autores demostraron que la actividad letal de esta vibora de cascabel depende en gran
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medida de la crotoxina, debido a que los anticuerpos generados contra esta neurotoxina,

fueron capaces de neutralizar la letalidad del veneno completo en ensayos In vivo.
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Figura 8. Neutralizacion ex vivo de antivenenos experimentales de caballo (HAV), conejo (RAV) y un
suero de conejo anti-crotoxina (R-antiCrTX) hacia el veneno completo de C.d. terrificus (Cdt) y su
crotoxina (CrTX). En ambas, resalta la neutralizacion del R-antiCrTX hacia el bloqueo neuromuscular
provocado por Cdt (A) y CrTX (B). (Tomado de: Oshima-Franco et al., 1999).

De igual manera, Beghini et al. (2004), reportaron que el suero de conejos inmunizados
con la subunidad B de crotoxina del veneno de C. d. cascavella, presentaron una eficiente
actividad neutralizante del bloqueo neuromuscular inducida por el veneno completo y la
crotoxina en preparaciones de nervio frénico de diafragma de ratén. Aunado a lo anterior,
los mismos autores reportaron valores altos de titulo de reconocimiento (ELISA) hacia la

crotoxina por parte de los anticuerpos presentes en el suero (Figura 9).
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Figura 9. Reconocimiento por ELISA del suero de conejos inmunizados con crotoxina (A) y la
subunidad béasica PLA, de crotoxina (B) hacia el veneno completo de C. d. cascavella y ambos

inmunodgenos. (Tomado de: Beghini et al., 2004).
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Por el lado de la caracterizacion de venenos, reportes anteriormente realizados
confirmaban la ausencia de crotoxina en el veneno de ciertas especies de vibora de
cascabel nativas de México. Sin embargo, gracias a investigaciones centradas en
caracterizar venenos con muestras mas representativas de una poblacion, se ha
reportado la presencia de esta neurotoxina en mas especies del género Crotalus de
nuestro pais. Asi, destaca la investigacion realizada por Rivas et al. (2017), quienes
reportan que el veneno de la especie C. lepidus klauberi, con distribucion en el estado de
Aguascalientes en México, es de caracter neurotoxico al presentar componentes

crotoxin-like en un 10.8%.

Bajo la misma linea de investigacion, Neri et al. (2013), caracterizaron el veneno de C.
simus, C. culminatus y C. tzabcan con distribucion en México. Entre sus aportaciones, se
describio la variacion en letalidad inter e intra especifica de poblaciones de diferente
localidad de estas especies de cascabel, siendo esta actividad biologica fuertemente
potenciada por la presencia de crotoxina, la cual se presento6 en el veneno de C. simus.
En cuanto a la composicion del veneno de esta especie, se encontrd0 que éste es
homogéneo entre los individuos adultos y esta compuesto de 30.4% de serinoproteasas,
27.4 % de metaloproteasas y 22.4% de PLA:z (incluyendo crotoxina) (Figura 10).

SVMP 27.4% ~

UNK 2.9%

SP 304%

PEP 65%

PLA; 22.4% o
PDE 05%
NGF 1.1% DIS 15%
CRISP 1.0% CTL 0.6%

Figura 10. Porcentaje de familias proteicas que componen el veneno de C. simus. Metaloproteasas
(SVMP), serinoproteasas (SP), péptidos vaso-activos (PEP), L-aminoacidos oxidasas (LAO), desintegrinas
(DIS), proteinas tipo C lectinas (CTL), proteinas secretoras ricas en cisteina (CRISP), fosfodiesterasas
(PDE), factor nervioso de crecimiento (NGF), fosfolipasas Az (PLAz, incluye crotoxina) y desconocida
(UNK). (Modificado de: Neri et al., 2013).
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Aunado al reporte anterior, el veneno de C. simus con distribucion en México ha sido
reportado por presentar variacion ontogenética. Esto quiere decir que el porcentaje de
cada familia proteica que compone el veneno varia dependiendo del estadio de desarrollo
del individuo. Asi, Durban et al. (2017) reportaron que individuos en estadio neonato de
esta especie presentan un perfil proteico del veneno con una mayor concentracién de
crotoxina (26.2%) y bajo porcentaje de metaloproteasas (5.3%). Mientras que, los
venenos de los individuos en estadio adulto de la misma especie, poseen un perfil menos
neurotdxico (crotoxina: 16.8%), presentando asi, un fenotipo hemorragico dado su alto

contenido de metaloproteasas (31.8%) (Figura 11).
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Figura 11. Abundancia relativa en porcentaje de familias proteicas del veneno de C. simus, tanto de
individuos neonatos (A) como de adultos (B). Péptidos inhibidores de bradikina (BIP) y se muestran
otras siglas como en la figura 9. (Modificado de: Durban et al., 2017).

El veneno de C. basiliscus también ha sido estudiado. Asi, Segura et al. (2017) estudiaron
la composicién de este veneno y su parecido con el veneno de C. simus. Entre sus
hallazgos destaca la descripcion del veneno de esta especie, el cual estd compuesto de:
68% de metaloproteasas; 14% de PLA:z incluyendo crotoxina (4.3 %) y 11% de
serinoproteasas (Figura 12). Asimismo, estos autores demostraron que los antivenenos
comerciales generados con el veneno de C. basiliscus y C. simus, son capaces de

neutralizar la letalidad de cada una de estas especies por separado.
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Crotoxina
43 %

Figura 12. Abundancia relativa de componentes proteicos del veneno de C. basiliscus. Péptidos
potenciadores de bradikitina (BPPs) y otras siglas presentes en las figuras 10 y 11. (Modificado de: Segura
etal., 2017).

Los estudios de caracterizacion de venenos han ayudado a mejorar el tratamiento de
envenenamientos y optimizar los antivenenos al emplear mejores inmundégenos. Al
respecto, resulta importante evaluar la capacidad de cada inmundégeno en mezcla con
otros y por separado, para generar anticuerpos neutralizantes del mismo u otros venenos,
previo a decidir si la mezcla de inmundgenos resulta eficiente para cumplir dicho fin. Asi,
una investigacion reciente elaborada por Arroyo et al. (2017), demostré que existe baja
actividad cruzada de reconocimiento y neutralizacion entre los anticuerpos de caballos
inmunizados con los venenos de B. asper y C. simus, justificando el uso de ambos
inmunogenos en la generacion de antivenenos comerciales. Asimismo, el veneno de C.
simus no afecto la generacion de anticuerpos hacia el veneno de B. asper. Sin embargo,
estos autores no evaluaron la actividad cruzada de los anticuerpos generados con el

inmundgeno C. simus hacia otras especies del mismo género con importancia médica.
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4. Justificacion

El veneno de C. simus es utilizado para la produccién de antivenenos en Centroamérica.
Sin embargo, no existen trabajos sistematicos que demuestren el seguimiento del nivel
de reconocimiento y potencia neutralizante del suero de animales inmunizados, con dicho

veneno, hacia el homologo y venenos heterélogos.

Por otro lado, es necesario conocer la proporcion de anticuerpos generados hacia las tres
familias proteicas mas importantes del veneno homdélogo, ya que estos resultados nos

ayudardn a comprender la potencia neutralizante del suero.

5. Hipotesis

El suero de conejos hiperinmunizados con el veneno de C. simus reconocera y
neutralizara el veneno homaologo y venenos heterélogos con componentes neurotoxicos.
Por otro lado, existiran diferencias inmunogénicas relevantes entre las tres familias

proteicas mas importantes del veneno de C. simus.

6. Objetivo general

Evaluar el nivel de reconocimiento y potencia neutralizante del suero de conejos
hiperinmunizados con el veneno de C. simus hacia el veneno homdlogo y venenos

heterdlogos.

7. Objetivos particulares

v' Determinar los titulos de reconocimiento hacia el veneno completo de C. simus de
diferentes sangrias obtenidas de tres conejos inmunizados con diez estimulos
antigénicos del mismo veneno.

v Comparar los titulos de las diferentes sangrias hacia metaloproteasas,
serinoproteasas y crotoxina purificadas del veneno de C. simus.

v' Determinar el porcentaje de anticuerpos, al término del esquema de inmunizacion,
hacia el veneno completo de C. simus, asi como hacia las metaloproteasas,

serinoproteasas y crotoxina purificadas del mismo veneno.
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v Evaluar los titulos de la Gltima sangria hacia el veneno homalogo y los heterélogos.
v Determinar la potencia neutralizante de la Ultima sangria contra la actividad letal
de los venenos neurotéxicos: C. simus, C. basiliscus, C. d. terrificus y C. scutulatus

salvini; asi como un veneno no neurotoéxico: C. tzabcan.

8. Estrategia experimental

La figura 13 muestra el diagrama de la estrategia experimental en la cual se baso la

presente investigacion.

Sueros de conejo anti-C. simus

l

Nivel de reconocimiento lineal (Western-blot)
y tridimensional (ELISA)

Potencia neutralizante

Porcentaje de
anticuerpos
anti-C. simus

Vi 5 venenos
; ‘eneno no s
Veneno de C. simus neurotéxico: de leerldos
familias proteicas : mexicanos
y P C. tzabcan
1 veneno
de vipérido
Venenos neurotoxicos: argentino
C. basiliscus
C. s. salvini

C. d. terrificus

Figura 13. Estrategia experimental para la realizacion del presente estudio.
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9. Materiales y métodos

9.1 Animales de laboratorio

En el presente estudio se utilizaron ratones CD-1, sexo indistinto con pesos de entre 18
y 20 g, alimentados con pellets proteicos ad libitum en un fotoperiodo de 12/12 h
luz/noche. Asimismo, se utilizaron conejos machos de la cepa Nueva Zelanda con peso
de 3 Kg mantenidos a un mismo fotoperiodo. Todos los animales fueron adquiridos del
bioterio del Instituto de Biotecnologia de la UNAM y el proyecto fue aprobado por el comité

de bioética del IBt, con clave de registro 319.

9.2 Obtencién de venenos

Todos los venenos utilizados en el presente estudio pertenecen al banco de venenos del
laboratorio del Dr. Alejandro A. Cano del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. El veneno
utilizado de C. simus proviene de una mezcla de 21 individuos adultos de diferentes
localidades del Estado de Veracruz, mientras que los venenos de C. s. salvini y C.
tzabcan se obtuvieron de la ordefia de un individuo por especie, de los estados de México
y Yucatan, respectivamente. Por otro lado, las dos muestras del veneno de C. basiliscus

provinieron de la ordefia de dos individuos del estado de Colima y Jalisco (Tabla 1).

Tabla 1. Datos de procedencia de las muestras de veneno utilizadas en este estudio.

Especie Sitio de Colecta Clave del veneno

_ Diferentes municipios )
C. simus Pool de C. simus
de Veracruz

C. d. terrificus Argentina C.d.t. Argentina
o La paz, Estado de o
C. s. salvini ) CSSalvini50
México

- Sierra de Quila,
C. basiliscus Ext-1020
Tecolotlan, Jalisco

C. basiliscus Ixtlahuacéan, Colima Ext-19
C. tzabcan Mérida, Yucatan IBTHK253
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9.3 Cuantificacién proteica de venenos

Las muestras de veneno se encontraban liofilizadas, por lo que se pesaron cantidades
de 5-10 mg para resuspender en 1 mL de PBS (NaCl 0.14 M, KCI 3 mM, NaH2PO4 10
mM, KH2PO4 1.7 mM. pH.7.2) y asi, se procedi6 a cuantificar los venenos a través de las

siguientes técnicas:

e Absorbancia 280 nm (A 280): Las muestras anteriormente resuspendidas, fueron
diluidas en el mismo buffer para su cuantificacion por A 280 nm. Esta técnica, se
basa en la presencia de aminoacidos aromaticos cuya absorcibn maxima es a esa
longitud de onda. Para la interpretacion del resultado, se asumi6 que una unidad
de absorbancia es equivalente a 1 mg/mL en una cubeta de 1 cm de longitud.

e Acido bicinconinico (BCA): Las muestras de veneno en dilucion fueron procesadas
por el método de BCA utilizando el kit de cuantificacion de Pierce®. El fundamento
de esta técnica consiste en la medicion de la colorimetria producida por la
reduccion de Cu?* a Cul* por parte de las proteinas en un medio alcalino y la
detecciéon de Cul* por el acido bicinconinico. De esta manera, el complejo
BCA/Cul* exhibe una alta absorbancia linear a 562 nm, la cual es directamente
proporcional a la concentracidbn de proteina (Ver anexo ). Los valores de
cuantificacion obtenidos con esta técnica, fueron empleados para la realizaciéon de

los siguientes experimentos, salvo en algunas excepciones indicadas.

Finalmente, todos los stocks de veneno cuantificado fueron almacenados a -70°C.

9.4 Geles SDS-PAGE de venenos

Con la finalidad de identificar los componentes proteicos de los venenos utilizados en el
presente estudio, se realizaron electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Esta técnica permite visualizar la migracion vertical
de un conjunto de proteinas de acuerdo a su peso molecular. Asi, se prepararon geles al
15 % y se corrieron en condiciones reductoras (con B-mercaptoetanol) y no reductoras.
Después, se cargaron 25 pg de cada veneno por cada carril, en una camara de

electroforesis marca BIO-RAD® en un voltaje constante de 120 V. Terminada la
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separacion, se tifieron los geles durante toda la noche con azul brillante de Coomasie R-
250 y se destifieron con solucion de destincion (Ver anexo II).

9.5 Hiperinmunizacién de conejos y obtencion de suero

Los sueros de conejo ya se encontraban disponibles en el laboratorio del Dr. Alejandro
Alagén Cano. El esquema de inmunizacion consisti6 en la inoculacién subcutanea
quincenal (desde el mes de julio hasta octubre del 2016), de tres conejos machos de la
cepa Nueva Zelanda con clave de bioterio de 86, 87 y 88, fungiendo como inmundgeno
el veneno completo de C. simus, el cual fue inyectado en cantidades crecientes partiendo
de 5 hasta 6,000 pg/conejo en un total final de 13.88 mg/conejo. Se empled adyuvante
incompleto de Freund (IFA) e hidroxido de aluminio (ALUM) de manera alterna hasta la
penudltima sangria del esquema de inmunizacion (Tabla 2). Asi, las sangrias fueron
obtenidas mediante la puncién de la vena marginal de la oreja para colectar ~2 mL de
sangre, la cual fue centrifugada para aislar el suero, mientras que la ultima sangria (dia
150), se realiz6 por medio de puncion cardiaca administrando Ketamina y Xilacina, de
acuerdo con las recomendaciones de anestecia por el bioterio del IBt, finalmente el suero

de los tres conejos fue mezclado (pool de suero).

Tabla 2. Esquema de inmunizacién de tres conejos con el veneno completo de C. simus.

D05|s

11-06-16 Preinmune

21 01-07-16 1 IFA e i
28 08-07-16 2 5 ALUM e -
49 22-07-16 3 25 IFA sC 242
63 05-08-16 4 100 ALUM e -
77 19-08-16 5 250 IFA e 3ra
91 2-09-16 6 500 ALUM sC -
105 27-09-16 7 1,000 IFA SC 4t
108 30-09-16 8 2,000 ALUM sC -
119 14-10-16 9 4,000 IFA SC e
133 28-10-16 10 6,000 S/A e -
150 14-11-16 Pool

IFA: Adyuvante incompleto de Freund; ALUM: Hidréxido de aluminio; SC: inyeccién via subcutanea; S/A:

sin empleo de adyuvante; -: dia sin toma de sangria.
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9.6 Purificacion de proteinas del veneno de C. simus

La obtencién de las fracciones proteicas del veneno de C. simus se realizé por
cromatografia de exclusién molecular, empleando una columna de 2 m de altura con 0.9
cm de diametro con Sefadex G-75, como medio de filtracion, hasta 1.9 m de altura y con
un rango de separacion molecular de 3 a 80 kDa. Asi, se cargaron 100 mg de veneno
liofilizado de C. simus resuspendidos en 1.8 mL de buffer PBS con un flujo de 13.8 mL/h.
La recoleccion se llevé a cabo con un colector de 78 tubos marca BIORAD® modelo 2128.
Una vez obtenidos los tubos, se les midid A 280 nm con ayuda de un espectrofotdmetro
marca Agilent® 8453. Seguidamente, se resté la absorbancia de 320 nm a los valores de
280 nm para eliminar la turbidez de las muestras y se realiz6 una gréfica con los valores
de absorbancia y mL eluidos. Posteriormente, los tubos pertenecientes a un mismo pico
se mezclaron y se les realizé didlisis contra acetato de amonio 20 mM utilizando una
membrana de corte de poro de 3 kDa durante toda la noche a una temperatura de 4°C.
Al dia siguiente, se cuantific6 cada fraccibn por A 280, posteriormente las muestras
congeladas en nitrégeno liquido, fueron liofilizadas utilizando una liofilizadora Freezone
2.5 marca LABCONCO® a una temperatura de -50°C y una presion constante de 5.5 Pa.
Finalmente, se resuspendieron las fracciones con PBS y se corrieron geles SDS-PAGE

al 12.5% para verificar el estado de purificacion.

9.7 Purificacion de familias proteicas del veneno de C. simus por RP-HPLC

Obtenidas las fracciones del veneno por cromatografia de exclusion molecular, se
procedi6 a purificar las metaloproteasas, serinoproteasas y la subunidad B de crotoxina,
por cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC), utilizando un
equipo marca Agilent1100® y una columna analitica tipo C-18 (250 x 4.6 mm) marca
GRACE®. De esta manera, 5-13 mg de cada fracciéon obtenida por exclusién molecular
fueron diluidos en 1.8 mL de agua con &cido trifluoroacético (TFA) al 0.1 % (solucién A)
y se cargd la muestra a una velocidad de 1 mL/min con un gradiente establecido de
solucion B (Acetonitrilo con 0.1% de TFA) de: 0% durante los primeros 5 min, 0-15% en
10 min, 15-45% en 60 min, 45-70% en 10 minutos y 70% en los dltimos 5 min.
Seguidamente, los picos de absorbancia medidos a 280 nm y 214 nm descritos por Neri

et al. (2013), fueron recolectados en tubos eppendorf para juntar los voliumenes
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manualmente. Seguidamente, los volumenes de los tubos mezclados fueron dializados
contra PBS usando una membrana de corte de poro de 3 kDa para su posterior
cuantificacion por BCA 'y A 280 para el caso de la sub. B de crotoxina (¢=1.74). Por ultimo,
se corrieron geles SDS-PAGE 12.5 %, y las muestras fueron mantenidas a -70°C, para
los siguientes ensayos de reconocimiento por ELISA. Por otro lado, una muestra de
crotamina del veneno de C. d. terrificus ya se encontraba disponible en el laboratorio y

fue utilizada para los ensayos descritos a continuacion.

9.8 Determinacion de reconocimiento mediante ELISA

Con la finalidad de detectar los anticuerpos especificos hacia cada veneno evaluado, se
llevé a cabo el ensayo ELISA de tipo indirecto con el disefio mostrado en la figura 14.
Para ello, las familias proteicas previamente purificadas, asi como todos los demas
venenos fueron utilizados en una concentracion de 5 pg/mL en buffer de sensibilizado
(100 mM de NaHCOs, pH 9.5), afadiendo 100 pL por pozo a placas de ELISA marca
Thermo Scientific® (96 pozos) a excepcion de la columna 12 que fungié como control.
Después de 1 h de incubacion (37°C), las placas fueron lavadas con buffer de lavado (50
mM de Tris-HCI pH 8, 150 mM de NaCl, 0.05% de Tween 20) y se agregaron 200 pL de
solucién de blogueo (50 mM Tris-HCI pH 8, 5mg/mL gelatina, 0.02% de Tween 20) para
dejar la placa en incubacion a 4°C por toda la noche. Al dia siguiente, la placa fue lavada
y se coloco el suero de cada sangria de conejos en dilucion inicial de 1:10 y/o 1:50 en
buffer vehiculo (50 mM de Tris-HCI pH 8, 0.5 M de NaCl, 1 mg/ mL de gelatina, 0.05% de
Tween 20) en un volumen de 150 pL en los pozos de la columna 1 mientras que a los
demas pozos solo se le colocaron 100 pL de la solucién vehiculo. Inmediatamente, se
realizaron diluciones seriadas 1:3 para dejar todos los pozos con 100 pL y se procedio a
incubar la placa por 1 h a 37°C. Para la fase de aplicacion del anticuerpo secundario,
lavada la placa, se procedié a aplicar 100 pL/pozo del anticuerpo comercial Goat-anti
rabbit IgG HRP conjugated marca Thermo Scientific® en diluciéon 1: 4,000 en buffer
vehiculo para dejar incubar por 1 h a 37°C. Finalmente, para la fase de revelado, se lavo
la placa e inmediatamente se aplicaron 100 pL/pozo de solucién de revelado (buffer para

ABTS + ABTS y 0.02% de H2032) y la reaccion se dejo correr por 15 min a temperatura
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ambiente e inmediatamente se leyd la absorbancia a 405 nm utilizando un

espectrofotometro de ELISA marca Magallan® (Ver anexo ).

="
Sustrato '

ABTS . E_n_ !

=

G (Goat anti-rabbit IgG HRP

Qs | de conejo anti-C. simus

3 Q /d G Veneno

Placa de ELISA sed

Figura 14. Ensayo ELISA indirecto para detecciéon de anticuerpos (Modificado de: Wild 2013).

9.9 Purificacion de Ig por el método de acido caprilico

Con la finalidad de conocer el porcentaje de anticuerpos especificos hacia el veneno de
C. simus, primero se purificaron las Ig generales del pool de suero de conejo por el
método de &cido caprilico. Asi, 5 mL del suero de fueron mezclados con 5 mL de PBS y
se ajusto6 el pH a 5 con acido acético 3 N. Seguidamente, se colocaron 0.4 mL de acido
caprilico (CsH1602) para alcanzar una concentracion final de 4 % (V/V) con la mezcla
anterior (ver anexo V). Después, se dejo la muestra en agitacion constante a temperatura
ambiente por 6 h. Pasado el tiempo de agitacién y una vez observado el precipitado de
alblmina y otras proteinas propias del suero, se procedié a centrifugar la muestra a
12,000 rpm por 15 min a una temperatura de 4°C. El sobrenadante con los anticuerpos,
fue filtrado con una membrana millipore® hidrofilica de 0.45 um y el precipitado
conservado en refrigeracion. Posteriormente, se dializaron los anticuerpos contra PBS y
se cuantifico el total de proteina por A 280 (¢=1.4) para correr geles SDS-PAGE (12.5%)

y verificar el estado de purificacién de los anticuerpos.
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9.10 Preparacion de columna de afinidad con veneno de C. simus.

Una vez conocida la proporcion aproximada de anticuerpos generales presentes en el
pool de suero de conejo, se procedio a determinar los especificos hacia el veneno de C.
simus. Para ello, primero se prepar6 una columna de afinidad de la siguiente manera. 0.8
g de resina CNBr 4B Sepharosa® fue mezclada con 10 mL de buffer de suspensién de
resina (HCI 1mM) y se mantuvo por 15 min en agitacion a temperatura ambiente.
Posteriormente, se separ6 la resina utilizando papel filtro sobre un soporte de porcelana
con el fin de remover finos y ésta se mezclé con 8.1 mg del veneno de C. simus en un
volumen final de 10 mL con buffer de carbonato de sodio (NaHCOs 0.1 M + NaCl 0.15
M), después, se centrifugd una pequefia alicuota a 3,000 rpm por 3 min y se cuantifico el
sobrenadante (A 280) para determinar el porcentaje de veneno acoplado a la resina, y
asi traspasar la resina en una columna de cromatografia de afinidad. Por otro lado, las
columnas con metaloproteasas, serinoproteasas y crotoxina (subunidad B) del veneno
de C. simus, ya se encontraban en el laboratorio. Asi, todas las columnas fueron
mantenidas a 4°C en buffer de lavado (Tris HCI 100 mM + 0.5 M de NacCl, pH:8), y 0.05%
de azida de sodio (NaNs), para evitar contaminacion de hongos, hasta su utilizacion en

los siguientes experimentos (Ver anexo V).

9.11 Determinacion de Ig anti-C. simus por cromatografia de afinidad

Con el proposito de hacer una estimacién de los anticuerpos especificos hacia el veneno
de C. simus y de las familias proteicas que lo conforman, se realizaron
inmunopurificaciones por afinidad. Asi, una vez lavada la columna de cada antigeno, con
solucion de lavado (Tris HCI 100 mM + 0.5 M de NaCl, pH:8), se agreg6 1 mL del pool de
suero de conejos y el volumen eluido fue pasado 2 veces mas a la columna para asegurar
el pegado de los anticuerpos hacia el veneno. Después de realizar lavados y asegurar un
valor de A 280 cercano a 0 del volumen eluido, se procedi6é a pasar 6 mL de buffer de
elusion (100 mM éacido acético) seguido de 6 mL buffer amortiguador (Tris HCI 1 M, pH:8)
y el volumen eluido fue colectado en tubos eppendorf con 200 pL de solucidn
amortiguadora, seguidamente se midié A 280 (¢=1.4) a cada tubo y aquellos con un valor
mayor a 0.01 fueron mezclados para determinar la concentracion neta de Ig especificos.

Asimismo, la estimacion de anticuerpos hacia cada familia proteica del veneno también
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fue calculado a partir de 1.5 mg de Ig anti-C. simus bajo las mismas condiciones de

inmunopurificacion (Ver anexo VI).

9.12 Reconocimiento por Western-blot de Ig anti-C. simus hacia venenos

El reconocimiento lineal de los anticuerpos hacia los venenos utilizados en el presente
estudio también fue evaluado. Asi, 5 pg de cada veneno fueron corridos en un gel SDS-
PAGE al 15 % de poliacrilamida en condiciones reductoras. Terminada la corrida, el gel
fue transferido a una membrana de nitrocelulosa (Trans-blot 0.45um Bio Rad®) colocando
tres papeles filtro por debajo, seguido del gel y la membrana de nitrocelulosa, ademas de
otros tres papeles filtro por encima. Inmediatamente, se realiz6 dicha preparacion en una
camara semi-humeda HEP-1 owl® para comenzar la electrotransferencia a corriente
constante de 420 mA por 1 h con buffer de transferencia (39 mM glicina, 48 mM Tris-
base, 0.037% SDS, 20% metanol). Después, la membrana se colocé en agitacion
constante a temperatura ambiente toda la noche con buffer TBST (10 mM Tris-HCI pH:
7.5, 150 mM de NaCl, 0.05 % Tween-20) + 5% de leche descremada Svelty® con la
finalidad de bloquear sitios inespecificos para los anticuerpos. Al dia siguiente, se le
dieron cinco lavados a la membrana con solucién TBST y se dej6 incubar 1 h con Ig anti-
C. simus en una concentracion de 2 pg/mL en 10 mL de buffer TBST. Después, se
volvieron a realizar lavados y se dejo incubar la membrana por 1 h, esta vez con el
anticuerpo secundario Goat anti-rabbit IgG HRP en dilucion 1: 3,000 en 10 mL de solucién
TBST. Finalmente, se volvid a lavar la membrana y se revel6 con 3 mL de buffer TMB
(Thermo®), parando la reaccién con lavados de agua destilada hasta verificar una clara
tincion de bandas (Ver anexo VII). Paralelamente, se corrié un gel SDS-PAGE testigo
bajo las mismas condiciones, salvo que se corrieron 25 ug de cada veneno y 15 ug de

crotamina, y éste se tifié con azul de Coomassie R-250.

9.13 Reconocimiento por Western-blot de Ig anti-crotoxina hacia crotamina

Con la finalidad de responder a la pregunta de investigacion sobre la comparticion de
epitopes entre crotoxina y crotamina, se realizaron dos ensayos de inmunotransferencia
de tipo Western-blot bajo el mismo procedimiento descrito anteriormente, variando que,

en estos ensayos se cargaron 5 pg del veneno de C. d. terrificus y 3 pg de crotamina en
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los geles SDS-PAGE transferidos. En el primer ensayo, el anticuerpo primario consistio
en Ig anti-crotoxina purificadas anteriormente en una concentracion de 1ug/mL en 10 mL
de buffer TBST, y el anticuerpo secundario empleado fue el Goat anti-rabbit IgG AP
millipore® en dilucién 1: 3,000. Por otro lado, en el segundo ensayo, como anticuerpo
primario se empleo el anticuerpo monoclonal hacia crotamina con clave 5D1, obtenido
por Fernando Losoya, en una concentracion de 10 pg/mL en 10 mL de Buffer TBST y
como anticuerpo secundario se utilizé el Goat anti-mouse 1gG AP millipore® en dilucién
1. 2,000. Ambos ensayos de Western-blot fueron revelados con 10 mL del kit de
BCIP/NBT kit invitrogen®. Paralelamente, se corrié un gel SDS-PAGE testigo con 20 ug

del veneno de C. d. terrificus y 5 ug de crotamina bajo las mismas condiciones descritas.

9.14 Reconocimiento por ELISA de Ig anti-crotoxina hacia crotamina

La actividad cruzada de reconocimiento conformacional de anticuerpos anti-crotoxina
hacia crotamina también fue evaluado por el ensayo ELISA, para ello se realizaron los
mismos pasos que la seccion descrita con anterioridad salvo que el sensibilizado de placa
se realiz6 con crotamina y sub. B de crotoxina por separado, y el anticuerpo primario, que
en este caso fueron los Ig anti-crotoxina purificados anteriormente por afinidad, fueron
empleados aplicando una concentracion inicial de 33.3 pg/mL vy, de igual manera, se
realizaron diluciones seriadas 1:3 para seguir con la fase de aplicacion de anticuerpo

secundario y el revelado bajo las condiciones ya descritas.

9.15 Determinacion de Dosis letal media (DLso) de venenos

Para evaluar el grado de toxicidad de los venenos liofilizados de C. basiliscus y C. s.
salvini se determind la dosis letal media (DLso). Asi, se inyectaron grupos de 3 ratones de
la cepa CD-1, en la vena caudal lateral por via intravenosa con diferentes cantidades de
veneno disuelto en PBS para inyectar un volumen maximo de 0.5 mL/raton. Después de
24 h se tomo lectura de mortalidad de cada grupo experimental. Por otro lado, la DLso del
pool de venenos de C. simus y del ejemplar de C. tzabcan fueron determinadas por Neri
et al. (2013), la cual fue de 3 pg/raton y 155.9 ug/ratdn, respectivamente, mientras que la
DLso del veneno de C. d. terrificus ya se encontraba calculada en el laboratorio con un

valor de 3 pg/raton.
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9.16 Determinacion de potencia neutralizante (DEso) del suero de conejos

Para evaluar la potencia neutralizante del pool de suero de la ultima sangria contra el
veneno de todas las especies, es necesario retar el suero contra 3DLso del veneno. Para
ello, cantidades equivalentes a 3DLso del veneno completo de cada especie fueron
incubadas con diferentes volumenes de suero durante 30 min a 37 °C. Seguidamente, se
inyectaron ratones de la cepa CD-1 via intravenosa y después de 24 h, se tomo lectura
de la sobrevida de cada grupo experimental. Con el proposito de evaluar la actividad
cruzada neutralizante de este suero hacia la principal actividad de crotamina, se
inyectaron bajo las mismas condiciones 490 pL del pool de sueros contra 10 ug de esta
toxina y se observaron los ratones durante 10 min. Asimismo, se inyectaron tres ratones
con la misma cantidad de crotamina con 70 ug de anticuerpos anti-crotoxina/raton.
Paralelamente, se realizaron controles inyectando dos ratones con 0.5 mL de suero y
PBS.

9.17 Ensayo rescate tras envenenamiento experimental por C. simus

Con la finalidad de evaluar la capacidad del suero de conejos para neutralizar la letalidad
del veneno de C. simus después de determinados tiempos de evolucion de un
envenenamiento experimental, se procedié a realizar experimentos de tipo rescate tras
la inyeccion de 3DLso de este veneno por cada raton. Asi, grupos de 3 ratones fueron
inyectados por via intravenosa con dosis de 9 pg del veneno de C. simus en un volumen
final de 0.5 mL con PBS. Después de 5, 15 y 50 min se inyectaron, por la vena que no
habia sido punzada previamente, 500 pL del pool de suero de conejos por cada raton del
grupo experimental y se tomd lectura de la tasa de supervivencia a las 24 h después de
la aplicacion del suero. De la misma manera, se empled el antiveneno comercial
Antivipmyn® (Lote: B-2H-22) resuspendido en 10 mL de PBS/vial. Cabe destacar, que
Gnicamente se procedi6 a calcular la DEso de los antivenenos evaluados en el tiempo
transcurrido de envenenamiento que mejor lo permitid el ensayo. Asimismo, bajo las
mismas condiciones de rescate, se inyecto un grupo de ratones solamente con PBS para

descartar posibles efectos negativos por dicho buffer.
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9.18 Analisis estadistico

Los datos obtenidos para la determinacion de la DLso y la DEso fueron analizados de
acuerdo a Casasola et al. (2009), graficando el porcentaje de mortalidad (DLso) 0
supervivencia (DEso) en funcion de la dosis de veneno o antiveneno inoculado expresado
en logaritmo, para ello se utilizé el método de regresion no lineal tipo sigmoidal de dosis-
respuesta con el software GraphPad Prism® Version 6.01. Por otro lado, el valor de titulo
de reconocimiento definido como; la dilucién del suero en la cual se encuentra el 50 %
del maximo de reconocimiento (A 405 nm) hacia el veneno, fue calculado graficando los
datos obtenidos de la prueba ELISA en funcién del logaritmo de la dilucion del suero
evaluada y la absorbancia obtenida para, de igual manera, obtener una curva sigmoidal
empleando el software previamente mencionado (Figura 15). Finalmente, se realizaron
de 2-3 repeticiones intraensayo para el calculo de titulo (ELISA), y los resultados del
reconocimiento del suero hacia los venenos heterdlogos fueron analizados mediante
ANOVA de un solo factor para determinar diferencias estadisticamente significativas
(a=0.05).

2.9

A 405 nm

Log dilucion

Figura 15. Ejemplo de ajuste de regresion sigmoidal dosis-respuesta mediante GraphPad Prism® a
partir de datos obtenidos por ensayo ELISA. Se observa la interpolacion del valor de titulo (linea
punteada del eje de las abcisas) a partir del 50 % del maximo de absorbancia (linea punteada del eje de
las ordenadas). Nota: cada punto en la curva representa un valor de absorbancia obtenido por cada dilucion

del suero evaluada.
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10. Resultados

10.1 Perfiles electroforéticos SDS-PAGE de venenos estudiados

Con la finalidad de identificar los componentes proteicos de los venenos utilizados en el
presente estudio se realizaron geles SDS-PAGE. Asi, un total de seis venenos
pertenecientes a cinco especies fueron procesados (Figura 16). En términos generales,
todos los venenos presentaron componentes de alto, mediano y bajo peso molecular.
Dentro de las proteinas de alto peso molecular destacan las metaloproteasas P-Ill las
cuales se encuentran en una proporcion variable al mostrarse distintos grados de tincion
de la banda de ~60 kDa, ademas de posibles L-amino oxidasas o hialuronidasas en la
banda de peso molecular de ~140 kDa. Por el lado de los componentes de mediano peso
molecular se encuentran las serinoproteasas cuya banda es notoria en el peso molecular
de ~35 kDa, ademas, de posibles metaloproteasas P-I presentes en el peso molecular de
~23 kDa. Finalmente, con respecto a la regién de bajo peso molecular, destacan las PLA2
con corrimiento de ~14 kDa y una banda de 10 kDa para el veneno de C. s. salvini, misma
gue pudiera tratarse de una miotoxina. Paralelamente, en el veneno de C. d. terrificus y

C. basiliscus 19 destaca la banda de crotamina con corrimiento anémalo de ~10 kDa.

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

o 250-
150- 150- — o
100- 100- —
75 [ 75- —
SO-| A -— e -- 50- . - e . -'
o Pl 1 37.

- D e - 5 e NS e G —
T - PesE— 20 R -‘

. 10-

10- - ‘-

Figura 16. Perfiles electroforéticos de venenos utilizados en este estudio. SDS-PAGE al 15 %,
condiciones reductoras (izquierda) y no reductoras (derecha), 25 pg/carril. 1: Marcador de peso molecular;
2: C. simus; 3: C. d. terrificus; 4: C. s. salvini; 5: C. basiliscus 19; 6: C. basiliscus 1020; 7: C. tzabcan.
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10.2 Cromatografia de exclusién molecular del veneno de C. simus

Los componentes del veneno de C. simus fueron obtenidos por cromatografia de
exclusion molecular (Figura 17). Asi, 100 mg de este veneno fueron cargados a la
columna obteniéndose un total de seis fracciones, las cuales representaron el 85.4 % de
la cantidad inicial. Asimismo, todos los componentes observados en el gel SDS-PAGE
del veneno completo fueron recuperados en las fracciones I-VI obtenidas por exclusion
molecular, a excepcion de las ultimas dos fracciones donde no se obtuvieron

componentes proteicos importantes del veneno tras no evidenciarse bandas tefiidas en

los geles.
A)
S S el R N el

(mL) (mL/tubo) (%)

B -0 9.2 0.73 6.8 0.84 6.8
11222 10.8 1.76 19 0.9 19
23247 22 1.81 39.9 0.92 39.9

482 63 14.2 0.19 2.7 0.95 2.7

64a85 20 0.5 10 0.95 10

86298 11.2 0.63 71 0.86 71
98 87.4 - 85.4 - 85.4

MP VC FI FI* Fli* FIV FV FVI

250
B) it
e -

’° Fi

25 »

20 15 - -
E 10
§1.5 MP VC FI FI* FII"FIV FV FVI

1.0

0.5

0.0
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Volumen (mL)

Figura 17. Cromatografia de exclusion molecular del veneno de C. simus. A) Rendimiento de corrida.
B) Fracciones cuantificadas. C) SDS-PAGE (12.5 %), condiciones reductoras (arriba) y no reductoras
(abajo). MP; VC: 20 ug de C. simus; FlI: 7 ug; Fll: 7 pg; Flll: 10 pg; FIV: 10 pg; FV: 4 ug; FVI: 4 ug.
-2 No aplica; * fraccién procesada por RP-HPLC; U.A.: Unidades de absorbancia.

36

——
| —



10.3 Obtencion de familias proteicas del veneno de C. simus por RP-HPLC

Habiendo obtenido una separacion de los componentes proteicos del veneno de C.
simus, se procedio a purificar las familias proteicas mas importantes que conforman este
veneno por RP-HPLC (Figura 18). De este modo, las metaloproteasas fueron purificadas
a partir de la FIl de exclusion molecular presentando un pico de elusidén de gran tamafio
después de los 80 minutos de la corrida. Seguidamente, la sub. B de crotoxina y las
serinoproteasas fueron purificadas de la Flll de exclusion molecular. Por un lado, la sub
B. de crotoxina mostré un pico de elucion a los 52 min de corrida, mientras que las
serinoproteasas eluyeron a los minutos 61 y 69. Finalmente, sOlo se observaron las

bandas correspondientes a cada familia proteica en los geles SDS-PAGE (Figura 18.D).

A)
Fraccion de A : .

: Cantidad Metaloproteasas Serinoproteasas Crotoxina sub. B
el cargada (mg) urificadas (mg) urificadas (mg) urificada (mg)
molecular & 8 P & P 6 P 8

[ A | 13 0 0
G 5 0 13 2
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Figura 18. Purificacion de principales familias proteicas del veneno de C. simus. A) Rendimiento de
corridas de RP-HPLC. B) RP-HPLC de fraccion Il para purificacion de metaloproteasas (MET). C) RP-HPLC
de fraccion Il para purificacion de serinoproteasas (SER) y sub. B de crotoxina (CRO). La linea punteada
indica el gradiente de acetonitrilo. D) SDS-PAGE al 12.5 %, condiciones reductoras (lzquierda) y no
reductoras (derecha). VC: 25 ug de veneno C. simus; MET: 13.9 ug; 4 ug de SER; CRO: 4.32 ug.
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Titulo

10.4 Evolucion de titulos de reconocimiento de sueros de los tres conejos hacia el
veneno de C. simus

Con respecto a la evolucién de los titulos de reconocimiento hacia el veneno homologo de los
sueros de los tres conejos, se puede observar que el titulo mas alto se encontré en el dia 77 para
los conejos 86 (57,463) y 88 (32,426), mientras que para el conejo 87 se presento en el dia 119
(48,296). Por otro lado, en cuanto al reconocimiento de los sueros de cada conejo hacia las
familias proteicas del veneno de C. simus, el conejo 86 presentd, para todas las sangrias, titulos
mas altos para metaloproteasas y, a pesar de tener pesos moleculares distintos, los titulos de
reconocimiento para las serinoproteasas y para la sub. B de crotoxina se mantuvieron casi
idénticos. Los titulos del conejo 87 mantuvieron un patrén semejante al observado en el conejo
86 salvo que los titulos mas altos se encontraron en la pendltima sangria (dia 119). Asimismo,
los titulos mas altos para el conejo 88 correspondieron a aquellos hacia las metaloproteasas
(Figura 19).
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Figura 19. Evolucién de titulos de reconocimiento (ELISA) de los sueros de los tres conejos hacia

el veneno completo de C. simus y familias proteicas.
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10.5 Purificacion de anticuerpos especificos hacia el veneno de C. simus

Respondiendo a la pregunta sobre qué cantidad de anticuerpos especificos hacia el
veneno homaologo se generaron en los conejos inmunizados, se realizo la purificacion de
Ig especificas del veneno. Para esto, el primer paso de purificacion contemplé la
separacion de las Ig generales del pool de suero de conejos por el método de acido
caprilico. Asi, se determind una concentracion de Ig en el suero de 2.8 mg/mL, siendo
este valor confiable dado el grado de purificacion adecuado, al separar la mayor parte de

proteinas propias del suero, como la albumina (Figura 20.A).

Posteriormente, se prepard una columna de afinidad con 8.1 mg del veneno de C. simus,
obteniendo un rendimiento de acoplamiento de 84%. A esta columna se le hizo pasar 1
mL del pool de suero de conejos para obtener la proporcién de Ig anti-C. simus, la cual
fue de 0.84 mg/mL de suero. Seguidamente, tomando la porcién de Ig anti-C. simus como
un 100%, se realiz6 una estimacién de los Ig especificos hacia las familias proteicas mas
importantes de este veneno, empleando una columna de afinidad para cada una de éstas.
Cabe destacar que esta estimacion se realizé retando directamente en cada columna, 1
mL del pool de sueroy 1.5 mg de Ig anti-C. simus purificados previamente. Primeramente,
la purificacion directa con suero crudo arroj6é un porcentaje de 35%, 21.4% y 28.5% para
los anti-metaloproteasas, anti-crotoxina sub. B y anti-serinoproteasas, respectivamente
(Figura 20.B). Por otro lado, la purificacion a partir de 1.5 mg de Ig anti-C. simus resultd
en los siguientes porcentajes: 31.3% (anti-metaloproteasas), 14% (anti-crotoxina sub. B)

y 42.6% (anti-serinoproteasas) (Figura 20.C).
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Figura 20. Purificacion de anticuerpos hacia el veneno completo de C. simus y familias proteicas.
A) Grado de purificacion de anticuerpos generales del pool de sueros de conejo mediante la técnica de
acido caprilico. SDS-PAGE al 12.5 %, condiciones reductoras (lzquierda) y no reductoras(derecha), 15
pg/carril: 1: marcador de peso molecular; 2: Pool de sueros de conejos; 3: pellet precipitado; 4: Ig
purificadas en suspension. B) Interpretacion en grafica de pastel de cromatografia de afinidad a partir de 1

mL de suero crudo corrido en cada columna. C) Interpretacion en grafica de pastel de cromatografia de
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10.6 Western-blot del veneno homoélogo y heterélogos

Para conocer el grado de reconocimiento de estructura primaria de cada componente de
los venenos utilizados por parte de las Ig anti-C. simus se realizé una inmunotranferencia
tipo Western-blot (Figura 21). Los resultados obtenidos confirman un 100% de
reconocimiento hacia cada componente del veneno homodlogo dada la tincién de todas
las bandas de este veneno. La mayor parte de bandas reconocidas también fue
observada en el veneno de C. d. terrificus, C. tzabcan y C. basiliscus 1020. Sin embargo,
en la regién de bajo peso molecular destaca el reconocimiento hacia crotamina en el
veneno de C. d. terrificus con una banda bien marcada de 10 kDa a comparacion del
veneno de C. basiliscus 19, en el cual dicha banda apenas es perceptible al igual que la
banda de ~15 kDa. Asimismo, en el carril 4 correspondiente al veneno de C. s. salvini

destaca la ligera tincion de bandas de los componentes de 10 kDa y ~15 kDa.
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Figura 21. Western-blot de Ig anti-C. simus hacia venenos. A) SDS-PAGE al 15 % testigo, condiciones
reductoras 25 pg/carril a excepcién del carril 8 (5 pg): 1: Marcador de peso molecular; 2: C. simus; 3: C. d.
terrificus; 4: C. s. salvini; 5: C. basiliscus 19; 6: C. basiliscus 1020; 7: C. tzabcan; 8: crotamina B) SDS-
PAGE al 15 % transferido a membrana de nitrocelulosa, 5 pg/carril bajo el mismo orden. Anticuerpo
primario: 2 ug/mL de anticuerpos anti-C. simus. Anticuerpo secundario: Goat-anti-Rabbit HRP en dilucion
1:3,000. Revelado: 3 mL TMB®.
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10.7 Western-blot de crotamina por medio de Ig anti-crotoxina

Para descartar que el reconocimiento cruzado hacia crotamina evidenciado en el ensayo
anterior pudiera ser debido a un ruido de sefial, se procedié a realizar un nuevo ensayo
Western-blot, utilizando anticuerpos policlonales anti-crotoxina purificados del suero y un
anticuerpo monoclonal hacia crotamina con clave 5D1 disponible en el laboratorio. Asi,
en la figura 22, se puede observar que los anticuerpos evaluados si mostraron

reconocimiento lineal hacia la sub. B de crotoxina y la crotamina del veneno de C. d.

terrificus.
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Figura 22. Western-blot de Ig anti-crotoxina y anticuerpo monoclonal de crotamina hacia el veneno
completo de C. d. terrificus y crotamina. A) SDS-PAGE al 15 % testigo, condiciones reductoras: 1:
Marcador de peso molecular; 2: 20ug de C. d. terrificus; 3: 5 pg de crotamina. B) SDS-PAGE al 15 %
transferido a membrana de nitrocelulosa: 5 ug de C. d. terrificus y 3 g de crotamina, bajo el mismo orden.
Anticuerpo primario: 1 pg/mL de anticuerpos anti-crotoxina. Anticuerpo secundario: Goat-anti-Rabbit AP
millipore® en dilucion 1:3,000. Revelado: 10 mL del kit BCIP/NBT invitrogen®. C) SDS-PAGE al 15 %
transferido a membrana de nitrocelulosa bajo mismas cantidades y mismo orden que B. Anticuerpo
primario: 10 pg/mL de anticuerpos monoclonales anti-crotamina 5D1. Anticuerpo secundario: Goat anti-

mouse AP millipore® en dilucién 1:2,000. Revelado: 10 mL del kit BCIP/NBT invitrogen®.
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10.8 Reconocimiento y pruebas de neutralizacion hacia crotoxinay crotamina

Dado el resultado anterior de reconocimiento hacia una toxina no presente en el veneno
homoélogo y de suma importancia médica, se decidi6 evaluar el reconocimiento y
neutralizacion de la actividad caracteristica de esta miotoxina por parte de Ig anti-
crotoxina. De este modo se determind que el reconocimiento de Ig anti-crotoxina hacia
crotoxina es hasta 30 veces mayor al observado en crotamina. Sin embargo, la actividad
de esta miotoxina no fue neutralizada por las Ig anti-crotoxina, ain cuando se retaron 450
uL del pool de suero y 70 pg de Ig anti-crotoxina contra 10 pug de crotamina/raton (Figura
23).

A)
2.0+
-& Crotoxina sub. B

-+ Crotamina

A 405 nm

B)

Titulo pg de Ig Neutralizacién

Toxina anti-crotoxina I.C. 95% de actividad
(ELISA)
Crotoxina sub. B 0.496 0.999 0.46 2 0.53 Si
Crotamina 14.96 0.999 13.32a16.8 No

Figura 23. Titulos de ELISA y neutralizacion de actividad de Ig anti-crotoxina hacia la sub. B de
crotoxinay crotamina purificada del veneno de C. d. terrificus. A) Ajuste sigmoidal dosis-respuesta de
absorbancias obtenidas por ELISA. B) Valores de titulo en pg Ig anti-crotoxina, valores de intervalo de
confianza (I.C.) y coeficiente de determinacién (R?). Neutralizacién de actividad de toxinas. 10 pg de

crotamina retados con 450 pL de pool de suero y 70 g de anticuerpos anti-crotoxina/raton.
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10.9 Reconocimiento y neutralizacion del pool de suero hacia el veneno

homadlogo y venenos heterdlogos

Las evaluaciones de reconocimiento y neutralizacion del pool de suero (Gltima sangria)
se muestran en la figura 24. El valor de titulo hacia las familias proteicas mas importantes
del inmundgeno fueron muy cercanos para las serinoproteasas y la sub. B de crotoxina,
los cuales no mostraron diferencias estadisticas significativas (P>0.05), mientras que el
titulo de reconocimiento hacia las metaloproteasas permanecié por encima de las otras
dos familias proteicas evaludas. Por otro lado, el valor de titulo de reconocimiento del
pool de sueros hacia el veneno completo homologo fue alto y mostré diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05) con un valor de 84,108, mientras que el valor de
titulo mas bajo se present6 hacia el veneno de C. tzabcan (40,958), seguido de C. s.
salvini (41,516) y C. basiliscus 1020 (48,886). Finalmente, los venenos de C. basiliscus
19 y C. d. terrificus fueron reconocidos por el mismo pool de sueros con valores de titulo
de 51,334 y 54,516, respectivamente.

Una vez realizados los ensayos de reconocimiento, se procedié a calcular la potencia
neutralizante del pool de suero retando cantidades diferentes preincubadas con 3DLso
fijas de cada veneno (Figura 24.C). Asi, todos los venenos fueron neutralizados en
diferente magnitud, a excepcion del veneno de C. tzabcan con el cual, aun cuando se
evalué con un maximo de volumen de suero (425 L) e inclusive contra 2DLso del veneno
no se logré obtener porcentajes de sobrevida. Con respecto a los venenos neutralizados,
se obtuvieron valores muy bajos de DEso para el veneno homoélogo (7.9 pL/ 3DLso)
seguido del veneno de C. s. salvini (13 pL/3DLso) y C. basiliscus 1020 (28.9 pL/3DLso),
mientras que, interesantemente, los valores mas altos de DEso se obtuvieron para
aquellos venenos con crotamina: C. basiliscus 19 (37.2 pL/3DLso) y C. d. terrificus (56.7
pL/3DLso). Asimismo, tomando en cuenta la concentracion de Ig anti-C. simus en el pool
de suero calculada anteriormente (0.84 mg/mL), se realizé la conversion para obtener los
mg de estos anticuerpos que neutralizan 1 mg del veneno completo. Los valores
obtenidos con esta conversion indican, ordenados de manera descendente, una mayor
cantidad de anticuerpos necesarios para la neutralizacion de: C. d. terrificus > C.

basiliscus 19 > C. s. salvini > C. simus > C. basiliscus 1020.
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Titulo 3DLsoiv. DEsoiv. DEsoiv. DEsoi.v.
(ELISA) (pg/ratén) (pL de suero/3DLsg) (DLso/mL de suero) (mg de Ig anti-C. simus / mg veneno)
A 7.9
C. simus 84,108 9 (7.328.6) 380 0.7
C. d. terrificus 54,890 9 2.7 53 5.3
G . (56.3 2 57) :
o 13
C. s. salvini 41,516 82 (12.3213.8) 231 1.3
s 37.2
C. basiliscus 19 + 51,334 15.9 (36.3238.1) 81 2
C basiliscus 1020 - 48,886  53.8 28.9 104 0.4
it 7 . (26.93 31) .
C. tzabcan 40,958  467.7 > 425 N.D. N.D.

Figura 24. Reconocimiento y neutralizacion del pool de suero hacia veneno homoélogo y
heterdlogos. A) Titulos de reconocimiento (ELISA) hacia las familias proteicas purificadas del veneno de
C. simus B) Titulos de reconocimiento (ELISA) hacia el homdlogo y venenos heterdlogos. C) Actividad
cruzada de reconocimiento y neutralizacion del pool de suero hacia todos los venenos.

*. Diferencia significativa con n=2 (P<0.05); +: veneno con 28.8% crotamina y 6.8% crotoxina; -: veneno
con 0% crotamina y 6.1% crotoxina; N.D.: No determinado; i.v.: inyeccion intravenosa; ( a ): intervalos de

confianza 95%.
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10.10 Ensayo rescate tras envenenamiento experimental por C. simus

Con el objeto de simular la condiciobn de aplicacion de antiveneno después de
determinado tiempo de evolucion de un envenenamiento por C. simus, se realizaron
experimentos de rescate evaluando un antiveneno comercial y el pool de suero de
conejos en un modelo murino. Asi, en la figura 25 se puede apreciar que las potencias
neutralizantes en tiempo 0 (preincubacion) de ambos antivenenos fue muy parecida con
valores de 5y 7.9 uL/3DLso para el antiveneno Antivipmyn®y el pool de suero de conejos,
respectivamente. Asimismo, la capacidad de inhibicion de la letalidad después de 5
minutos de un envenenamiento por 3DLso del veneno de C. simus por ratén, fue muy
semejante para ambos antivenenos con valores por encima de 400 pL/raton. No obstante,
ninguno de los dos antivenenos pudo neutralizar la misma dosis de veneno tras 15 y 50
minutos de envenenamiento ya que, aun retando con el maximo de antiveneno (500 pL),
los ratones presentaban los mismos patrones de envenenamiento que el control negativo
con puro veneno: pardlisis flacida a los 100 min y, eventualmente, aunque con retraso, la
muerte. Es importante sefialar que el grupo control inoculado solamente con PBS no

mostré mortalidad en tiempo cero ni en los diferentes tiempos de rescate.

Tiempo de envenenamiento (min) por C. simus 3DLsoiv./ratén

(1]
(Preincubacién)

5 443.5
i ®
Antivipmyn (426) (417 2 471) >500 >500
DEsoiv.
3DLsoi.v.
(ut/ ) Pool de 79

suero. de (7.328.6) 400-500 >500 >500
conejos

Figura 25. Ensayo rescate con antiveneno a diferentes tiempos tras envenenamiento por 3DLso del
veneno de C. simus. DEsp por preincubacion de veneno y antiveneno (tiempo 0): Incubacién a 37°C
durante 30 min utilizando 9 pg del veneno de C. simus mezclado con Antivipmyn® o pool de suero de
conejos en PBS para completar un volumen final de inyeccién de 0.5 mL/raton. DEsotipo rescate, utilizando
Antivipmyn® o pool de suero de conejos, tras 5, 15 y 50 min de envenenamiento por 3DLso/raton del veneno
de C. simus.

i.v.: inyeccion intravenosa; ( a ): intervalos de confianza 95%.
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11. Discusién

11.1 Perfiles electroforéticos de venenos

En el caso particular del continente americano, el accidente ofidico ha resultado en un
incidente delicado de tratar dada la gran diversidad de especies de serpientes,
principalmente de la familia Viperidae, como es el caso de las serpientes endémicas del
continente americano pertenecientes al género Crotalus. Asimismo, la variacion de los
venenos a nivel inter e intraespecifico es un tema que ha causado interés cientifico por
la investigacion biomédica con el objetivo de mejorar los antivenenos, pero también por
las dicotomias de magnitud de envenenamiento que se pueden presentar en casos de

ofidismo.

De esta manera, en la presente investigacion se emplearon los venenos de dos especies
bien estudiadas como es el caso de C. simus (Neri et al., 2013; Valdés, 2013; Durban et
al., 2017; Hernandez, 2017) y C. d. terrificus (de Roodt, 2002; Oguiura et al., 2009;
Calvete et al., 2010), ademas de 3 venenos parcialmente estudiados: C. tzabcan (Neri et
al., 2013; Durban et al., 2017), C. basiliscus (Segura et al., 2017) y C. s. salvini (Dobson
et al., 2017).

En los perfiles electroforéticos de cada veneno se presenciaron los componentes
proteicos descritos por los autores anteriormente mencionados. No obstante, destacan
los venenos de C. basiliscus ya que ambos individuos, entre otros componentes,
presentaron crotoxina, pero la muestra 19 (Colima) también present6 crotamina debido a
gue el efecto foca fue observado en los ensayos con ratones, resultado que se corrobora
con una determinacién del 28.8% de esta miotoxina para dicha muestra de veneno
mediante RP-HPLC (Neri, comunicacion personal, 8 de Julio del 2017). Estos resultados
podrian ser homélogos con los patrones de presencia de crotamina en las subespecies
de C. durrisus en Suramérica, debido a que se ha reportado que poblaciones con
distribucion simpatrida mantienen un nimero variable de copias del gen codificante de
crotamina (Crt-p1) en la region telomérica del cromosoma 2, mientras que las poblaciones
en distribucion peripatrida no presentan copias de dicho geny, por lo tanto, no contienen
crotamina en su veneno (Oguiura et al., 2009). Sin embargo, el veneno de C. basiliscus

debe ser méas estudiado.
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11.2 Evolucion de titulos de reconocimiento hacia el veneno completo de C.
simus

Dada las variaciones importantes en los venenos, resulta fundamental formular las
mejores mezclas de inmundgenos que, en conjunto, generen anticuerpos neutralizantes
del veneno de diferentes especies y sus poblaciones. Una alternativa para solucionar
este problema, ha sido evaluar la respuesta humoral que genere un animal
hiperinmunizado con los venenos comunmente empleados en la generacion de
antivenenos comerciales procedentes de diferentes regiones geograficas e inclusive,
actualmente, se busca la manera de incluir el veneno de neonatos de estas especies en

la mezcla de inmundgenos (Neri, comunicacion personal, 15 de noviembre del 2017).

En el presente trabajo se evalud la capacidad del inmundgeno C. simus, especificamente
con distribucion en el estado de Veracruz en México, para generar anticuerpos que
reconozcan y neutralicen otros venenos del mismo caracter neurotoxico. Ademas, es
importante mencionar que, segun nuestro conocimiento, este es el primer estudio de
evaluacion de la respuesta inmune humoral de un animal inmunizado con el veneno de

C. simus.

Cabe destacar que durante el esquema de inmunizacion se emplearon adyuvantes, los
cuales tienen la capacidad de formar una emulsion en el sitio de inoculacién, lo que
genera una lenta liberacion del antigeno agilizando su reconocimiento por macrofagos y
células dendriticas para su presentacion a los linfocitos, ademas de que se vean
implicados en la conversién del antigeno soluble a una forma mas viable para fagocitosis

por parte de los macrofagos, células dendriticas y células B (Lambrecht et al., 2009).

En cuanto a la evolucion de titulos de reconocimiento hacia el veneno completo de C.
simus, los valores obtenidos en el presente estudio fueron parecidos a los reportados por
Clissa et al. (1999), quienes reportan valores de titulo de 48,000 en sueros de conejos
inmunizados con el veneno de C. d. terrificus. Sin embargo, nuestros valores fueron muy
bajos respecto a los reportados por Fusco et al. (2015), quienes inmunizaron conejos con
el veneno completo de C. d. terrificus y reportaron valores de titulo de hasta 1 x 10%en la
tltima sangria obtenida al dia 150 tal como se hizo en este estudio. Lo anterior puede

deberse a que en la investigacion realizada por Fusco et al. (2015) se utilizaron 20 y 80
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mg/conejo de veneno totales durante todo el esquema de inmunizacion, mientras que en
el presente estudio se emplearon un total de 13.88 mg/conejo. Asimismo, es importante
destacar que existe variacion individual de generacion de anticuerpos inclusive en
animales de laboratorio, ya sea por un compromiso de respuesta inmune debido a una
lesion local no determinada, o a cierto grado de estrés provocado por la inyeccion
frecuente de estos organismos (Olvera, comunicacion personal, 4 de noviembre del
2017).

11.3 Evolucién de titulos de reconocimiento hacia familias proteicas de C. simus

Dadas las dosis tan pequefias de partida en el esquema de inmunizacién, no se
presentaron alteraciones patofisioldgicas en los conejos, sino por el contrario, se estimuld
una mejor respuesta inmune tras cada inyeccion. Tal como lo menciona Ledn et al.
(2011), las inmunizaciones con el veneno completo no garantizan la generacion
proporcional de anticuerpos especificos hacia cada componente del veneno, debido
principalmente, a la concentracion nativa en que cada grupo de toxinas se encuentra en

el veneno y los pesos moleculares que presentan.

Sin embargo, en esta investigacion se detectaron valores de titulo mas altos para las
metaloproteasas durante la evolucidon de la respuesta inmune humoral, asi como en la
sangria final, a comparacién con los dirigidos hacia serinoproteasas y crotoxina. Ademas,
estos datos correlacionaron con los rendimientos obtenidos por inmunopurificaciones de
afinidad a partir del suero crudo. Por tal motivo, lo anterior indica que el peso molecular
pudo haber sido el principal factor para la generacion de anticuerpos hacia cada

componente del veneno de C. simus bajo las condiciones de la presente investigacion.

Aunado a lo descrito anteriormente, la baja en los valores de titulo en la Gltima sangria
hacia las familias proteicas que componen el veneno homdélogo, también puede ser
resultado de la elevada produccion de anticuerpos policlonales, mismos que fueron cada
vez mas especificos, mediante la seleccion clonal de células plasmaticas, hacia los

componentes del veneno conforme avanzaban los refuerzos (inmunizaciones).
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11.3 Purificacion de anticuerpos hacia el veneno de C. simus

Para definir la proporcion de Ig anti-C. simus presente en el suero, primero se determiné
la proporcion de Ig°s generales que se presentaban en el mismo suero de conejo. El valor
de concentracion proteica de estas moléculas fue de 2.8 mg/mL de suero, lo cual fue
cercano con el valor reportado en la literatura para estos organismos (de manera natural)

el cual es de ~5-20 mg/mL de suero (Mage, 1998).

Por otro lado, la proporcion de anticuerpos especificos hacia el veneno de C. simus
observados en el presente estudio (30%), presenta mucho parecido con aquel obtenido
en caballo (~28%) (Alagén, comunicacion personal, 21 de noviembre del 2017). Lo
anterior, tiene mucha relevancia no soélo por lo ideal que puede ser el modelo de conejo
para estudiar inmunogenicidad de venenos neurotdxicos, sino también por la amplia
gama de ventajas que brinda este modelo para trabajo de laboratorio a comparacion de

un caballo.

La determinacién de anticuerpos especificos hacia cada familia proteica del veneno de
C. simus, se determind purificando dichos anticuerpos directamente desde el suero crudo
y a partir de 1.5 mg Ig anti-C. simus previamente purificados por afinidad. Asi, es
importante destacar que ambas vias de purificacion mostraron diferencias, lo cual puede
ser debido a que en la purificacion a partir de Ig anti-C. simus, existio cierta magnitud de
error por el hecho del probable pegado diferencial de los anticuerpos hacia los diferentes
componentes del veneno acoplados a la resina de sepharosa, por lo que las proporciones

calculadas con menor error fueron las realizadas a partir de suero crudo.

En cuanto a los porcentajes de anticuerpos hacia cada una de las tres familias proteicas
mas importantes del veneno de C. simus estimados por cromatografia de afinidad, se
puede observar cierto grado de correlacion con la deteccién de titulos de reconocimiento
por el ensayo ELISA, sin embargo, en esta ultima prueba se debe de tomar en cuenta el
pegado diferencial que posiblemente mostraron los distintos componentes del veneno a
las placas, y con ello el valor de titulo fue menor cuando se sensibiliz6 con cada familia
proteica, que cuando se sensibilizd con el veneno completo. No obstante, el hecho de
que el reconocimiento hacia el veneno completo haya sido hasta 8 veces mayor que la

suma del reconocimiento hacia las tres principales familias proteicas, que juntas
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representan el 72.1% del veneno completo (Neri et al., 2013), nos hace pensar que la
cantidad de epitopes brindados por el resto del veneno fue muy grande, y que ese
pequefio porcentaje pudo ser definitivo en el aumento de sefial en el ensayo ELISA,
porque ademas de acuerdo a las proporciones de Ig obtenidas por afinidad, el suero
crudo contenia hasta 16% de anticuerpos hacia los otros componentes del veneno. Estos
resultados confirman la importancia del uso del veneno completo para generar
antivenenos antiviperinos comerciales durante todo el esquema de inmunizacién, aun
cuando, actualmente, ya se han propuesto otro tipo de estrategias para este fin (Fusco
et al., 2015).

11.4 Reconocimiento conformacional y lineal cruzado hacia venenos heterélogos

La actividad inmunoldgica cruzada de antivenenos hacia venenos de serpientes que no
son empleados en el proceso de inmunizacion (heter6logos), es comun en serpientes
relacionadas taxonémicamente debido a la gran cantidad de epitopes antigénicos
conservados en los venenos de estos reptiles (Mebs y Kornalik, 1989; Harrison et al.,
2003, Casasola et al., 2009). Asi, en este estudio los anticuerpos anti-C. simus
reconocieron a los venenos de las especies: C. basiliscus, C. tzabcan, C. d. terrificus, que
se ha sugerido forman parte del complejo evolutivo durissus en el cual también se incluye
a C. simus (Wuster et al., 2005). En contraste, estos anticuerpos también reconocieron a
C. s. salvini, aun perteneciendo a un clado diferente que contiene a la especie altamente
neurotoxica C. tigris (Blair y SAnchez, 2016; Calvete et al., 2012).

En el ensayo de inmunotransferencia por Western-blot de los venenos heterdlogos
utilizando Ig anti-C. simus, se puede observar que la mayoria de los componentes de los
venenos fueron reconocidos. También se encontré reconocimiento cruzado hacia
crotamina del veneno de C. d. terrificus, molécula que no presenta el veneno de C. simus
con distribucion en el estado de Veracruz, aunque se ha detectado esta miotoxina en los
venenos de la misma especie con distribucion en el estado de Oaxaca (Neri et al., 2013).
Sin embargo, dicha deteccion no fue evidente para la crotamina de C. basiliscus 19, aun
cuando en el laboratorio se ha determinado que el veneno de este individuo tiene una
concentracion de crotamina de hasta 28.8% (Neri, comunicacion personal, 8 de Julio del
2017). Lo anterior indica que posiblemente, las moléculas de crotamina de C. basiliscus
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presentan una estructura molecular distinta, aunque actividad bioldgica similar a la de C.

d. terrificus, es decir, pudiera tratarse de moléculas crotamine-like.

11.5 Reconocimiento conformacional y lineal cruzado hacia crotamina

Con el objetivo de confirmar el reconocimiento cruzado hacia crotamina, se realizaron
inmunotransferencias con los anticuerpos anti-crotoxina previamente purificados y
anticuerpos monoclonales hacia crotamina disponibles en el laboratorio. Al respecto, este
ensayo ayudo a determinar que entre la sub. B de crotoxina y la crotamina, existe al
menos un epitope compartido, ya que una alineacion de residuos realizada con el
programa Clustal Omega®, tomando en cuenta los accesos NCBI® de AAF34911.1 y
POCG56.1, para crotamina y la sub. B de crotoxina, respectivamente, arrojé un 28.3% de
identidad entre ambas toxinas. Sin embargo, esta identidad no se encuentra en una
region especifica, son aminoacidos “salteados”, por lo cual este porcentaje no puede ser
considerado real. Ademas, las secuencias amino terminales de ambas toxinas son
totalmente distintas, por lo que como se puede ver en la figura 26, mas bien existen sitios
salteados de pocos aminoacidos con caracteristicas fisicoquimicas semejantes, y son
éstos los que determinan dicho grado de similitud entre ambas moléculas, provocando
que anticuerpos generados hacia una, también reconozcan a la otra molécula y

viceversa, presentandose un ejemplo de mimetismo antigénico entre estas toxinas.

Crotamina MKILYLLFAFLF-LAFLSE----PGNAYKQC-HKKGGHCFPK---EKICLPPSSDFGKM-

Crotoxina =  ----- HLLQFNKMIKFETRKNAVPFYAFYGCYCGWGGQGRPKDATDRCCFVHDCCYGKLA
*: * . * t, * *: * >E<>k: %k %k s *: . :>I<>EC:

Crotamina DCRWRWKCCKKG--SGK---------=- -~ - - oo m e e e e -

Crotoxina KCNTKWDIYRYSLKSGYITCGKGTWCEEQICECDRVAAECLRRSLSTYKNGYMFYPDSRC

Crotamina -------

Crotoxina RGPSETC

Figura 26. Alineamiento de residuos de la sub. B de crotoxina y crotamina por Clustal Omega®.
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Por otro lado, el reconocimiento por ELISA de los anticuerpos policlonales anti-crotoxina
hacia la crotamina, demostrd que el o los epitopes compartidos entre ambas moléculas
también conservan una estructura conformacional. Sin embargo, interesantemente estos
anticuerpos no neutralizaron la actividad caracteristica de esta miotoxina, cuya aparicion
es inmediata segundos después de la inoculacion a un raton, lo que quiere decir que los
anticuerpos no reconocieron la secuencia de residuos Tyrl y Lys2, que junto con Arg31
y Trp32, estan involucrados en la interaccion de crotamina con los canales de K*

dependientes de voltaje 1.1-3 (Peigneur et al., 2012).

La nula neutralizacion de la actividad de crotamina por anticuerpos anti-crotoxina, puede

explicarse por la estructura molecular y origen de ambas toxinas que se ve reflejado en
sus actividades bioldgicas totalmente distintas. Por un lado, crotamina es una miotoxina
compuesta por 42 aminoacidos, tres puentes disulfuro en un plegamiento tipo 3-defensina
(Laure, 1975; Coronado et al., 2013), ademas de que se ha sugerido que esta miotoxina
tiene origen evolutivo de péptidos antimicrobianos expresados en el cerebro del ancestro
comun del clado toxicofera (Fry, 2005; Whittington et al., 2006). Mientras que, por otro
lado, la crotoxina es un compuesto heterodimérico conformado por dos subunidades en
asociacion no covalente: una PLA: basica de 122 amino&cidos con actividad enzimatica
(subunidad B) y una PLA2z 4cida no enzimatica ausente de toxicidad llamada crotapotina
(subununidad A) (Doley y Kini, 2009), ambas moléculas de crotoxina tienen naturaleza
PLAzdel grupo Il y se ha sugerido que evolucionaron independientemente, a partir de un
péptido no toxico (Aird et al., 1985).

Finalmente, ningun otro trabajo habia reportado una comparticién antigénica entre la sub.
B de crotoxina y crotamina, lo que hace que los resultados observados en la presente
investigacion tengan mucha relevancia en términos bioquimicos, dado que, en la
generacion de un anticuerpo monoclonal hacia una, u otra de estas moléculas, dicho
anticuerpo no deberia reconocer este epitope compartido para su adecuada utilizacion
en diferentes ensayos inmunoquimicos como la detencion/cuantificacion de crotamina o

crotoxina en un veneno de vipérido que pudiera contener ambas moléculas.
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11.6 Potencia neutralizante del suero hacia venenos

De acuerdo a estandares de la organizacion mundial de la salud (WHO, 2016), la
estimacion de la DEso por la técnica de preincubacion de veneno y antiveneno es la
técnica mas apropiada para la evaluacion preclinica de los antivenenos comerciales. Asi,
en el presente estudio se logré neutralizar la letalidad y neurotoxicidad de los venenos de
C. simus, C. basiliscus, C. s. salvini e inclusive de la vibora de cascabel argentina C. d.
terrificus. Cabe destacar el hecho de que, durante los ensayos realizados para la
determinacion de la DEso hacia los venenos con crotamina (C. d. terrificus y C. basiliscus
19), la accion de esta miotoxina fue evidente para todos los casos, situacion que se pude
explicar por lo ya mencionado anteriormente. Sin embargo, la potencia neutralizante del
pool de suero hacia el veneno homologo fue mayor a la reportada por Fusco et al. (2015),
ya que estos autores al inmunizar conejos con el veneno de C. d. terrificus, determinaron
una DEso de 50 mg de Ig/mg de veneno hacia este veneno, mientras que en nuestra
investigacion se estimo6 una DEso de 0.7 y 5.3 mg de Ig/mg de veneno hacia el veneno de
C. simus y C. d. terrificus, respectivamente, lo cual puede explicarse porque la letalidad
de estos venenos depende en gran medida de la cantidad de crotoxina, y en base a
nuestras determinaciones, el pool de suero de conejos evaluado en este estudio contenia

hasta 21% de anticuerpos contra esta neurotoxina.

Respecto a la neutralizaciébn de los venenos neurotdxicos evaluados, un punto que
resulta importante destacar es la efectiva neutralizacion que presento el suero de conejo
hacia el veneno de la especie C. s. salvini cuyo valor de DLso fue el mas bajo a
comparacion de los otros venenos, ésto posiblemente debido por una alta concentracion
de crotoxina en este veneno, por tanto, se necesita mayor cantidad de anticuerpos anti-
crotoxina para su neutralizacion. Recientemente, Dobson et al. (2017) reportaron que el
antiveneno Antivipmyn® no neutraliza la actividad neurétoxica de este veneno en ensayos
ex vivo al retar 50 pL de antiveneno contra 15 pg de veneno (Dobson et al., 2017). Lo
anterior podria ser debido a que los inmundgenos empleados para la generacion de este
antiveneno comercial son los venenos de C. simus y B. asper, mientras que en nuestra

investigacién solo se emple6 el veneno de C. simus en el esquema de inmunizacion, y
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como se mencioné anteriormente, los anticuerpos generados hacia crotoxina

representaron hasta 21% con respecto a los generados hacia el veneno completo.

De igual manera resulta relevante la neutralizacion hacia el veneno de C. basiliscus ya
que en este estudio, el individuo 1020 contiene una concentracion de crotoxina muy
cercano al veneno estudiado por Segura et al. (2017), quienes ademas no reportaron la
presencia de crotamina en su investigcion. Sin embargo, en el laboratorio se han descrito
individuos de esta especie con crotamina en sus venenos, por lo que se utilizo el veneno
del individuo 19 en nuestro estudio, y fue éste mas el veneno de C. d. terrificus, los
venenos que requirieron mas mg de Ig anti-C. simus para su neutralizacién. Lo anterior
puede ser explicado por la elevada cantidad de crotamina presente en ambos venenos,
aunque por el lado de C. d. terrificus también es importante sefialar la gran proporcion de
crotoxina presente en su veneno (60%) (Calvete et al., 2010). Por otra parte, el hecho de
que fuera requerido menor cantidad de anticuerpos anti-C. simus para la neutralizacion
del veneno de C. basiliscus 1020 (sin crotamina) a comparacién del homdélogo, nos habla
del elevado parecido entre ambos venenos, coincidiendo con lo reportado por Segura et
al. (2017). No obstante, resulta interesante el veneno de C. s. salvini dada su probable
alta proporcién de crotoxina, caracteristica que podria ser aprovechada para generar
antivenenos mas eficientes contra la letalidad de crotalidos neurotdxicos, pero es

necesario realizar mas estudios con dicho veneno.

Sin embargo, a pesar de ser bien reconocido, el veneno del individuo de C. tzabcan no
fue neutralizado con el volumen maximo de suero que nos permitido evaluar el ensayo
(425 pL) e inclusive retando el mismo volumen contra 2 DLso, por lo que no se descarta
gue con cantidades mayores de suero se pudiera neutralizar la letalidad de este veneno.
Asi, dado que el veneno de C. tzabcan fue el menos letal (DLso=155.9ug/ratén)
comparado con los otros venenos evaluados en el presente estudio, los resultados
obtenidos resultan congruentes con lo observado por Sanchez et al. (2003), ya que al
neutralizar venenos poco letales, no es necesario hacer diluciones del veneno para
encontrar la dosis que mata al 50% de la poblacion, por lo que la cantidad de veneno
inoculado en 2 6 3DLso resulta muy alta y la cantidad de anticuerpos especificos a retar

muy baja. Asimismo, nuestros resultados también coinciden con las dificultades de
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neutralizacion por antivenenos comerciales hacia el veneno de Atropoides mexicanum
(Antanez et al., 2010) y A. nummifer (Garcia, 2016).

Cabe destacar que, aunque ha sido empleado como inmunégeno en la generacion de
antivenenos, ningun estudié habia sido realizado para medir la actividad cruzada de
antivenenos experimentales generados a partir del veneno de C. simus hacia el veneno
de otras especies con perfil neurotoxico distribuidas en México, aun a pesar de que los
antivenenos comerciales generados con este veneno ya habian sido reportados como
eficaces en la neutralizacion de venenos de diferentes especies de vipéridos con
distribucion en E.E.U.U. (Sanchez et al., 2003; Arce et al., 2003). Por lo tanto, nuestros
resultados apoyan la tendencia de utilizar el veneno de C. simus, procedente del estado
de Veracruz, como inmunégeno con fines de produccidén de antivenenos para México
debido a que el espectro de neutralizacion de los anticuerpos generados hacia los

venenos mas letales (neurotoxicos) es relevante.

11.7 Ensayo rescate tras envenenamiento experimental por C. simus

La evaluacién de la efectividad de un antiveneno en fase de produccion se ha basado en
el clasico ensayo de preincubacién del veneno y el antiveneno para su debida inyeccién
en ratones y lectura de supervivencia (WHO, 2016). No obstante, dado que se ha
reportado que esta técnica presenta bemoles al momento de estimar la dosis adecuada
de administracion a un paciente envenenado, se han sugerido los ensayos de tipo rescate
como un modelo mas proximo a la situacion real de un envenenamiento y, con ello, la

efectividad de un antiveneno aplicado en determinado tiempo (Baudou et al., 2017).

De este modo, en la presente investigacion se realizd un experimento de tipo rescate,
utilizando el suero de conejo y un antiveneno comercial, tras diferentes minutos de un
envenenamiento con 3DLso del veneno de C. simus, de igual manera en un modelo
murino. El primer paso consistié en determinar la DEso de Antivipmyn® mediante la técnica
de preincubaciéon que fue equivalente al tiempo cero en el rescate. Los resultados
demostraron que la potencia neutralizante en tiempo cero del antiveneno experimental
(DEso= 7.9 uL/3DLso) y el comercial (DEso= 5 pL/3DLso) fue muy cercana, datos que

coinciden con lo reportado por Rodriguez et al. (2006) quienes encontraron valores muy
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similares de potencia neutralizante hacia el veneno completo de C. d. terrificus utilizando
el antiveneno comercial anticrotalico de Argentina y suero de conejo inmunizado con

PLA: (incluyendo crotoxina) del veneno de la misma especie.

Mas adelante, nuestros hallazgos demostraron que existe una brecha de magnitud muy
agraviada conforme evoluciona el envenenamiento de la especie C. simus, debido a que
la DEso del antiveneno Antivipmyn®en tiempo 0 (preincubacién) fue hasta 89 veces menor
a la cantidad de este antiveneno necesario para salvar al 50% de la poblacion tras 5
minutos de la administracién de 3DLso de este veneno. Cabe destacar que un patrén
semejante fue observado para el rescate empleando el pool de suero de conejo.

Estos resultados sugieren que el tiempo puede resultar un factor crucial para la
neutralizacion de venenos de vipéridos neurotoxicos, debido a que se sabe que la
cantidad de crotoxina en circulacién sanguinea de un individuo envenenado por C. d.
terrificus disminuye significativamente a las 4 horas de la mordedura (Amaral et al., 1997).
Asimismo, se ha observado en el laboratorio, que la crotoxina llega a sus sitios diana en
cuestiéon de segundos en un modelo de envenenamiento por C. simus con borregos,
desapareciendo completamente del torrente sanguineo (Neri, comunicacién personal, 27
de noviembre del 2017). Por lo tanto, los datos de estos reportes correlacionan con lo
observado en el presente estudio, ya que probablemente para los tiempos mayores a 5
min, la crotoxina ya se encontraba profundamente distribuida en sus tejidos diana,

especificamente en los receptores pre-sinapticos de la unién neuromuscular.

Los resultados obtenidos en nuestra investigacion también demuestran que un
envenenamiento real por C. simus resultaria muy dificil de atender, situacion que podria
ser parecida a los otros venenos de caracter neurotoxico. No obstante, esto no sucede
en venenos no neurotéxicos, ya que un estudio elaborado por Vergara-Bahena (2010),
demostré que la DEso de Antivipmyn® mantiene valores muy cercanos entre el tiempo 0
(DEso=201pL/3DLso) y tras 8 min (DEso=228uL/3DLso) de un envenenamiento

experimental en ratones con el veneno de C. atrox.

A la par con nuestra investigacion, un articulo reciente ha demostrado que la potencia
neutralizante hacia el veneno de C. d. terrificus por parte de un antiveneno anticrotalico

producido por la empresa Henceforth INPB®, disminuye hasta 35 érdenes de magnitud
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en experimentos de tipo rescate a los 30 min en comparacion con los experimentos

clasicos de preincubacion (Baudou et al., 2017). Sin embargo, cabe destacar que el

hecho de que en nuestras manos el valor de DEso en tiempo 0 haya sido hasta 89 veces

menor que el calculado en el rescate a los 5 min, fue debido a la ruta de inyeccion

intravenosa para provocar el envenenamiento, ya que los componentes del veneno no se

enfrentaron a ninguna barrera fisioldégica y, directamente se encontraron en flujo

sanguineo, facilitando de esta manera, su accion sobre sus sitios diana. Por lo tanto,

seria necesario realizar otros exoperimentos de rescate en los que el veneno sea

inoculado por via intramuscular o intraperitoneal.

12. Conclusiones

v

v

El veneno de C. simus genero altos titulos de anticuerpos.

Las familias proteicas de las metaloproteasas generaron titulos de reconocimiento
por encima de las serinoproteasas y crotoxina, familias proteicas donde el valor de
titulo fue muy parecido.

La familia proteica de las metaloproteasas mostrd6 mayor capacidad antigénica en
comparacion a las otras dos familias mas importantes del veneno de C. simus.

Los anticuerpos policlonales de conejo anti-crotoxina reconocen a la crotamina por
ELISA y Western-blot, sin embargo, no neutralizan la actividad biolégica.

Los valores de titulo de reconocimiento hacia el veneno de C. simus fue mayor a
los obtenidos para los venenos heterdlogos.

El veneno de C. simus resulté ser buen inmundgeno para generar anticuerpos
neutralizantes de la actividad letal de los venenos heterélogos neurotdxicos
evaluados.

Los venenos con crotamina analizados en este estudio, requirieron mayor cantidad
del antiveneno experimental para ser neutralizados.

La letalidad del veneno no neurotoxico de C. tzabcan no fue neutralizada por el
suero de conejos.
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v El experimento de rescate con el suero de conejos y un antiveneno comercial
comprobd la dificultad de neutralizar la alta toxicidad del veneno de C. simus
cuando éste es administrado intravenosamente.

v Los conejos son buenos productores de anticuerpos contra el veneno de vipéridos
con componentes neurotoxicos.

13. Perspectivas

e Realizar un estudio similar con el veneno de B. asper.

e Realizar el estudio de la evolucién de titulos, implementando el veneno de crias
de C. simus en el esquema de inmunizacion y comparar con adultos.

e Determinar el o los epitope (s) compartido (S) entre crotoxina y crotamina.

e Determinar la proporcién de anticuerpos en antivenenos comerciales hacia las
principales familias proteicas de C. simus y B. asper.

e Realizar mas experimentos tipo rescate contra la letalidad de otros vipéridos
neurotdxicos de México y comparar diferentes vias de administracion del veneno
y antiveneno.
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15. Anexos

Solucién stock PBS 10x (NaCl 1.4 M, KCI 30 mM, NaH2P0O4100 mM, KH2PO4 17 mM.
pH.7.2)

Disolver 80 g de NaCl, 2 g de KClI, 14.4 g de NazHPO4y 2.4 g de KH2PO4en 800 mL de
agua destilada. Ajustar el pH a 7.2 con NaOH (10 N) y se afora a 1 L con agua destialda.
Para preparar solucion PBS1x de trabajo se mezclan 100 mL del stock 10x con 900 mL
de agua destilada.

Anexo |. Cuantificacion de proteinas por el método del &cido bicinconinico (BCA)
Materiales:

-Reactivo A: carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, acido bicinconinico, y tartrato de
sodio en 0.01M de hidroxido de sodio.

-Reactivo B: 4% de sulfato cuprico

-Albumina sérica bovina (BSA): solucion stock a 2 mg/mL en 0.9% NaCly 0.05% de azida
de sodio.

-Lector de ELISA con filtro de 570 nm con software Magallan®
-Micro placas de 96 pozos marca Falcon®

Preparacion de estandares (ST):

1.- Rotular 5 tubos de 2 mL con la siguiente enumeracién (la cual equivale a la
concentracion en pug/mL de BSA):

(1) 320 pg/mL

(2) 160 pg/mL

(3) 80 pg/mL

(4) 40 pg/mL

(5) 20 pg/mL

2.- Colocar 1 mL de PBS pH 7.2 deltubo 2 al 5

3.- A partir de una solucion stock de BSA (2 mg/mL), en el tubo 1 colocar:
*320 uL del stock de BSA

*1680 pL de PBS 1X

4.- Realizar Diluciones seriadas 1:2 partiendo del tubo 1 al tubo 5, esto es, transfiriendo
1 mL a cada tubo, mezclar pipeteando de 5 a 7 veces en cada ocasion.
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Preparacion de la muestra problema (MP).

1.-Decidir la dilucion en que debe prepararse la solucidén problema para que se encuentre
dentro del rango de la curva estandar (20 a 320 pg/mL), en un volumen suficiente para
hacer duplicados. Considerando 25 pL por pozo.

Preparacion de la mezcla de reaccion (MR).

1.-Determinar el volumen total de muestras, se debe tomar en cuenta el si éstas van en
duplicado, el nimero de blancos y la suma de todos (muestra + estandares + blancos) se
debe multiplicar por 200 pL, el resultado sera el volumen total de la mezcla de reaccion
requerido.

2.- Preparar MR mezclando 50 partes del reactivo A con una parte del reactivo B del kit
de Pierce®

Procedimiento para microplacas marca Falcon.

1.- Afadir 200 pL de MR a cada pozo

2.- Transferir 25 pL de cada muestra estandar (BSA) y de muestras problema en
diferentes pozos, incluir el buffer blanco en el cual estan diluidas las muestras y los
estandares. Mezclar dando ligeros golpes a la placa (nota: nunca sostener la placa por la
parte de abajo).

3.- Cubrir la placa con una tapa e incubar a 37°C por dos horas.

4 .- Leer la absorbancia en el lector de ELISA con un filtro de 570 nm utilizando el método
de BCA que se encuentra en el programa Magellan®

Anexo Il. Protocolo para electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
Soluciones:
-Solucion de acrilamida (30% de acrilamida + 0.8% bis-acrilamida).

Disolver 49.5 g de acrilamida y 1.32 g de bis-acrilamida en un volumen final de 165 mL
de agua desionizada Yy filtrar la solucion en una membrana hidrofilica.

-Amortiguador inferior (1.5 M de tris + 0.4% de SDS).

Disolver 18.7 g de Tris en 50 mL de agua desionizada y adicionar 2 mL de SDS al 20%.
Ajustar el pH a 8.8 con HCI concentrado y aforar a 100 mL. Se debe filtrar la solucion en
una membrana hidrofilica.

-Amortiguador superior (0.5 M de tris + 0.4% SDS).

Disolver 6.06 g de Tris en 50 mL de agua desionizada y adicionar 2 mL de SDS 20%.
Ajustar el pH a 6.8 con HCI concentrado y aforar a 100 mL. Se debe filtrar la solucion en
una membrana hidrofilica.
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-Amortiguador de corrida 10x (0.25 M tris + 0.19 M glicina + 0.1 % SDS).

Disolver 15.2 g de Trisy 72.1 g de glicina en 300 mL de agua desionizada y adicionar 25
mL de SDS 20%. Ajustar el pH a 8.6 con 10 M NaOH. Aforar a 500 mL.

-Amortiguador de Corrida desnaturalizante 5X. (10% glicerol + 2.5% SDS + 50 mM tris-
HCI, pH 6.8 + 5% 2 B-mercaptoetanol + 0.002% azul de bromofenol).

En un tubo marca Falcon de 15 mL, mezclar los siguientes volimenes: 2.5 mL de glicerol,
3.125 mL de SDS al 20%, 1.25 mL de 1M tris-HCI pH 6.8, 1.25 mL de 2- (-
mercaptoetanol, 0.5 mL de 1% azul de bromofenol y aforar a 10 mL con agua
desionizada.

-Persulfato de amonio al 10%.
Disolver 0.1 g de persulfato de amonio en 1 mL de agua desionizada.

-Solucién de tincién (25% isopropaanol + 10% &cido acético + 0.2% de azul de Coomasie
R-250).

Disolver 1 g de azul de Coomasie R-250 en 125 mL de isopropanol, 50 mL de &acido
acético y aforar a 500 mL con agua desionizada.

-Solucién para destefiir (10% metanol + 10% &cido acético).

Mezclar 400 mL de agua desionizada, 50 mL de metanol y 50 mL de acido acético.

Geles separadores de diferentes concentraciones

Reactivos 4% | 6% | 10% | 11% | 12% | 125% | 15% | 17% | 20%
Lower Buffer (mL) 15 15 15 15 15 15 15 15 15
Sol. Acrilaminda (mL) | 0.8 | 1.2 | 1.95 2.2 2.4 2.5 3 3.4 | 4.05
Agua destilada (mL) 3.7 | 3.3 | 255 2.3 2.1 2 15 1.1 | 0.45
TEMED (uL) 20 20 20 20 20 20 20 20 20
10% PSA (uL) 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Gel concentrador 4% Reactivos Volumen

Upper Buffer 0.63 mL
Agua destilada | 1.54 mL
Sol. Acrilamida | 0.33 mL
TEMED (uL) 15
10% PSA (uL) | 30
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Anexo lll. Soluciones para ensayo ELISA
-Buffer de sensiblizado (100 mM de NaHCOs3 pH 9.5)

Pesar 4.2 g de NaHCOgsy disolver en 450 mL de agua destilada. Ajustar el pH a 9.5 con
NaOH 5N en agitacion constante. Aforar a 500 mL y almacenar a 4°C.

-Buffer de bloqueo (50 mM Tris-HCI pH 8, 5mg/mL gelatina, 0.02% de Tween 20)

Preparar 100 mL de Tris HCI 50mM (5 mL de Tris-HCI 1M, 95 mL de agua destilada).
Pesar 0.5 g de gelatina y disolver en los 100 mL de Tris HClI 50 mM antes preparados,
para disolver es necesario calentar y agitar vigorosamente. Enfriar a temperatura
ambiente y agregar 200 pL de tween 20. Almacenar a 4°C o congelar para evitar
contaminacion.

-Buffer vehiculo (50 mM de Tris-HCI pH 8, 0.5 M de NaCl, 1 mg/mL de gelatina, 0.05%
de tween 20)

Tomar 25 mL de Tris-HCI 1M, pesar 14.5 g de NaCl, aforar a 500 mL con agua destilada,
pesar 500 mg de gelatina y disolver, para disolver es necesario dar pulsos de calor y
agitar vigorosamente. Enfriar a temperatura ambiente y agregar 250 uyL de tween 20.
Almacenar a 4°C.

-Buffer de lavado 10x (0.5 M de Tris-HCI pH 8, 1.5 M de NacCl)

Pesar 87.7 g de NaCl y disolver en 0.5 L de Tris-HCI 1 M pH 8, aforar a 1 L con agua
destilada.

-Buffer de lavado 1x (50 mM de Tris-HCI pH 8, 150 mM de NaCl, 0.05% de Tween 20)

Tomar 100 mL de Buffer de lavado 10x y diluir en 900 mL de agua destilada, agregar 500
uL de tween 20. Almacenar a 4°C.

-Solucion stock ABTS (ABTS 50 mg/mL)
Pesar 50 mg de ABTS y disolver en 1 mL de agua destilada. Almacenar a 4°C.
-Buffer para ABTS (70 mM de Citrato-Fosfato, pH 4.2)

Pesar 3.8 g de &cido citrico anhidrido y disolver en 200 mL de agua destilada (solucion
A). Pesar 10.7 g de NaHPO47H20 y disolver en 200 mL de agua destilada (solucién B).
Para preparar 0.5 L de buffer de ABTS se deben mezclar 147 mL de la solucién A con
103 mL de la solucion B, se debe asegurar que el pH de la solucion sea 4.2, después se
afora a 0.5 L con agua destilada. Para almacenar se debe congelar a -20°C.

-Solucion de revelado (Buffer para ABTS+ABTS y 0.02% de H202)

Por cada placa de ELISA, se deben mezclar 10 mL del buffer para ABTS con 75puL del
stock ABTS y 2 uL de H20:-.

70

——
| —



Anexo IV. Soluciones de purificacion de Ig por acido caprilico.
-Acido acético 3N

Tomar 1.72 mL AcOH glacial y aforar a 10 mL de agua destilada.

Anexo V. Soluciones para preparacion de columna de afinidad

-Buffer de suspension de resina (ImM HCI)

Tomar 3 pL de acido clorhidrico concentrado y aforar a 100 mL con agua destialda.
- Buffer de pegado a resina (NaHCO3 100 mM + NaCl 150 mM)

Disolver 0.84 g de NaHCOs con 0.876 g de NaCl en 50 mL de agua destilada y aforar a
100 mL.

Anexo VI. Soluciones para cromatografia de afinidad
-Buffer de lavado (Tris 100 mM pH 8 + 0.5 M NacCl)

Pesar 12.11 g de Tris y mezclar en 500 mL de agua destilada, ajustar el pH a 8 con HCI
concentrado y afiadir 29.22 g de NaCl para aforar la solucién a 1 L con agua destilada.

-Buffer amortiguador (Tris 1 M pH 8)

Pesar 121.1 g de Tris y mezclar en 1 L de agua destilada, ajustar el pH a 8 con HCI
concentrado.

-Buffer de elusién (100 mM &acido acético)

Tomar 28.6 mL de AcOH glacial y aforar a 1 L de agua destilada.

Anexo VII. Soluciones para Western-blot
-Buffer de transferencia (39 mM glicina, 48 mM Tris-Base, 0.037% SDS, 20% metanol)

Pesar 1.45 g de glicina, 2.9 g de Tris-Base, 0.185 g de SDS y disolver en 400 mL de agua
destilada para agregar 100 mL de metanol.

-Solucién TBST (10 mM de Tris HCI pH 7.5, 150 mM de NacCl, 0.05% de Tween 20)

Pesar 1.21 g de Tris y disolver en 0.5 L de agua ajustando el pH a 7.5 con HCI, mezclar
la solucion con 8.8 gramos de NacCl, agregar 500uL de Tween 20 y aforar a 1 L con agua
destilada.
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Abstract: Rattlesnake venoms may be classified according to the presence/absence and relative
abundance of the neurotoxic phospholipases Azs (PLAzs), such as Mojave toxin, and snake venom
metalloproteinases (SVMPs). In Mexico, studies to determine venom variation in Mojave Rattlesnakes
(Crotalus scutulatus scutulatus) are limited and little is known about the biological and proteolytic
activities in this species. Tissue (34) and venom (29) samples were obtained from C. s. scutulatus from
different locations within their distribution in Mexico. Mojave toxin detection was carried out at the
genomic (by PCR) and protein (by ELISA) levels for all tissue and venom samples. Biological activity
was tested on representative venoms by measuring LDsp and hemorrhagic activity. To determine the
approximate amount of SVMPs, 15 venoms were separated by RP-HPLC and variation in protein
profile and proteolytic activity was evaluated by SDS-PAGE (n = 28) and Hide Powder Azure
proteolytic analysis (11 = 27). Three types of venom were identified in Mexico which is comparable to
the intraspecific venom diversity observed in the Sonoran Desert of Arizona, USA: Venom Type A
(~Type 1I), with Mojave toxin, highly toxic, lacking hemorrhagic activity, and with scarce proteolytic
activity; Type B (~Type I), without Mojave toxin, less toxic than Type A, highly hemorrhagic
and proteolytic; and Type A + B, containing Mojave toxin, as toxic as venom Type A, variable
in hemorrhagic activity and with intermediate proteolytic activity. We also detected a positive
correlation between SVMP abundance and hemorrhagic and proteolytic activities. Although more
sampling is necessary, our results suggest that venoms containing Mojave toxin and venom lacking
this toxin are distributed in the northwest and southeast portions of the distribution in Mexico,
respectively, while an intergradation in the middle of both zones is present.

Keywords: Mojave Rattlesnakes; Mojave toxin; PLA>s; SVMPs; venom phenotypes; hemorrhagic activity
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