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Abreviaturas

Abszgonm  Absorbancia a 280 nanometros | mg Miligramo

ECso Concentracion efectiva media gr Gramo

DLs Dosis letal media mL Mililitro

______ Ig Inmunoglobulina L Litro

AcM Anticuerpo monoclonal s Segundo

MPM Marcador de peso molecular [Vs] Microgramo

PBS Buffer fosfato salino ML microlitro

TFA Acido trifluoroacético M Molar

C.d.t Crotalus durissus terrificus mM Milimolar

CA Subunidad acida kDa Kilo Dalton

CB Subunidad basica Da Dalton

PLA; Fosfolipasas tipo A; SDS-PAGE ' Electroforesis en gel de poliacrilamida
con dodecil sulfato de sodio

BSA Albumina sérica bovina ELISA Ensayo inmunoabsorbnte ligado a
enzima

F(ab’); Fraccion variable RP-HPLC  Cromatografia liquida de alta resolucion
en fase reversa

Fc Fraccion cristalizable IFA Adyuvante incompleto de Freud

COOH Regioén carboxilo terminal ALUM Hidroxido de aluminio

NH. Regiéon amino terminal HRP Enzima peroxidasa de rabano

OH Grupo hidroxilo DMEM Dulbecco modified eagles minimal
essential medium




1. Resumen

Crotalus durissus terrificus se distribuye unicamente en Sudamérica,
presentandose en Brasil, Uruguay, Argentina, Paraguay, Peru y Bolivia. Dentro del
veneno de C.d.terrificus se han reportado dos proteinas muy importantes,
Crotamina y Crotoxina.

La crotamina es un polipéptido pequefio compuesto por 42 aminoacidos y un peso
de 4.8 kDa con carga positiva. Se ha visto que esta proteina presenta en ratones
tanto propiedad citotdxica (necrosis muscular) como neurotdxica (paralisis rigida
en los miembros posteriores). Actualmente no existen reportes con informacién
precisa sobre el numero de accidentes ofidicos provocados por esta especie; sin
embargo, se han reportado algunos casos médicos en donde el cuadro clinico de
envenenamiento en humanos ocasionado por mordedura de C.d.terrificus
involucra problemas neurotdxicos. Entre estos se puede observar la presencia de
pesadez palpebral, ptosis y paralisis del musculo facial y respiratorio, asi como
problemas miotoxicos: dolor muscular difuso, orina roja, desfibrinogenacion e
insuficiencia renal; sintomas que son ocasionados tanto por crotoxina como por

crotamina.

Por otro lado, la presencia o ausencia de crotamina en diversos venenos de
especies mexicanas y sudamericanas, asi como su variacion en el porcentaje que
esta proteina presenta en dichos venenos de manera intra e interespecie, asi

como ontogenética, ha sido reportado por diversos autores.

En este trabajo se logré obtener dos anticuerpos monoclonales anti-crotamina del
veneno de C.d.terrificus por medio de hibridomas productores de anticuerpos
monoclonales anti-crotamina, utilizando células de bazo de ratones inmunizados
con bioconjugado de crotamina-BSA a distintas proporciones molares y células de

mieloma sp2.




Los dos anticuerpos monoclonales obtenidos reconocieron crotamina de
C.d.terrificus y de serpientes mexicanas de manera especifica, sin embargo sélo
uno es capaz de utilizarse para identificacion y medicién cualitativa de crotamina
en venenos de especies del género Crotalus. Asi mismo, se encontro
reconocimiento cruzado de ambos anticuerpos monoclonales anti-crotamina hacia
crotoxina; proteina presente en el veneno de serpientes del género Crotalus, lo
cual hace suponer que crotoxina y crotamina tienen epitopes compartidos entre si.




2. Introduccion

2.1 Serpientes a nivel mundial y taxonomia

En el mundo existen 10,711 especies de reptiles, de las cuales 3, 691 (34.4%)
son serpientes; aproximadamente el 23.4% (864) de estas especies se
distribuyen en México, siendo el segundo pais con mayor diversidad en reptiles.
Los reptiles se clasifican en 4 6rdenes: Crocrodylia (cocodrilos), Testudines
(tortugas), Sphenodontia (tatuaras) y Squamata (lagartijas y serpientes) (Uetz et
al., 2018).

Dentro de las serpientes existen 3 familias importantes a nivel de salud:
Elapidae, Colubridae y Viperidae (Flores-Villelay Garcia- Vazquez., 2014). Los
vipéridos son un grupo de serpientes venenosas con un par de colmillos
moviles, retractiles y huecos que forman parte del hueso maxilar superior
(denticion solenoglifa). Los miembros de esta familia, presentan un cuerpo
robusto y cabeza triangular debido a la presencia de un par de musculos
compresores y un par de glandulas de veneno conectadas hacia los colmillos
por medio de un par de conductos, y que al momento de morder, las glandulas
son presionadas por los musculos expulsando el veneno a través de los

colmillos (Figura 1) (Mackessy., 2010).

Glandula accesoria
B ) de veneno Ducto secundario

Glandula Ducto primario
de veneno

Maxila

Epiteliosecretor Veneno
almacenado

o W Glandula de veneno -
ey~

Figura 1. Aparato venenoso de una serpiente de la familia Viperidae. A) Glandula de veneno,
fotografia de C. Rex. B) Esquema de aparato venenoso en Vipéridos. Imagenes tomadas y
modificadas de Stephen P. (2010), y Mackessy (2010).

Glandula de Glandula accesoria
veneno de veneno




2.2 Subfamilia Crotalinae

Dentro de la familia Viperidae se encuentra la subfamilia Crotalinae, la cual se
caracteriza por presentar dos fosetas loreales localizadas por debajo de las
narinas; que ayudan principalmente a localizar a sus presas y defenderse de
depredadores por medio de la temperatura (Figura 2) (Caldwell y Vit., 2014 y
Castro et al., 2015). Algunas especies de este grupo son las responsables de
generar mas del 90% de envenenamientos en el continente americano: siendo
las mas imporantes las nauyacas (Bothrops sp.) y las serpientes de cascabel
(Crotalus sp. y Sistrurus sp.) (de Roodt et al., 2005).

Figura 2. Fosetas loreales de Crotalus culminatus. Fotografia tomada de Castro et al., (2015).




2.3 Serpientes de cascabel

Las viboras de cascabel se encuentran exclusivamente en el continente
americano, presentandose desde el Sureste de Canada hasta el Sureste de
Argentina. El nombre de este grupo se deriva del griego kpotaAov Krotalon,
refiriéndose al cascabel presente en el apice de su cola (Figura 3) (Durban et
al., 2017). En el continente americano se distribuyen 45 especies de serpientes
del género Crotalus y unicamente 3 especies del género Sistrurus. En México
se encuentran 40 especies del género Crotalus y una especie del género
Sistrurus (S. tergeminus) (Uetz et al., 2018).

Figura 3. Crétalo presente en serpientes del género Crotalus. Fotografia tomada de Castro
et al., (2015).




2.4 Crotalus durissus terrificus

Crotalus durissus terrificus (Laurenti, 1768) es considerada una subespecie de
Crotalus durissus, distribuyéndose unicamente en Sudamérica, desde el Sur de
Brasil, Uruguay, Norte de Argentina, Paraguay, Bolivia llegando hasta Peru
(Figura 4) (Santoro M.L, et al., 1999; Uetz et al., 2018; Santos H.L., et al.2019;
Remuzgo C, et al., 2000).

Pacifico

Atlantico

Figura 4. Mapa de distribucion de C.d.terrificus en el continente Sudamericano. Imagen
tomada y modificada de Colina et al., (2012).




Con respecto a la morfologia, C.d.terrificus presenta las mismas caracteristicas
de cualquier vipérido: cuerpo alargado y robusto, cabeza triangular, un par de
fosetas loreales, denticion solenoglifa representada por un par de colmillos
huecos y moviles conectados a glandulas de veneno y un cascabel en la parte
final de su cola (Figura 5). Su alimentacién esta dada principalmente por
mamiferos pequefios (ratas, ratones y ardillas) (Campbell y Lamar, 2004).

Figura 5. Cria de C. durissus terrificus. Fotografia tomada de Uetz (2018).

2.5 Venenos de serpientes

Un veneno se define como la mezcla compleja de compuestos organicos e
inorganicos, principalmente proteinas y al momento de internalizarse por
cualquier via a otro organismo; interfiere, dafa o altera uno o mas procesos
fisiologicos y bioquimicos, ocasionando paralisis, muerte y pre-digestion del
mismo (Arbuckie. K., 2015 y Lomonte et al., 2014).

2.6. Proteinas de importancia médica del veneno de C.d.terrificus

Dentro del veneno de C.d.terrificus se han reportado dos proteinas muy
importantes, crotamina y crotoxina. La crotoxina es uno de los componentes

neurotoxicos bien descritos, contribuyendo con el 44.7% en la composicion total




del veneno (Neri. C et al., 2013). Con un peso de 14 kDa , heterodimérica,
conformada por dos subunidades (Figura 6): 1) una subunidad acida (Sub A),
conocida como “Crotapotina” (CA), con un peso molecular de 9.4 kDa, carece
de actividad enzimatica y no es toxica, formada por tres péptidos pequefios
unidos por puentes disulfuro (Aird et al., 1985) y, 2) una fosfolipasa de tipo A
(PLA2) conocida como “subunidad basica” (Sub B), téxica y con actividad
catalitica, conformada por 122 aminoacidos con un peso molecular de 14.4 kDa.
Al estar unidas ambas moléculas presentan una actividad sinérgica,
promoviendo la toxicidad de crotoxina, debido a que la crotapotina funciona
como chaperona de la PLA;, favoreciendo la union de PLA; con el botdn
presinaptico, que inhibe la liberacion de acetilcolina e impide la comunicacién
con la placa neuromuscular, y por lo tanto, evita la contraccion muscular (Faure
et al., 2011). En ratones de laboratorio genera pardlisis flacida en miembros
posteriores y muerte por falla respiratoria, ocasionado por el bloqueo
neuromuscular periférico (Chang y Lee., 1977).

A) B)
basic PLA; CB subunit ¢~ ’v/\ \
5 N—"7 é 4
2 ¥ 7 3
< ‘ \"\ ’\ 1’.3;9 a\‘ : '\
PLAS PLA, Hffﬂ \\\\J f ’/‘ 1 p
g L A J
Y &
Non-covalent complex kt < Y dnﬁ? }
(Crotoxin) \ N acidic CA subunit

Figura 6. Estructura y conformacion de crotoxina. A) Esquema de crotoxina donde se
observan las dos subunidades que la conforman. Crotaponina, formada por tres péptidos
unidos por enlaces disulfuro y la subunidad fosfolipasa. B) Estructura 3D de crotoxina por
cristalografia de rayos X. Imagenes tomadas de Aird et al. (1985), Faure et al. (2011).




Otra proteina dentro del veneno en vipéridos es la crotamina, clasificacada
como miotoxina. Son pequenos péptidos de 42 a 45 aminoacidos, que inducen
dano irreversible en las fibras musculares (mionecrosis) (Lomonte et al., 2003).
La crotamina se aislé por primera vez en 1947 utilizando el veneno de la
serpiente de cascabel C. durissus fterrificus, resultando ser el segundo
componente mayoritario dentro del veneno de esta especie contribuyendo con
el 38% (Goncalves & Polso., 1947, Neri C., 2013).

La crotamina es un polipéptido pequefio compuesto por 42 aminoacidos y un
peso de 4.8 kDa (Goncalves & Polso,. 1947; Coronado et al., 2013), cargada
positivamente al contener 11 residuos basicos (2 argininas y 9 lisinas) y 6
cisteinas que forman 3 puentes disulfuro, con un plegamiento homaologo a otras
miotoxinas de otros venenos y un arreglo estructural similar a a- y B-defensinas
(Figura 7) (Ganz and Leher., 1998; Dimarcq et al., 1998). Se han descrito 2
isoformas de crotamina activas, donde, el unico cambio en la secuencia de
aminoacidos es la sustitucion de una leucina por isoleucina en la posicion 19;
ambas isoformas presentan una DLsy de 0.5 mg/kg por ratén (Toyama et al.,
2000; Ponce-Soto et al., 2007; Kerkis et al., 2014).
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Figura 7. Estructura y conformacién de la crotamina. A) Estructura terciaria de la crotamina.

Region amino (N) y carboxilo (C) y puentes disulfuro (residuos de cisteinas) en amarillo. B)

Residuos altamente hidrofébicos en rosa y residuos cargados positivamente en azul. C)

Secuencia de aminoacidos y puentes disulfuro de crotamina. Imagenes tomadas de Coronado et

al. (2013), Kerkis et al. (2014).
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La crotamina presenta propiedades tanto citotoxicas como neurotéxicas. Por un
lado, se ha propuesto que la actividad citotoxica (necrosis muscular) es debida
a la internalizacion celular y despolarizacién de la mitocondria (Kerkis et al.,
2004; Kerkis et al., 2014). Al mismo tiempo, la actividad neurotdxica en ratones
es evidente e inmediata, presentandose una serie de espasmos musculares
que generan paralisis rigida en los miembros posteriores. Esto se explica por
una despolarizaciéon del potencial de membrana en células del musculo
esquelético, afectando a los canales de K™ dependientes de voltaje (Kv1.1-1.3)
(Peigneur et al., 2012).

2.7. Proteinas no neurotoxicas en el veneno de C.d.terrificus

Existen proteinas no neurotoxicas en el veneno de C.d.terrificus, tales como
proteasas, serinoproteasas y metaloproteasas cuyos pesos moleculares en su
mayoria son mayores a los 30 kDa. Las metaloproteasas son proteinas que
provocan lesiones hemorragicas en la zona dafada, mientras que las
serinoproteasas son asociadas al cuadro clinico por provocar problemas de
coagulacioén (Chang y Lee., 1977).

2.8 Epidemiologia de C.d.terrificus y cuadro clinico

Gutiérrez J.M en el 2011 reportd que el numero anual de accidentes ofidicos
(mordedura por serpiente) en América Latina oscila entre 80,329 a 129,084
casos. Con respecto a Sudamérica, la gran mayoria de los accidentes ofidicos
son provocados por el género Bothrops, seguidos por el género Crotalus; sin
embargo, estos estudios carecen de informacion precisa del numero de
accidentes ofidicos provocados particularmente por C.d.terrificus. Aunado a
esto, el cuadro clinico de envenenamiento en humanos ocasionado por
mordedura de C.d.terrificus involucra tanto problemas neurotoxicos: pesadez

palpebral, ptosis y paralisis del musculo facial y respiratorio, como problemas

e
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miotéxicos: dolor muscular difuso, orina roja o marrén, desfibrinogenacion e
insuficiencia renal (Figura 8). Estos sintomas son producto de la presencia de la
crotoxina y la crotamina como se menciond anteriormente (de Roodt., 2002;
Campell y Lamar., 2004; Guidolin et al., 2013).

Figura 8. Sintomatologia de envenenamiento en humanos por mordedura de C. durissus
terrificus. A) Nifo de 12 afios de edad presentando pesadez palpebral en Sao Paulo, Brasil. B) Hombre
de 52 afos de edad presenta paralisis de musculo facial. C) Pierna derecha con inflamacion en zona de
mordedura. D) Hombre de 54 afios con paralisis. E) Mordedura en dedo indice de mano izquierda con
sutura en Valle Sandia, Peru. Imagenes tomadas de Campbell and Lamar (2004).

2.9 Tratamiento de mordeduras de serpientes

En la actualidad, los fabotérapicos o antivenenos de tercera generacion, son el
unico tratamiento efectivo para tratar los sintomas de envenenamiento
ocasionados por mordeduras de serpientes venenosas. Los antivenenos estan
compuestos de la region que comprende el fragmento F(ab’), de
inmunoglobulinas G (IgG) digeridos con pepsina y posteriormente liofilizados.
Estos antivenenos normalmente son producidos en caballo, aunque existen
otros modelos animales. Al digerir con pepsina se elimina el fragmento
cristalizable (Fc), el cual estd altamente relacionado con reacciones
secundarias cuando se administran IgG’s completas en un individuo (Bérnard-
Valle et al., 2015).
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2.10 Anticuerpos policlonales y monoclonales

El compuesto base de los antivenenos son las inmunoglobulinas G (IgG’s) o
anticuerpos (Ac’s) secretados por plasmocitos (linfocitos B capaces de secretar
Ac’s). En los mamiferos, los linfocitos B se originan en higado durante la vida
fetal, pero poco tiempo después del nacimiento la médula ésea se convierte en
el sitio fundamental de linfopoyesis. En la médula, los linfocitos B surgen de una
poblacion de células “madre” autorrenovables. Los linfocitos inmaduros
permanecen en contacto con la matriz de células del estroma, que producen los
factores necesarios para su division. Los genes de las Ig’s se ensamblan
durante este proceso de diferenciacion, que resulta en linfocitos B “virgenes”
con Ig’'s de superficie, pero que no han entrado en contacto con el antigeno.
Estos linfocitos B virgenes migran de la médula a los tejidos linfoides
periféricos, tales como el bazo y los ganglios linfaticos, donde ocurrira el
encuentro con el antigeno y la diferenciacion posterior a plasmocitos, los cuales
tienen la capacidad de secretar Ac’s (Figura 9) (Kindt et al., 2007).
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Figura 9. Produccién y maduracion de anticuerpos. Imagen tomada de Kindt et al (2007).
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Los Ac’s son proteinas conformadas por cuatro cadenas polipeptidicas, dos
cadenas pesadas [H] de 50 kDa y dos cadenas ligeras [L] de 25 kDa, unidas por
enlaces disulfuro, producidas por plasmocitos en un 80% en el bazo, y son
especificas hacia diferentes zonas del antigeno (epitopes). Esta respuesta se
produce bajo el estimulo humoral que desarrolla un animal hiperinmunizado
(Kindt et al., 2007). Las cadenas H y L de los anticuerpos presentan una region
carboxilo conocida como fraccion cristalizable (Fc) y una regién amino o
variable (Fab), que reconoce el epitope de la molécula ajena al cuerpo (Figura
10.A). Existen diferentes clases y subclases de moléculas de |g, que varian en
estructura. Las Ig’s se agrupan en 5 clases: IgM, IgD, 1gG, IgE e IgA, que estan
determinadas por el tipo de cadena pesada que poseen: mu, delta, gamma,
épsilon y alfa (Figura 10.B). En particular, la IgG puede subdividirse en varias
subclases (1, 2, 3y 4 en el humano y 1, 2a, 2b y 3 en el ratén) (Gavilondo C.,
1995). Mientras que las IgM’s son secretadas en respuestas humorales
primarias timodependientes, presenta gran avidez por antigenos bacterianos y
es fijadora del complemento. Las IgA’s son las responsables en formar la
primera linea de defensa frente a infecciones al inhibir la adhesion bacteriana y
eliminar patégenos o antigenos a traves de la via excretora. Por otro lado las
IgE’s se encuentran en bajas concentraciones en el suero, pero desencadenan
complejas reacciones inmunitarias como la desgranulacion de mastocitos,
liberacion de histamina e intervencibn de eosindfilos en respuestas
inflamatorias. Finalmente, las IgD’s no se encuentran en el suero, sin embargo,
estan presentes en la superficie de linfocitos B, siendo un receptore antigénico
de membrana (Kindt et al., 2007).

Solo existen dos tipos de cadenas ligeras: kappa y lambda, cada Ac contiene
sélo un tipo de ellas. En el ratén y la rata, alrededor del 95% de las cadenas
ligeras son kappa; tanto estas como las lambda participan en la especificidad de
los anticuerpos (Gavilondo C., 1995).
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Figura 10. A) Diagrama esquematico de la estructura de las inmunoglobulinas tipo G. B)
Estructuras generales de las cinco clases principales de anticuerpos secretados. Imagen
tomada de Kindt et al (2007).

Los Ac’s estan categorizados en dos tipos: policlonales y monoclonales; los
primeros son una mezcla de anticuerpos provenientes de diferentes clonas de
linfocitos B; que reconocen distintas regiones (epitopes) de un mismo antigeno.
Los epitopes reconocidos por cada anticuerpo, su afinidad y su clase, son
diferentes y pueden cambiar a lo largo del proceso de inmunizacioén. El
inconveniente en esta clase de anticuerpos es que, en algunas ocasiones, se
presenta reactividad cruzada al reaccionar contra diferentes determinantes

antigénicas de distinto origen proteico (Figura 12) (Gavilondo C,. 1995).

Un epitope es una region determinada en la estructura general de un antigeno,
el cual es reconocido por la region del anticuerpo conocido como paratopo. Un
epitope en un antigeno proteico puede incluir elementos de estructuras
primarias, secundarias, terciaria e incluso cuaternaria. Dando lugar a los
epitopos lineales, en donde la region reconocida por el paratopo es una region
determinada a los largo de la cadena de aminoacidos desplegada o
desnaturalizada. Mientras que los epiitopos estructurales o conformaconales,
son regiones del antigeno que se encuentra plegado en estructuras
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secundarias, terciarias y cuaternarias. En donde, una o mas cadenas
interactuan entre si, formando una region estructural definida dentro de la
proteina (Figura 11) (Kindt et al., 2007).

A) B)
Epitope conformacional Epitope lineal
C
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\:3{§ ??\ Epitope inaccesible ‘4-" %

d

Desnaturalizacién

Figura 11. Clasificacion de epitopes. A) Epitope conformacional con perdida de
reconocimiento por desnaturalizacién. B) Epitope lineal donde la Ig se une a los dos epitopes
lineales, tanto en la conformacién nativa como en la desnaturalizada.

Por otra parte, los anticuerpos monoclonales se producen por una sola clona de
células B, presentando reconocimiento Uunico y especifico hacia una
determinante antigénica en particular (s6lo un epitope). La obtencién de este
tipo de anticuerpos se descubrio entre 1974 y 1975 en Cambridge, Reino Unido,
por Georges Kohler y Cesar Milstein, quienes obtuvieron hibridomas derivados
de la fusion de linfocitos B provenientes de ratones BALB/c inmunizados con
antigenos definidos, y células de mieloma de la estirpe MOPC21, generando
lineas hibridas de crecimiento continuo capaces de secretar una variedad de
anticuerpos que eran codificados por el linfocito parental (Figura 12) (Kéhler, G.
y C. Milstein., 1975).

Por otra parte, los hibridomas no solo secretan los anticuerpos codificados por
el genoma del linfocito parental, sino que presentan otros rasgos muy
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importantes por los cuales siguen siendo una excelente opcion en cuestiones

de laboratorio, algunas de estas caracteristicas son:

a) Crecen indefinidamente in vitro, soportando la congelacion indefinida y la
clonacion (crecimiento a partir de una sola células inicial). Esta ultima es
esencial para garantizar el origen monoclonal de las preparaciones.

b) Inducen tumores asciticos cuando son inoculados a animales
consanguineos como los que les dieron origen, lo cual resulta de gran
utilidad para los efectos de la produccion de AcM.

c) Secretan anticuerpos en grandes cantidades.

Gracias a las caracteristicas de la técnica de generacion de hibridomas, los
AcM producidos por fusidn celular de linfocitos y mielomas han permitido
obtener la especificidad, reproducibilidad e inagotabilidad de AcM y los ha
convertido rapidamente en uno de los elementos basicos para el desarrollo de
la biomedicina moderna e investigacion (Gavilondo C,. 1995).
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Figura 12. Diagrama mostrando la obtencion de anticuerpos monoclonales y la
diferencia entre anticuerpos policlonales y monoclonales. Imagen tomada de Kindt et al.,
(2007).
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2.11 Bioconjugacion

El proceso de bioconjugacion consiste en la union de una molécula
generalmente poco inmunogénica con un acarreador de tipo proteico, utilizando
un agente entrecruzador, formando un complejo de ambas moléculas. La
molécula resultante es mas grande e inmunogénica, por lo cual se logra mayor
produccion de anticuerpos en un individuo sometido a un esquema de

inmunizacién (Hermanson., 2013).

La eleccion del agente entrecruzador depende de las caracteristicas
conformacionales y distributivas de las proteinas a unir, ya que los agentes de
entrecruzamiento contienen extremos reactivos para grupos funcionales
especificos, tales como aminas primarias y sulfhidrilos, en proteinas u otras

moléculas (Hermanson., 2013).

2.12 Entrecruzamiento con Glutaraldehido

Glutaraldehido es el entrecruzador mas utilizado para la union de dos proteinas
iguales o distintas, actuando en la region carboxilo (COOH) y amino (NH>). Este
agente entrecruzador puede presentar dos tipos de conformacion: 1) como un
hemiacetal ciclico o 2) como una proteina dimérica, en ambos casos,
glutaraldehido es una molécula homobifuncional con dos grupos hidroxilo (OH)
situados en los extremos (Figura 13 A), ocasionando una reaccién con las
aminas primarias de las lisinas presentes en las moléculas a entrecruzar;
formando bases de shiff y obteniendo un complejo proteico de mayor tamafio y
mayor inmunogenicidad (Figura 13 By C) (Hermanson., 2013).

Los inmunoconjugados pueden tomar diferentes formas dependiendo del tipo
de acarreador elegido y los epitopes seleccionados para unirse al acarreador.
Una de las proteinas acarreadoras usualmente usadas es albumina sérica

bovina (BSA), esta proteina presenta un peso de 67 kDa y dentro de su
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estructura tiene un total de 69 lisinas, siendo un muy buen candidato para este
proceso de union (Hermanson., 2013).
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Figura 13. A) Mecanismos de accién del glutaraldehido al formar conjugados. B)
Diagrama mostrando la unidon de dos proteinas mediante un entrecruzador
homobifuncional. C) Estructura de Albumina Sérica Bovina. Imagenes tomadas de
Hermanson (2013).
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3. Antecedentes

La presencia o ausencia de crotamina, asi como la variacion de esta proteina
intra e inter especie ha sido reportada por diversos autores. Calvete et al.
(2010) caracterizaron y compararon los venenos de ejemplares recién nacidos y
adultos de serpientes de cascabel de América Central Crotalus simus, y de las
subespecies de Crotalus durissus de Sudamérica como C.d.cumanensis,
C.d.durissus, C.d.ruruima y C.d.terrificus. Encontraron que el veneno de
neonatos y adultos de C.simus mexicanas no presentan crotamina. Por otra
parte, reportaron que cada una de las diferentes subespecies en estado adulto
de C.durissus difieren en la concentracion de crotamina en su veneno;
C.d.durissus de Guyana presenta un 18% de crotamina, C.d.cumanensis de
Venezuela un 13.1% vy las dos ultimas de Brasil, despliegan una concentracion

de 1.5% para C.d.ruruimay 19% de crotamina C.d.terrificus. (Figura 14).
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Figura 14. Composiciéon de los venenos de C. simus y subespecies de C. durissus.
Presencia relativa de proteinas provenientes de familias de toxinas diferentes en los venenos
de (A) adulto y (B) neonato C. simus, (C) C. d. terrificus, (D) C. d. cumanensis, (E) C. d.
ruruima, y (F) C. d. durissus. BPP, péptidos activadores de bradikina; fragmentos-DC,
metaloproteasas Zn,+ (SVMPs); LAO, L-aminoacido oxidasa; PLA,, fosfolipasa A,; CRISP,
proteina secretora rica en cisteina; Galectina, lectina especifica a galactosa; CTL, molécula
de unién a lectina tipo C; PI, metaloproteasas tipo | (SVMPs); BIP, péptidos inhibidores de
bradikina (Modificado de Calvete et al., 2010).
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En 2013, Neri et al. Caracterizaron el veneno de tres especies de cascabel
adultas (un ejemplar para cada especie); C.s.culminatus, C.s.simus vy
C.s.tzabcan. Se encontr6 un 3.3% de crotamina en el veneno de
C.s.culminatus de México; sin embargo, C.s.simus de Costa Rica (Figura 15) y
C.s.tzabcan de México no poseen crotamina en su veneno.

Crotalus simus culminatus A  Crotalus simus simus B
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Figura 15. Composicion de los venenos de C.s. culminatus (A) y C. s. simus (B)
acomodado en familias proteicas (en porcentajes). Metaloproteasas (SVMP),
serinoproteasas (SP), péptidos vasoactivos (PEP), L-aminoacidos oxidasas (LAO),
desintegrinas (DIS), proteinas tipo C-lectinas (CTL), proteinas secretoras ricas en cisteina
(CRISP), fosfodiesterasas (PDE), miotoxinas pequefias (crotamina) (SMT), factor nervioso de
crecimiento (NGF), fosfolipasas A, (PLA;, incluyendo crotoxina) y desconocida (UNK).
(Modificado de: Neri et al., 2013a).

Cuatro afios mas tarde Durban et al, en el 2017 analizaron el veneno de las
mismas especies mencionadas en el parrafo anterior, encontrando diferencias
en cuanto a la procedencia y estadio de las especies. Al utilizar venenos de
C.s.tzabcan juveniles y adultos de Guatemala y C.s.simus adultos de México,
mientras que los venenos de C.s.culminatus provenian de ejemplares juveniles
y adultos mexicanos. Encontraron una variacion en la ontogenia de dos
especies. Por un lado C.s.fzabcan, presentd en su veneno en estadio juvenil un
37.9% de crotamina mientras que la fase adulta hubo una disminucién de
crotamina hasta un 18.5%. También observaron que el veneno de
C.s.culminatus en la fase juvenil presentaba 10.1%, esto es 4.1% mas
crotamina que el veneno del estadio adulto con un 6% de crotamina total. Lo
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cual muestra una disminucion de la presencia de crotamina en el veneno
durante el crecimiento de estas dos especies. Por otro lado, C.s.simus de
Meéxico no presentd crotamina en el veneno de la fase adulta, siendo similar al

veneno de C.s.simus de Costa Rica evaluado por Neri et al., 2013.

En ese mismo afo fue estudiado el veneno de C.basiliscus; otra serpiente de
cascabel mexicana, Segura et al., 2017 describieron la composiciéon de este
veneno; donde el 14% son PLA2, 11% son serinoproteasas y un 68% son
metaloproteasas. Esta especie no presentd ninguna fraccion de crotamina en su

perfil proteico.

En el laboratorio del Dr. Alagén se han analizado diversos venenos de especies
mexicanas y sudamericanas, encontrando diferencias en la presencia/ausencia
de crotamina en dichos venenos, asi como una variacion en el porcentaje
conque esta proteina se representa en dichos venenos dependiendo del estadio
en que se encuentren las serpientes. Se encontré en C. totonacus 4 % de
crotamina en estadios neonatos y 2 % en adultos. C. molossus va de 5 a 25%
en ejemplares adultos y C. basilicus presenta 29% en adultos. Finalmente,
tenemos que el veneno de C.d.terrificus adulto de Argentina contiene 38% de

crotamina.

En la tesis de maestria de Neri Castro (2013), se analizaron los venenos de
multiples ejemplares por especie de serpientes de cascabel mexicanas
correspondientes a 8 estados de la Republica Mexicana, reportando la
existencia de variacion intra e inter especie en la presencia / ausencia de
crotamina en venenos de la misma especie y diferente zona de colecta. (Figura
16).
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Figura 16. Variacién intra e inter especie en la presencia / ausencia de crotamina en

venenos de 3 especies mexicanas. (Modificado de Neri. C., 2013b).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el 2010 reporté que C.atrox,
C.oreganus, C.scutulatus, C.totonacus, C.viridis, C.simus, C.horridus,
C.durissus y C.adamanteus son las serpientes venenosas con mayor
importancia médica en América. Seis de las nueve especies en esta lista son
mexicanas, sin embargo, solamente se tiene reportada la composicion de
veneno en tres de las seis especies mexicanas (C. oreganus, C.totonacus y
C.simus); donde el veneno de C.totonacus y C.oreganus son positivos para
crotamina, mientras que C.simus es negativo. Se desconoce la composicion del
veneno en las otras tres especies mexicanas con importancia médica (C.atrox,
C.scutulatus, C.viridis).

En ese mismo trabajo Neri C. trabajo con 2 diferentes lotes de antivenenos
obtenidos mediante esquemas de inmunizaciéon en caballos utilizando veneno
completo de diferentes especies: Viper Stat de uso veterinario, donde reté 400
Ml de antiveneno contra 1.5 LDsy de veneno de C.durissus terrificus, con la
finalidad de neutralizar la actividad letal y lo que observo fue que esta dosis de
antiveneno no neutralizan el efecto crotamina. El otro lote fue Antivipmyn,
antiveneno polivalente Méxicano hecho en caballo utilizando una mezcla de
venenos de B. asper y C.simus. Ret6 dos diferentes volumenes de antiveneno

contra 3DLs del veneno total de C.d. terrificus, observando que con 200 ul de
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antiveneno todos los ratones mueren vy al utilizar 477 pl los ratones sobreviven

pero muestran “efecto crotamina”.

Por otro lado, en trabajos de laboratorio se han probado dos antivenenos de
uso comercial, con el mismo objetivo de neutralizar la actividad letal de 3DLsg
del veneno de C.d.terrificus. Antiveneno mexicano de Birmex (L: FVO30A, V:
DIC-16), con Ac’s policlonales hecho en caballo inmunizado con venenos de C.
basiliscus y B. asper. Al retar 50 yl de antiveneno todo el grupo de ratones
muere, pero al utilizar 200 pl la actividad letal del veneno se neutraliza, sin
embargo, en los ratones tratados con 200 pl se observd que se reduce el
tiempo del efecto crotamina a menos de 30 minutos. El segundo antiveneno
probado en el laboratorio fue un anticrotalico Argentino (L: 343, V: 31-AGO-15)
polivalente de caballo inmunizado con veneno de C.d.terrificus, la neutralizacién
con este antiveneno no se ha determinado aun pero al retar un volumen de 200
I, los ratones sobreviven mostrando un efecto crotamina igual que el grupo
anterior. De manera que nos permite deducir que por lo menos estos
antivenenos comerciales necesitan una mejora para neutralizar el “efecto

crotamina” (Figura 17).

Antivenenos que neutralizan el efecto de crotamina 14 pg/ raton
Productor | Antiveneno| Lotey Pais | Especies | Hecho Efecto | Neutralizacion
fecha utilizadas crotamina |  (pul/3DL50)
caducidad
Antivipmyn | Policlonal México | B.aspery | Caballo No 200-477
de Bioclon C. simus neutraliza
Birmex | Policlonal | L:FVO30A | Meéxico | Cbasiliscus | Caballo | Neutraliza 50-200
ViDICI6 y B.asper (efecto<30
min)
Industria | Policlonal L33 | Argent | Crotalus | Caballo | Neutraliza ~200
Argentina VILAGOD | 4 | durissus (efecto<30
ternificus min)

Figura 17. Neutralizacién de distintos antivenenos comerciales contra la actividad letal
de veneno de C.d. terrificus.
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En cuanto a las proteinas conjugadas con acarreadores, utilizando distintos
agentes entrecruzadores Mera et al., en el 2008 evaluaron la eficacia de tres
entrecruzadores para la produccion de AcM contra moléculas pequefas:
carbodimida (EDC), bis (sulfosuccinimidyl) suberato (BS3) y glutaraldehido. Los
resultados por ELISA demostraron que el glutaraldehido fue el mejor agente de
entrecruzamiento para la produccion de anticuerpos en suero contra moléculas
pequefias como N°-(carboximetil) lisina (CML). Estos resultados, sugieren que
utilizar acarreadores para entrecruzar solamente moléculas pequefas con
importancia médica en el envenenamiento; con proteinas mas inmunogénicas,
puede ser una alternativa para la obtencion de anticuerpos monoclonales

especificos utilizados en la elaboracién de antivenenos en la industria.
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4. Justificacion

La obtencién de anticuerpos monoclonales contra crotamina utilizando el
veneno de C. durissus terrificus, permitira la deteccion y cuantificacién de esta
proteina en el veneno de C. durissus terrificus, asi como en otras especies,

subespecies e individuos dentro de una misma especie de vipéridos mexicanos.

Lo anterior ayudara a generar informacion sobre la composicion de los venenos,
asi como la prediccion de cuadros clinicos en pacientes envenenados por

viboras de cascabel.

5. Hipotesis

La inmunizacién de ratones con crotamina conjugada con albumina permitira
obtener anticuerpos monoclonales que reconoceran especificamente a crotamina
de diferentes venenos de serpientes del género Crotalus.

6. Objetivo general

Produccion  de anticuerpos monoclonales anti-crotamina a partir de la
inmunizacién de complejos BSA-crotamina del veneno de Crotalus durissus

terrificus, en ratones de la cepa BALBI/c.

7. Objetivos particulares

* Determinar la relacion molar 6ptima entre crotamina y BSA, mediante la
medicion de los titulos de anticuerpos policlonales anti-crotamina en el

suero del raton.

» Evaluar el reconocimiento especifico de los anticuerpos monoclonales

obtenidos hacia crotamina de C. durissus terrificus.
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* Evaluar el reconocimiento cruzado de los anticuerpos monoclonales
obtenidos contra distintas proteinas en venenos de serpientes de multiples
especies de cascabeles mexicanas.

8. Estrategia experimental

La Figura 18 muestra el diagrama de flujo de las actividades realizadas para
cumplir con los objetivos de este proyecto.

de Crotalus durissus

| Purificacién del veneno I
temﬁcu: por HPLC

productores de anticuerpos
monoclonales anti-crotamina

Seleccién de hibridomas I

liquido de ascitis y obtencién
de anticuerpos monoclonales

Punﬁcacxén de antlcuerpos

Proceso de produccién de I

Evaluacién de anticuerpos
monoclonales anti-crotamina

Figura 18. Esquema de actividades.
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9. Materiales y métodos

9.1 Animales de laboratorio

Se utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/c entre 18 y 20 gramos,
proporcionados por el bioterio del Instituto de Biotecnologia de la UNAM,
Cuernavaca, Morelos. La fase experimental fue aprobada por el comité de

bioética del mismo instituto con el numero de registro 340.

9.2 Obtencion de veneno

El veneno utilizado en este proyecto corresponde a un ejemplar adulto
argentino de Crotalus durissus terrificus, donado por el Dr. Adolfo de Roodt del
Instituto Malbran de Buenos Aires, Argentina. El veneno se encuentra liofilizado
dentro del banco de venenos en el laboratorio del Dr. Alejandro Alagén Cano en
el Instituto de Biotecnologia de la U.N.A.M.

9.3 Cuantificacion proteica del veneno por Absorbancia (A2sonm)

La concentracion de proteina se cuantifico utilizando un espectofotdmetro
(Eppendorph, Biophotometer) y una celda de cuarzo (Beckman) de 1 cm de
longitud, basandose en la cuantificacion de proteinas gracias a la presencia de
3 aminoacidos con anillos aromaticos (tirosina, triptéfano y fenilalanina) que

absorben luz a la longitud de onda de 280 nm.

Se utilizé un tubo eppendorf con 10 mg de veneno de C.d.t liofilizado, el cual se
resuspendié con 1 mL de agua tetradestilada con &cido trifluroacético al 0.1% y
centrifugd 5 minutos a 13,000 rpm, posteriormente se desecho el pellet

formado.
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A continuacion se realizé una dilucion 1:100 del veneno en solucién con agua y
acido trifluoroacético y se leyd la concentracion de proteina mediante un
espectofotémetro (Eppendorph, Biophotometer) a 280 nm con una celda de
cuarzo (Beckman) de 1 cm de longitud, se utilizd6 agua y acido trifluroacético
como solucion blanco. Su valor se estim6é asumiendo que una absorbancia de
uno equivale a 1 mg/mL con base en la ley de Lambert-Beer y multiplicandolo

por el factor de dilucién.

9.4 Fraccionamiento del veneno de C.d.terrificus por RP-HPLC

La purificacion de crotamina se realizd por cromatografia liquida de alta
resolucion en fase reversa (RP-HPLC), presentando una fase estacionaria no
polar (columna C18) y una fase movil polar, que eluye secuencialmente los

componentes retenidos mediante un cambio de polaridad de la misma.

Se aplicaron por corrida, 6 mg de veneno liofilizado de C.d.t disueltos en 1 ml
de HO / TFA 0.1% (solvente A). Para eliminar los restos insolubles se
centrifugd a 13,000 rpm por 5 min y el sobrenadante se inyecté a una columna
analitica C4g (GRACE 250 mm x 4.6 mm) equilibrada con solvente A. La
columna se eluy6 con un gradiente creciente (0-70% v/v) de acetonitrilo / TFA
0.1% (solvente B) a un flujo de 1 ml/min por 90 min. Las fracciones fueron
monitoreadas a 280 nm, colectadas en tubos de 1.5 ml y se sometieron a un
proceso de secado para eliminar los solventes en una centrifuga de vacio
(Speedvac Savant). Finalmente cada fraccién fue resuspendida en 1 ml de
solucion PBS. La cantidad de proteina se determind por lectura de Azso nm
dividiendola entre el coeficiente de extincion para cada proteina recolectada y

se almacenaron a 4°C para su posterior uso.
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9.5 Determinacion de masa molecular

La determinacion de las masas moleculares de los picos de interés se realizd
en el laboratorio de secuenciacion y masas del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM, dirigido por el Dr. Fernando Zamudio, donde se utilizé un espectrometro
de masas LTQ-Orbitap XL (Thermo-Ficher) con sistema de ionizacion tipo
nanoelectrospray (ESI). Los resultados espectrométricos se obtuvieron
utilizando el programa Tune Plus.

9.6 Evaluacion de actividad biologica de crotamina

Con el objetivo de corroborar la actividad de crotamina purificada proveniente
del veneno de C.d.t, se utilizé un grupo de 3 ratones hembras BALB/c de 18 a
20 g de peso. Se administraron a cada raton por via intravenosa, 10 ug de
proteina en un volumen de 500 pL de solucion PBS. Se utiliza esta
concentracion de proteina ya que la DLsy de crotamina es de 15 pg por raton.
Este procedimiento se realizé para las dos sefales obtenidas por RP-HPLC de
crotamina purificada, los cuales previamente se habian cuantificado por Agzso
nm. Momentos después de la administracidn intravenosa se registré la

presencia / ausencia de paralisis rigida de miembros posteriores en cada raton.

9.7 Analisis electroforético de las fracciones obtenidas

El sistema de electroforesis descrito por Laemli en 1970 sirve para separar
biomoléculas en dependencia a su tamafo y factores de carga, mediante la
accion de un campo eléctrico con un voltaje inicial de 80 volts en la fase de
concentracion y 120 volts en la fase de separacion. Las fracciones fueron
reducidas con [-mercaptoetanol para romper las uniones disulfuro en cada

proteina y fueron separadas en un gel de poliacrilamida en presencia de
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dodecilsulfato de sodio al 15% (SDS-PAGE), junto con marcadores de peso
molecular de Precision Plus Protein ™ Dual Xtra Standars de BIO-RAD.

9.8 Comprobacion de la formacion de bioconjugados 1:2y 1:4

La bioconjugacion es un proceso que involucra la union de una molécula con
otra por medio de un agente entrecruzador para formar un complejo proteico de
mayor tamafio e inmunogenicidad. Para cada conjugado (crotamina-albumina
sérica bovina) se utilizaron 18 mg de albumina sérica bovina (en buffer de
carbonatos pH 9.5) con 5 mg de crotamina (en PBS) para la relacion 1:2 y 10
mg de crotamina para la relacion 1:4. Para entrecruzar las proteinas de cada
mezcla, se afadié 0.31% (en relacién al volumen final de cada mezcla) de
glutaraldehido que viene de forma comercial al 50% y posteriormente se

dejaron 4 horas a temperatura ambiente (1 en agitacién y 3 en reposo).

Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, se eliminaron los restos insolubles
de cada conjugado centrifugando a 13,000 rpm por 5 min, y el sobrenadante se
dializé 4 veces con lavados de 1 hora a 4°C, utilizando un volumen 10 veces
mayor de solucion PBS con respecto al de la muestra. La mezcla fue colocada
en una membrana de 3.5 KDa de diametro Spectral/Por®, finalmente se
mantuvieron a 4°C. Cada conjugado se evalu6 mediante SDS-PAGE 12.5%
bajo condiciones reductoras.

9.9 Esquema de inmunizacion

Dos grupos de 5 ratones de la cepa BALB/c fueron inyectados via
intraperitoneal con dosis crecientes de conjugado crotamina-BSA. El primer
grupo fue administrado con el conjugado relacion 1:2 y el segundo con el 1:4 en
un volumen final de 200 ul, mezclando el conjugado con PBS emulsionada con
adyuvante incompleto de Freud (IFA). Posteriormente, se intercald con
hidroxido de aluminio (ALUM), cada adyuvante cada 7 dias en un lapso de 10
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semanas (Tabla 1). Con la finalidad de evaluar la evolucién en la produccion de
Ac’s policlonales anti-crotamina en suero de cada ratén. En la 8" semana se
les extrajeron 100 pl de sangre mediante un corte en la cola y se centrifugd
para eliminar eritrocitos y demas restos celulares, guardando el sobrenadante a
4°C hasta su posterior uso. Cuatro dias antes de cada fusion celular, se
administré al raton candidato para la fusidn celular un refuerzo con conjugado
en PBS via intraperitoneal. Las fusiones se realizaron con diferencia de 1

semana, manteniendo las inoculaciones de conjugado.

Inmunizacién Dia Antigeno Adyuvante Sangrado
Mg/ratén
1 0 5 IFA
2 7 10 Alum
3 14 20 IFA
4 21 40 Alum
5 28 80 IFA
6 35 160 Alum
7 42 320 IFA
8 49 640 Alum 200 pl
9 56 640 IFA
10 63 640

Tabla 1. Esquema de inmunizacioén intraperitoneal de grupo 1 y 2. Utilizando conjugado
crotamina-BSA de distintas concentraciones para la obtenciéon de Ac’s monoclonales anti-

crotamina.

9.10 Técnica de ELISA indirecto

El ELISA indirecto consiste en el uso de un anticuerpo secundario conjugado a
la enzima peroxidasa de rabano (HRP). Detectando los anticuerpos en el suero
del animal inmunizado, unido al antigeno o proteina de interés adsorbido a la
placa (Figura 19. A), produciendose una reaccion colorida que es cuantificada
en un colorimetro de placas de ELISA (utilizado a 405 nm). Los datos arrojados
se procesan y grafican por el programa GraphPad Prism Versién 6.01. (Figura
19. B).
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Placa de FLISA=p Dilucién Log (X)

Figura 19. Esquema de técnica de ELISA indirecto utilizando sustrato ABTS,

A 405 nm

anticuerpo secundario conjugado a HRP, anticuerpo primario anti crotamina y
crotamina unida a la placa. A) Esquema de ensayo ELISA indirecto para deteccion de
anticuerpos. B) Ejemplo de ajuste de regresion sigmoidal dosis-respuesta mediante
GraphPad Prism® de datos obtenidos por ELISA. Se observa la extrapolacion del valor de
titulo (linea punteada del eje de las abscisas) 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 dilucién del suero evaluado.

Titulacion del suero anti-crotamina

Sensibilizacion: Se inmovilizé la crotamina en una placa de microtitulacion de 96
pozos (Thermofisher Sci®) en 100 uL/pozo de buffer de carbonatos (NaCO;
100mM, pH 9.5) a una concentracién de 5 ug/mL por 2 horas a 37°C.

Bloqueo: Se agregaron 200 pl de solucion de bloqueo (Tris-HCI 50 Mm pH 8,
gelatina 5mg/mL/Tween 20 0.02%) a todos los pozos de la placa y se incubaron
2 hrs. a 37°C. Se lavaron 3 veces con 200 L de solucion de lavado (Tris-Hcl 50
mM, pH 8/NaCl 150 mM/Tween 20 0.05%).




Adicion del primer anticuerpo: A partir de una diluciéon 1:30 del suero anti-
crotamina en diluyente (Tris-HCI 50mM pH 8/ NaCl 0.5 M/gelatina 1 mg/mL/
Tween 20 0.05%), se realizaron diluciones seriadas 1:3, hasta 10 diluciones
directamente en la placa de microtitulacion a un volumen final de 100 pL. Se
incubd durante 1 hr. a 37°C. Terminando la incubacion, se lavaron las placas

nuevamente 3 veces.

Adicion del segundo anticuerpo: Se agregaron 100 pL por pozo de una dilucion
1:2000 utilizando el anticuerpo comercial Goat anti-mouse IgG (L+H) HRP
incubando por 1 hr. a 37°C. Posteriormente se lavd 3 veces.

Revelado: Se dispensaron 100 puL/pozo de solucion de revelado (1 ml ABTS 1X
Roche/75 pL ABTS 50 mg/mL/H,0), se desarrollé por 10 minutos y se detuvo la
reaccion afiadiendo 30 uL/pozo de SDS al 20%.

Lectura colorimétrica de placa a 405 nm a los 10 minutos. (Lector de placas
TECAN) y procesamiento de datos por el programa GraphPad Prism Version
6.01.

9.11 Descongelacion de células de mieloma

Se descongelé en bafio Maria (37°C) la linea celular de mieloma murino SP2/0
Ag14 ATCC® mantenida en nitrégeno liquido (196°C). Descongeladas las
células, se trasfirieron a un tubo cénico de 15 mL y se diluyeron con 10 mL de
medio DMEM (ver anexo) a 37°C, las células fueron centrifugadas a 1,800 rpm
durante 5 minutos, se desechd el sobrenadante, y las células (pellet) se
resuspendieron con 10 mL de medio B (ver anexo). Posteriormente se
colocaron en una caja de cultivo de 75 cm? (CORNING®) , la cual se llevd a un
volumen final de 20 mL de medio B y se mantuvieron en una incubadora

Sanyo® con inyeccion de CO; del 5% y a 37°C.
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9.12 Fusion celular

El raton que presentd el mejor titulo de anticuerpos fue sacrificado mediante
dislocacion cervical. Posteriormente el bazo se extrajo utilizando material
quirurgico estéril y se colocé sobre una malla metalica con 3 mL de medio
DMEM dentro de una caja Petri. El 6rgano fue disgregado suavemente con
movimientos circulares, posteriormente se afiadieron 7 mL de medio DMEM a la
caja Petri quedando con un volumen final de 10 mL de medio DMEM. Este
volumen se transfirio a un tubo de 15 mL y se dejé sedimentar para separar
restos de tejido. Después de 2 min, el sobrenadante se transfirié a otro tubo de
15 mL y se centrifugé a 1800 rpm/5min y el pellet se lavé dos veces con 10 mL
medio DMEM.

Simultaneamente las células de mieloma se centrifugaron a 1800 rpm/5min y se
lavaron con 30 mL de medio DMEM. Se descarto el sobrenadante y el pellet se
resuspendié en 30 mL del mismo medio. Posteriormente se mezclaron con los
esplenocitos. La mezcla se centrifugd a 1800 rpm/5 min, eliminando por
aspiracion el sobrenadante. El paquete celular se homogenizé agitandolo
suavemente y le agregd 1 mL de polietilenglicol 1500 (Roche) en el lapso de 1
minuto con agitacion suave. Se continué agitando durante 2 minutos mas.
Posteriormente, se agregaron 9 mL de medio DMEM. Las células se
centrifugaron a 1,800 rpm/5min y se aspird el sobrenadante. A continuacion, el
paquete celular se resuspendié en 50 mL de medio selectivo HAT (hipoxantina,
aminopterina y timidina) y posteriormente se colocaron 100 yL de cultivo celular
por pozo en placas de 96 pozos (5 placas). Después de 48 horas de incubacion,
a cada pozo se le agregaron 100 uL de medio HT (ver anexo) para disminuir el

contenido de aminopterina y mantener la cantidad de nutrientes.
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9.13 Analisis de hibridomas positivos

Para la seleccion de los hibridomas positivos productores de anticuerpos
monoclonales anti-crotamina. Se evalu6 por ELISA indirecto 100 pL de
sobrenadante de los pozos que mostraron crecimiento celular durante los
primeros 10 dias después de la fusién (ver anexo). Las placas se leyeron a 405
nm con un lector de ELISA (TECAN) a los 15 minutos posteriores a la adicion
de la mezcla de revelado. Se tomaron como pozos positivos aquellos que

arrojaron un valor de absorbancia mayor a 0.3.

9.14 Clonacioén por dilucion limite

La seleccién de células productoras de AcM anti-crotamina se realiz6 mediante
dilucién limite, en la cual, se preparé medio alimentador rico en factores de
crecimiento (Ver anexo), agregando 100 uL a todos los pozos de una placa de
cultivo celular. Por cada hibridoma positivo de AcM anti-crotamina se utilizd
media placa. Los 100 uL restantes de medio del hibridoma positivo fueron
resuspendidos y transferidos al pozo A1 de una nueva placa con 100 yL de
medio alimentador (teniendo un volumen final de 200 uL). Posteriormente, se
realizé una dilucion 1:2 del pozo A1 al pozo H1, quedando este ultimo con 200
uL. Los pozos de la columna 1 (A1-G1) se llevaron a un volumen final de 200
ML con medio alimentador. A continuacion se realizé una dilucidén 1:2 de todos
los pozos con 200 uL (A1-H1) hasta los pozos pertenecientes a las columnas
12 (1-12). Todos los pozos de la columna 12 quedaron con 200 pL totales y los
pozos de la columna 1-11 se llevaron a un volumen final de 200 yL con medio

alimentador.
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9.15 Analisis de la primera dilucion limite

Después de 8 dias, se realizo el analisis de los hibridomas; utilizando 100 pL de
sobrenadante de cada pozo mediante ELISA indirecto. Con el fin de evaluar la
estabilidad de cada hibridoma y su produccion de AcM anti-crotamina.
Finalmente se realizaron dos diluciones limite mas de los pozos positivos para
obtener una sola clona productora por pozo. Las clonas productoras de AcM, se
resuspendieron y expandieron en 2 mL de medio B utilizando una caja
(CORNING®) de 24 pozos, posteriormente, las células fueron transferidas a
una caja de cultivo de 75 cm? en 20 mL de medio B. Diez dias después, las
células se congelaron en nitrégeno liquido (-170°C) y descongelaron para

probar su estabilidad evaluando el crecimiento y produccién de Ac’s.

9.16 Congelacion celular

Los hibridomas seleccionados fueron resuspendidos en 30 mL de medio de
cultivo DMEM vy centrifugados a 1,800 rpm/5 min, el sobrenadante se desecha
por aspiracion conservando el pellet celular. Posteriormente, las células fueron
resuspendidas en 10 mL de medio DMEM y se contaron en camara de
Neubauer realizando con el mismo medio una dilucion 1:10. Las células se
centrifugaron por tercera vez bajo las mismas condiciones y el pellet fue
resuspendido en 5 mL del medio de congelacién 2 (Ver anexo); enseguida se
agreg6 el mismo volumen del medio de congelacion 1 (Ver anexo), obteniendo
una concentracién de 5x10° células/mL. Se agregé 1 mL de la solucién en
criotubos (Thermo scientific®) previamente rotulados, los cuales se depositaron
en hielo y enseguida a -70°C; 24 hrs después se pasaron a nitrégeno liquido (-
170°C) para su conservacion.
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9.17 Produccion de liquido de ascitis

Para la fase de produccion de liquido ascitico tumoral, se preinocularon via
intraperitoneal 3 ratones hembras BALB/c con 200 uL de pristano (2,6,10,14-
tetrametil pentadecano) SIGMA® 10 dias antes de la inoculacion del hibridoma.
Al mismo tiempo, los hibridomas se descongelaron y crecieron utilizando un
matraz de cultivo de 75 cm? en medio de cultivo B, realizando sucesivos
cambios de medio. Pasados los diez dias, las células de hibridomas se
resuspendieron, centrifugaron y cuantificaron en la camara de Neubauer,
determinandose una concentracién de 5x10°- 1x10° células (por cada clona) en
500 pyL de medio DMEM. Los ratones fueron inyectados via intraperitoneal y
observados diariamente. Una vez que hubo crecimiento tumoral, el liquido
ascitico se colectd en tubos estériles de 15 mL en hielo, realizando una puncién
en la cavidad intraperitoneal con una aguja de calibre 18 G (1.2 mm de diametro
por 40 mm de longitud). Posteriormente, el liquido ascitico se centrifugd a 3,000
rpm/5 min, transfiriendo el paquete celular en una caja de cultivo de 75cm? con
medio de cultivo B y el sobrenadante se transfiri6 a un tubo de 15 mL
conservandolo a -20°C.

9.18 Purificacion y cuantificacion de AcM anti-crotamina

Para la purificacion de AcM anti-crotamina se prepard una columna de afinidad
con 10 mL de resina de CNBr sepharosa 4B® acoplada a proteina A de
Staphilococcus aureus. Lo cual permite una unidn especifica a la region Fc de
las inmunoglobulinas de mamiferos. La columna se equilibré con 10 mL de
buffer de lavado (Tris-HCL 50 mM, pH 8/NaCl, 0.5 M). Al mismo tiempo, se
eliminaron los residuos celulares y fibras del liquido ascitico centrifugandolo a
10,000 rpm/15 min. El sobrenadante obtenido se anadié lentamente a la
columna; y el recirculante se colectd en un tubo aparte. Posteriormente, se lavo

la columna con 20 mL de buffer de lavado y se colectaron fracciones en
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volumenes de 1 mL por tubo. Cada fraccion fue cuantificada por absorbancia a
280 nm. Se dejo de colectar fracciones cuando una absorbancia llegé a 0.07.

En la fase de elucion se usé una solucion 100 mM de &acido acético. Se
colectaron 20 gotas (1 mL) por tubo con 100 pL de 2 M Tris-HCL pH 8 para
evitar la desnaturalizacion de los anticuerpos. Cuando se obtuvo una A280 nm
de 0.07 se dejo de colectar. El rendimiento de Ac’s se calculo por lectura de A
280 nm y este valor se dividio entre el coeficiente de extincion de las Ig’s,
siendo 1.4.

9.19 Evaluacion de AcM por SDS-PAGE

Con el propésito de evaluar la integridad y purificacion de los AcM obtenidos del
liquido ascitico se realizd una separacion por electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 12.5% con SDS en condiciones reductoras y no reductoras,
cargando 10 pg de Ac por pozo.

9.20 Determinacion de concentracion efectiva media (ECso)

La concentracion efectiva media (ECsy) se refiere a la cantidad minima
necesaria de Ac’s para reconocer una proteina u antigeno. Para la
determinacién de la ECso de los AcM obtenidos se utilizd una placa de ELISA
de 96 pozos Thermo Fisher Scientific® donde se dispensaron 100 pyL por pozo
de la fila A-H en las columnas 1-11 de una solucion de sensibilizado (pH 9.5,
100 mM) con una concentracién de crotamina de 5 ug/mL y fue incubada 2 hrs
a 37°C. Posteriormente se lavo 3 veces con 200 uL de solucion de lavado y se
saturaron los sitios inespecificos con 200 yL de solucion de bloqueo en todos
los pozos de la placa, incubandose por 2 hrs a 37°C. La placa se lavd
nuevamente 3 veces. Se preparo una de cada AcM a una concentracion de 100
pug/mL en buffer de reaccion agregando 200 pL por pozo en la columna 1 por
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duplicado para cada Ac. Posteriormente, se agregaron 100 yL de solucion de
reaccion por pozo en las columnas 2-12 y filas A-H. Por ultimo, se realizaron
diluciones seriadas 1:2 en las columnas 1-10 e incubd la placa durante 1 hr a
37°C. La placa se lavo bajo las mismas condiciones de los pasos anteriormente
descritos. Para agregar el Ac secundario, se depositaron 100 ul por pozo de
una dilucién 1:2000 del Ac: Goat anti-mouse IgG (L+H) HRP incubando por 1 hr
a 37°C y lavando 3 veces con 200 pL de solucién de lavado. En la fase de
revelado se dispensaron en toda la placa 100 uL por pozo de ABTS 50 mM en
H20 desionizada. Se detuvo la reaccion a los 10 minutos afiadiendo 100 yL por
pozo de SDS al 10%. Los datos fueron procesados como ya se explicé antes

usando el programa GraphPad Prism Versién 6.01.

9.21 Reconocimiento especifico y reaccion cruzada de AcM por Western
blot

El reconocimiento especifico lineal y reactividad cruzada de los AcM se evalud
mediante dos ensayos de inmunotransferencia tipo Western Blot, basados en el
uso de Ac’s para detectar un Ag o proteina determinada en una mezcla de
diferentes componentes sobre una membrana de nitrocelulosa. Para el
reconocimiento especifico se utilizé como control positivo crotamina purificada
anteriormente por RP-HPLC y veneno completo de C.d.terrificus; y como control

negativo crotoxina purificada de la misma especie.

Por otro lado, el reconocimiento cruzado fue determinado utilizando venenos
donde se observé la presencia / ausencia de crotamina en los perfiles
cromatograficos obtenidos. Se us6 veneno completo de C. simus 'y C. basiliscus
como control negativo (especimenes que no presentaban la proteina en su
perfil cromatografico) y veneno completo de C. basiliscus como control positivo
(crotamina presente en perfil cromatografico).
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En un gel de poliacrilamida al 15% con SDS bajo condiciones reductoras se
aplicaron 3 ug de las fracciones purificadas (crotamina y crotoxina) del veneno
de C.dt y 15 yg del veneno completo de C.d.terrificus, C. simus y C.
Basiliscus. Se incluyeron marcadores de peso molecular (Precision Plus
Protein™ Dual Xtra Standars de BioRad) en un rango de 2-250 kDa. Cada gel
se corrio a 80V para el alineamiento de las proteinas y 120V para su
separacion; una vez finalizada la electroforesis, cada gel se transfirié a una
membrana de nitrocelulosa (Trans-Blot 0.45 ym BioRad®) durante una hora a
400 mA en una camara de transferencia semi-humeda HEP-1 owl®. El sistema
se prepar6 de la siguiente manera: inicialmente se colocaron 3 papeles filtro
humedecidos con buffer de transferencia (glicina 39 mM / Tris-base 48 mM/
SDS 0.037/ metanol 20%), posteriormente el gel y por encima la membrana de
nitrocelulosa. Por ultimo, se colocaron otros tres papeles filtro en las mismas
condiciones. Al terminar la inmunotransferencia, cada membrana se tratdé con
100 mL de solucién de bloqueo (TBST; 5% de leche descremada en polvo
Svelty®) durante toda la noche en agitacion, para saturar los sitios inespecificos
que pudieran existir. En la mafana siguiente se lavaron 3 veces con TBST por
10 minutos. Para la primera membrana se utiliz6 como Ac primario el AcM anti-
crotamina previamente purificado con clave 1D3, mientras que la segunda fue
con el AcM anti-crotamina 5D1. Ambos anticuerpos se usaron a una
concentracion de 10 pyg/mL en TBST y 0.05% de leche descremada en polvo

durante una hora en agitacion constante.

Las membranas se lavaron nuevamente y se incubaron con el Ac comercial
Goat anti-mouse IgG (H+L) acoplado a fosfatasa alcalina (Millipore) en dilucion
1:2000 por una hora en agitacion constante. Cada membrana se lavo una vez
mas y se revelé con 10 mL del kit BCIP/NBT Invitrogen® deteniendo la reaccion
con un solucién 5 mM de EDTA.
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9.22 Reaccion cruzada de IgG’s por el método ELISA

Con la finalidad de detectar AcM especificos hacia crotamina, se llevo a cabo el
ensayo de ELISA de tipo indirecto con el esquema mostrado en la figura 20, con
la modificacion de que en este experimento se utilizaron AcM’s anti-crotamina y
diferentes antigenos provenientes del veneno de C.d.t. Para ello, la placa se
sensibilizé con 5 pg/mL de crotamina, sub A y sub B por duplicado en buffer de
sensibilizado (NaCO3100 mM, pH 9.5) a excepcién de la columna 12 que fungio
como control negativo. Después de 1 h de incubacion a 37°C, la placa se lavo
con buffer (Tris-HCI 50 mM, pH 8/ NaCl 150 mM/ Tween 20 0.05%) y se
agregaron 200 pL de solucion de bloqueo (Tris-HCI 50 mM, pH 8/ gelatina
5mg/mL/ Tween 20 0.02%) dejando la placa a 37°C por 2 hrs. A las 2 hrs la
placa se lavd y en la columna 1 se dispensaron 200 yL de cada AcM en buffer
de reaccion (50mM de Tris-HCL pH 8, 0.5 M de NaCl, 1 mg/mL de gelatina,
0.05% de Tween 20) a una concentracion de 100 ug de proteina. Este paso se
realizé por duplicado, mientras que a los demas pozos solo se le colocaron 100
ML de la solucion de reaccion. En seguida, se realizaron diluciones seriadas 1:2
para dejar todos los pozos con 100 pL y se incubo la placa 1 hr a 37°C. Se
utilizé como Ac secundario Goat anti-mouse IgG (L+H) HRP de uso comercial a
una dilucion 1:2000 en buffer de reaccién, anadiendo 100 pL/pozo a toda la
placa e incubando 1 hr a 37°C. Finalmente, para la fase de revelado, se lavé la
placa e inmediatamente se aplicaron 100 uL/pozo de solucion de revelado (1
mL ABTS 1X Roche/75 yL ABTS 50 mg/mL/8.9 mL de H,O). La reaccion se
dejoé proceder por 10 min a temperatura ambiente e inmediatamente se paré la
reaccion con 20 yL de SDS al 20%. Se midié Abssosnm utilizando un lector de
ELISA marca Magallan®. Se tomaron como positivos los pozos con una Abs

405nm Mayor a 0.3.
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9.23 Evaluacion de AcM anti-crotamina contra proteinas del veneno de
C.d.terrificus

Para evaluar si los AcM obtenidos reconocian otras proteinas presentes en el
veneno de C.d.terrificus, se realizaron 3 ensayos de Western Blot, empleando
como control positivo veneno completo de C.d.terrificus y crotamina purificada.
Por otro lado, las dos subunidades de crotoxina; sub Ay Sub B fueron usadas

como control negativo.

En cada gel de poliacrilamida al 15% se aplicaron 5 ug de veneno completo de
C.d.terrificus y 3 ug de crotamina, sub A y sub B de crotoxina, bajo condiciones
reductoras. Al finalizar la electroforesis, la primer membrana se incub6 con el
AcM anti-crotamina con clave 1D3 y la segunda membrana se traté con el AcM
5D1, ambas a una concentracion de 10 uyg/mL en TBST. En ambos ensayos se
utilizé6 como Ac secundario Goat anti-mouse IgG AP, Millipore® a una dilucién
1:2000. Por otro lado, la membrana del tercer ensayo se incub6 con los Ac’s
policlonales anti-sub.B de crotoxina a una dilucion 1:3000, obtenidos vy
purificados en el laboratorio del Dr. Alagon Cano, del Instituto de Biotecnologia
de la UNAM. Se utilizé el Ac comercial Goat anti-rabbit IgG AP Millipore® como
Ac secundario a una dilucion 1:3000. Cada membrana se lavd una vez mas y se
reveld con el kit NTB/BCIP (Invitrogen®) deteniendo la reaccion con un solucion
5 mM de EDTA. Al mismo tiempo, se corrid y tifid un gel SDS-PAGE al 15% con
20 yg de venenoy 5 pg de crotamina, sub A y sub B, bajo las mismas

condiciones.
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10. Resultados

10.1 Obtencion y analisis de fracciones del veneno de C.d.terrificus por
RP-HPLC

En la figura 20 se muestra el Cromatograma resultante de la separacion del
veneno de C.d.terrificus por RP-HPLC. A lo largo de la corrida, se encontraron
tres proteinas en diferente tiempo de elusidn, las cuales presentan una alta
proporcion dentro del veneno. Este resultado coincide con el trabajo de Neri
Castro en el 2013, en donde se caracterizd el mismo veneno; y donde se
determiné que crotamina y las dos subunidades que conforman crotoxina son

proteinas con mayor abundancia en el veneno C.d.terrificus.

Norm] Crotaminal Sub B i

4883.73 Da Y

4 1

700+ N / 1

/ {

. /
Crotamina 2 /
600 4920 Da //‘

y |
e
500+ / -
.E P 1 b
— oy
1%} - =)
= " # 8
® | 400 o | &

v-c — 1
o [ IR
=} - |9
_8 300+ \ — JE
o
] T// | =

>

200 //'/ SubA “ |

—_— I

_— | |

P I

// {

100 \ // )

) 4

| Iﬂ |

) A ]

ol »ﬂJx_Jw . S

, , T A

0 10 20 30 o 50 60 70 80 mif 0

minutos
Figura 20. Cromatograma del veneno de C.d.terrificus por RP-HPLC. Columna
analitica C-18, 6 mg de veneno Flujo: 1 mL/min. Soluciéon A (agua+0.1% TFA),
solucion B (acetonitrilo + 0.1% TFA). El gradiente de B fue 5% durante los primeros
5 min, 5-15% de B en 10 min, 15-45% de B en 60 min, 45-70% en 90 min, las

fracciones fueron monitoreadas a 280 nm.

43



La crotamina mostré dos picos no resueltos y de gran tamafo a partir del
minuto 30, los cuales se etiquetaron como crotamina 1 y crotamina 2; en base a
su tiempo de aparicion presentando pesos moleculares de 4883.73 Da y 4920
Da. Por otro lado, las dos subunidades que conforman la crotoxina se eluyeron
al minuto 41 para sub Ay 50 para sub B, este ultimo mostro tres picos no

definidos.

10.2 Analisis bioldgico de proteinas purificadas

Se realizaron ensayos de actividad en ratones inyectando las dos fracciones
correspondientes a la crotamina via intraperitoneal. Ambas fracciones mostraron
actividad biologica paralizante de miembros posteriores en los ratones de cada
grupo. El porcentaje de supervivencia fue de 100%, demostrando que las
condiciones de purificacion no afectaron la actividad téxica de la proteina de
interés. Con base en los resultados, cada fraccion se rotulé6 como crotamina 1y 2
en base a su tiempo de elucién, y se juntaron en un solo tubo él cual fue
etiquetado como crotamina. Fue determinanda la concentracion de proteina por
Azsonm Y fue dividida entre el coeficiente de extincion de crotamina. Los resultados

de cada fraccidon se muestran en la tabla 2.

Fraccién Individuo Paralisis rigida en Mortalidad
miembros posteriores

Ratéon 1 Positivo

Fraccién 1 Ratoén 2 Positivo 0/3
(Crotamina 1) Ratén 3 Positivo
Ratéon 1 Positivo

Fraccion 2 Ratoén 2 Positivo 0/3
(Crotamina 2) Ratén 3 Positivo

Tabla 2. Signologia observada en grupos de 3 ratones BALB/c al inyectarles 10 pug de crotamina
(corresponde a 2/3 de la dosis letal) via intravenosa, obtenida por cromatografia liquida de alta

resolucion - fase reversa (RP-HPLC) del veneno de C. durissus terrificus.
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10.3 Analisis electroforético SDS-PAGE de fracciones purificadas por RP-
HPLC

Con la finalidad de identificar y evaluar la pureza de las fracciones proteicas del
veneno utilizado en este trabajo, se realizé6 un gel de SDS-PAGE. Se corrieron
cuatro muestras totales, de las cuales, tres de ellas provenian de RP-HPLC (Fig
21). El carril 2 presentdé componentes de bajo, mediano y alto peso molecular
desde 10 kDa hasta ~60 kDa. Las proteinas con baja proporcion migran en la
zona de ~60 kDa que corresponde a metaloproteasas y en la zona de ~35 kDa
que corresponde a las serinoproteasas. Por otro lado, proteinas con alta
proporcion dentro del veneno se observan en pesos moleculares bajos, como la
crotoxina (15 kDa) y la crotamina con corrimiento anémalo de ~10 kDa. Las
fracciones purificadas van del carril tres al cinco, mostrando alto grado de pureza
para crotamina y sub B de crotoxina. La sub A de crotoxina, proteina cargada en

carril 4 no se logra observar. (Figura 21).
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Figura 21. SDS-PAGE condiciones reductoras al 15%. Carril 1. MPM; 2.Veneno completo
de C.d.terrificus (15 pg); 3. Crotamina (2.5 pg); 4. Sub A (16 pg); 5. Sub B (4.5 pg).
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10.4 Analisis electroforético de conjugados relacion 1:2y 1:4

Después de obtener la crotamina pura y activa, se entrecruzé a diferentes
relaciones molares con albumina sérica bovina utilizando glutaraldehido al 50%.
Dichos conjugados se evaluaron mediante SDS-PAGE al 12.5% usando el mismo
orden de muestras (Figura 22).
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Figura 22. Evaluacién de conjugados crotamina-BSA. A) Relacién 1:2 y B) Relacion 1:4.
SDS-PAGE 12.5%. Condiciones reductoras. Carril 1. MPM; 2. Mezcla crotamina-BSA sin
glutaraldehido (3pl); 3. Mezcla crotamina- BSA con glutaraldehido (3pl); 4. BSA: A (1ug) y B
(2.5ug); 5. Crotamina (2.5ug).

En el carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular (MPM). En el carril 2 de
ambos geles se separaron dos bandas abundantes que corresponden a las 2
proteinas de la mezcla, la crotamina y BSA sin glutaraldehido. La banda de mayor
peso molecular se presento entre 50 y 75 kDa y corresponde a la albumina sérica
bovina y en 10 kDa se encuentra la crotamina. Ambos conjugados se observan en
el carril 3, siendo la misma mezcla proteica con glutaraldehido. Se observa un
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ligero barrido por encima de 75 kDa y una banda mas en 250 kDa. Por otro lado,
los controles del gel en donde se evalud el conjugado relacion BSA-crotamina 1:2,
muestran un estado de alta pureza, apareciendo en el carril 4 una banda entre 50
y 75 kDa, que corresponde al peso de BSA. La crotamina purificada se observa en
el carril 5 con un peso de 10 kDa. Los controles del gel con el conjugado relacién
1:4 presenta el mismo patron de corrimiento. El control con BSA se ubica entre 50
y 75 kDa en el carril 4 y la crotamina en carril 5 en la banda correspondiente a 10
kDa.

Por otro lado, la relacion 1:4 presento una mejor formacion de conjugados con una
banda entre 75 y 100 kDa mas compacta y mejor definida en el carril 3 en
comparacion con la banda del conjugado relacion 1:2.

10.5 Determinacion de titulos de Ac’s policlonales anti-crotamina

En la figura 23 se muestran los titulos de Ac’s policlonales obtenidos a partir de
suero del grupo 1 y 2; inmunizados con conjugados crotamina-BSA a diferentes
concentraciones. La ECso mas baja del grupo 1 fue de 90.8, mientras que el valor
mas alto esta representado por 427.8. Estos valores corresponden a los ratones 3
y 4. Por otro lado, el grupo 2 present6 valores mas elevados respecto al grupo 1,
mostrando una ECsy de 570.4 para el raton 2 y 6028 para para el raton 5. Al
graficar los datos obtenidos de los Ac’s policlonales en suero de ambos grupos, se
observo que el titulo mas bajo del grupo 2, esta por encima del titulo mas alto del
grupo 1. Resulté ser mas inmunogénico el conjugado de crotamina-BSA relacion

1:4 en comparacion al conjugado 1:2.
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Conjugado Crotamina-BSA relacion 1:2
Ratén 1 Ratén 2 Ratén 3 Ratén 4 Ratén 5
EC 50 163.4 427.8 90.8 157.5 358.1
R2 0.999 0.999 0.999 0.999 0.999
B) Grupo 2
Conjugado Crotamina-BSA relacion 1:4
EC 50 755.8 570.4 5942 1998 6028
R2 0.999 0.999 0.990 0.999 0.992

Figura 23. Titulos de ELISA de Ac’s policlonales anti-crotamina de sueros de ratones inmunizados
con conjugado 1:2 y 1:4 crotamina-BSA. A) Grafica de titulos individuales de ratones de grupo 1
inmunizados con conjugado 1:2 B) Grafica de titulos individuales de ratones de grupo 2

inmunizados con conjugado 1:4.

10.6 Obtencion de anticuerpos monoclonales anti-crotamina de ratéon

Se realizaron 10 fusiones celulares, utilizando las células del bazo de los ratones
inmunizados y células de mieloma SP2 de ratdn, tal como se describe en el anexo.
Se obtuvieron un total de 2,262 hibridomas. De éstos, sélo 17 clonas fueron
productoras de Ac’s anti-crotamina. Unicamente 2 de las 17 clonas (1D3 y 5D1),
sobrevivieron al proceso de seleccion manteniendo la capacidad productora de
AcM alcanzando valores de Abssosnm por encima de 0.3. Ambas clonas

corresponden al grupo 1 inmunizado con el conjugado 1:2 (Tabla 3).
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Para obtener los AcM anti-crotamina en el liquido ascitico Los hibridomas
productores de AcM se inocularon en 2 grupos de 3 ratones hembra de la cepa

BALB/c via intraperitoneal.

Hibridomas productores de anticuerpos monoclonales anti-crotamina

Grupo 1 Grupo2
Conjugado 1:2 1:4
Hibridomas obtenidos 1298 /2 400 964 /2 400
Hibridomas productores de AcM anti-crotamina 14 3
Hibridomas estables 1D3 5D1 0

Tabla 3. Numero de colonias de hibridomas productoras de AcM anti-crotamina obtenidas de

fusion celular, diluciones limite y ascitis.

10.7 Extraccion, purificacion y cuantificacion de AcM anti-crotamina

Se llevdé a cabo la purificacion del liquido ascitico por columna de afinidad con
proteina A. Se obtuvo una la concentracion (mg/mL) de los dos AcM al dividir las
unidades de Azsonm €ntre el coeficiente de extincion de las inmunoglobulinas (1.4).
El rendimiento final de cada anticuerpo fue de 0.425 mg/mL de liquido ascitico
para 1D3 y 0.160 mg/mL para 5D1 (Tabla 4).

Rendimiento de AcM anti-crotamina 5D1 y 1D3 (mg/mL) de liquido ascitico
Anticuerpo monoclonal Concentracién (mg/mL)
1D3 0.425
5D1 0.160

Tabla 4. Concentracion de AcM anti-crotamina 5D1 y 1D3 (mg/mL) de liquido ascitico purificado

con proteina A. Coeficiente de extincién de Ac’s = 1.4
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10.8 Evaluacion de anticuerpos monoclonales anti-crotamina por
electroforesis

Para ver el grado de pureza de los Ac’s 1D3 y 5D1 se corri6 un gel de
poliacrilamida al 12.5% (Figura 24) apreciando en el carril 1 las bandas del
marcador de peso molecular que van desde 10 kDa a 250 kDa. Por otro lado, los
carriles 2 y 3 muestran solamente la presencia de una banda bien definida en el
peso aproximado de 150 kDa, peso correspondiente al de un anticuerpo tipo 1gG
sin reductores. Mientras los carriles 5 y 6 exhiben 2 bandas bien marcadas en el
peso de 25 y 50 kDa, es decir, las cadenas ligeras de los Ac’s 1D3 y 5D1 se
presentan en el peso de 25 kDa, mientras que las cadenas pesadas corresponden
al peso de 50 kDa.
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Figura 24. SDS-PAGE al 12.5%. Determinacién de integridad y pureza de AcM
1D3 y 5D1 anti-crotamina. Carril 1. Marcador de peso molecular (kDa); 2 y 5. AcM
1D3 (10 pg); 3y 6. AcM 5D1 (10 pg).
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10.9 Determinacion de ECso de anticuerpos monoclonales 1D3 y 5D1

En la figura 25 se encuentra representada la curva estandar de la ECso de los AcM

1D3 y 5D1 que representa el reconocimiento de la crotamina mediante la técnica

de ELISA indirecto. Por un lado, el Ac 5D1 mostré tener un buen reconocimiento
hacia la crotamina, necesitando 5.7ug de AcM por cada 5 pg de crotamina,

mientras que el Ac 1D3 no manifestd un buen reconocimiento contra crotamina, ya

que todos los valores de Abssosnm estuvieron por debajo de 0.1.
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Figura 25. Concentracidon efectiva media (ECso) por ELISA a A4s,m de AcM anti-crotamina

1D3 y 5D1 partiendo de una concentracién inicial de 200 pg y diluciones seriadas 1:2. El AcM
5D1 obtuvo un ECsy de 5.731 con una R? de 0.99, mientras que el AcM 1D3 mostro un ECs de

~2073 con una R? de 0.95.
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10.10 Prueba de especificidad de AcM 1D3 y 5D1 contra proteinas del
género Crotalus

Los resultados obtenidos en la técnica de Western blot donde se evalud el
reconocimiento especifico de los Ac’s 1D3 y 5D1 anti-crotamina, utilizando veneno
completo de C.d.terrificus (crotamina +), C.simus (crotamina -) y C.basiliscus
(crotamina + y -), mostraron la presencia de 3 bandas en el peso de 10 kDa en los
carriles 2,4 y 5, existiendo un reconocimiento de crotamina del veneno de
C.d.terrificus y C.basiliscus por parte de ambos Ac’s, donde, 1D3 tuvo un mayor

reconocimiento que 5D1 (Figura 26).
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Figura 26. Western blot mostrando reacciéon cruzada de los Ac’s 1D3 y 5D1. Se utilizaron
venenos de diferentes especies de serpientes del género Crotalus. A las membranas A) Incubada
con 1D3 (10 pyg/mL) vy B) incubada con 5D1 (10 pg/mL) se les afiadié la misma cantidad de
proteina por carril. 1. MPM. 2. Crotamina de C.d.t (3 pg) (Control +). 3. Crotoxina de C.d.t. (3 pg)
(Control -). 4. Veneno completo de C.d.t. (15 pg) (Control +). 5. Veneno de C.basiliscus (15 pg)
(Control +). 5. Veneno de C.simus (15 pyg) (Control -). 6. Veneno de C.basiliscus (15 pg) (Control -).
Ambas membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario comercial Goat anti-mouse IgG
(H+L) AP. Dilucién 1:2000.
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Se puede observar que ambos AcM presentaron reaccion cruzada hacia crotoxina
de C.d.terrificus, C.simus y C.basiliscus, exhibiendo 4 bandas correspondientes a
los carriles 3-6 con un peso de 15 kDa.

10.11 Prueba de ELISA para comprobar reacciones cruzadas hacia
crotoxina

Con base en los resultados anteriores, donde los Ac’s obtenidos reconocen tanto
crotamina como crotoxina, se decidi6 comprobar si realmente existe
reconocimiento especifico y cruzado de los Ac’s obtenidos hacia crotamina,
crotoxina o alguna de sus 2 subunidades mediante un ELISA indirecto. Para ello,
la placa se sensibilizo por duplicado con 5 ug/ml de crotamina, sub A y sub B
purificadas por RP-HPLC.

El AcM 5D1 presenta reconocimiento conformacional hacia crotamina y crotoxina,
reconociendo especialmente la sub. B de crotoxina. El reconocimiento hacia estas
2 proteinas es muy similar ya que ambas proteinas exhiben valores de
absorbancia por encima de 0.35. Por el contrario, 5D1 no reconoce a sub. A de

crotoxina ya que los valores obtenidos estan por debajo del valor de corte.

En cambio, el AcM 1D3 no tiene reconocimiento a epitopes estructurales hacia
ninguna de las 3 proteinas probadas en este experimento, las cuales provienen
del veneno de C.d.terrificus (crotamina, sub. A y sub. B) ya que mostr6 valores de
absorbancia menores a 0.05 (Figura 27).
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Reaccion especifica y cruzada de AcM 1D3 y 5D1 hacia diferentes proteinas del veneno de

C.d.t
1D3 5D1
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Sigmoide
dosis-respuesta Ambiguo No converge
EC50 ~53.83 73.50 8.74 14.29 7.63
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Figura 27. ELISA indirecto evaluando AcM 1D3 y 5D1 contra distintas proteinas del veneno de
C.d.terrificus. A) Reconocimiento de Ac 1D3. B) Reconocimiento de Ac 5D1. C) Valores de ELISA

indirecto para evaluar reaccién especifica y cruzada de AcM.

10.12 Evaluacion de Ac policlonales anti-crotoxina

Para descartar el reconocimiento cruzado de los Ac’s anti-crotamina utilizados
en los ensayos anteriores hacia crotoxina, se procedio a realizar un Western
blot utilizando los AcM anti-crotamina 1D3 y 5D1, y Ac’s policlonales anti-
crotoxina de conejo purificados y disponibles en el laboratorio. Todos los Ac’s
evaluados mostraron reconocimiento lineal hacia crotamina y sub. B de
crotoxina del veneno de C.d.terrificus, con una banda en el carril 2 y otra en el
carril 3 en el peso de 10 kDa, correspondiendo al reconocimiento de crotamina
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del veneno completo y crotamina purificada; mientras que las bandas en los
carriles 2 y 5 en 15 kDa corresponden al reconocimiento de sub B de crotoxina
(Figura 28). La sub A de C.d.terrificus no fue reconocida por los AcM 1D3 y 5D1

anti-crotamina ni los Ac’s policlonales anti-crotoxina de conejo, resultando en

una ausencia de bandas en el carril 4 en todas las membranas.
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Figura 28. Western-blot de reconocimiento de AcM 1D3, 5D1 anti-crotamina y Ac’s
policlonales anti-crotoxina hacia veneno completo de C.d.terrificus, crotamina, sub. Ay
sub. B de crotoxina. Carril 1. MPM; 2. Veneno completo de C.d.terrificus (5 pg); 3. Crotamina
(3 pg); 4. Sub. A (3 pg); 5. Sub. B (3 pg). A) Primer anticuerpo: 10 ug/mL de AcM 1D3 anti-
crotamina. Segundo anticuerpo: Goat anti-mouse AP millipore® en dilucién 1:2000. B) Primer
anticuerpo: 10 pyg/mL de AcM 5D1 anti-crotamina. Segundo anticuerpo: Goat anti-mouse AP
millipore® en dilucién 1:2000. C) Primer anticuerpo: 1 pyg/mL de Ac’s policlonales de conejo

anti-crotoxina. Segundo anticuerpo: Goat anti-Rabbit AP millipore® en dilucién 1:3000. Todas
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11. Discusion

11.1. Purificacion de crotamina a partir de veneno completo de
C.d.terrificus

El fraccionamiento del veneno completo de la serpiente de cascabel C.d.terrificus
se realiz6 mediante la técnica RP-HPLC, debido a que esta técnica permite
separar crotamina de otras proteinas con un peso similar presentes en el veneno
completo, y permite obtener un alto rendimiento de crotamina pura, ademas de no

modificar su actividad bioldgica.

El veneno de C.d.terrificus contiene un alto porcentaje de crotamina, 38-39%;
obteniendose al calcular el area bajo la curva en el cromatograma del veneno
completo. Por otro lado, en el cromatograma existen dos picos de elusion no
definidos alrededor del minuto 30, correspondientes a las dos isoformas de
crotamina ya reportadas (Toyama et al., 2000), en donde existe una sustitucién de
una leucina por isoleucina. Por espectrometria de masas ambos picos mostraron
un peso molecular entre 4850 y 4950 kDa similares al tamafio de la crotamina
aislada y purificada reportada por Batista da Cunha et al 2018, en el caso del

veneno de C.d.terrificus de Mococa, Brasil.

En la misma purificacion de veneno pero a diferente tiempo se presentaron dos
picos mas, con un tiempo de retencidon a los minutos 40 y 50. EI primero
corresponde a la subunidad acida (Sub A), mientras que la subunidad basica (Sub
B) y sus isoformas pertenecen al segundo pico. Estos resultados concuerdan con
los estudios de Toyama H. et al., en el 2000 y de Oliveira A. et al., del 2017, donde
fraccionan veneno crudo de C.d.terrificus de Botucatu, Brasil, donde encontraron
crotamina en el minuto 20, Sub A en el 30 y Sub B fraccionada en tres picos a
partir del minuto 40.

Las dos isoformas de crotamina inyectadas en ratones BALB/c, presentaron
actividad paralizante en miembros posteriores (Lourenco, et al., 2013) permitiendo
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inferir un bloqueo de los canales de K, 1.1, 1.2 y 1.3. Este efecto fue estudiado por
Peigneur et al., (2012), al estudiar los efectos de crotamina sobre 12 canales de K,
en oocitos de X. laevis, en donde se demostrd un efecto de bloqueo en los canales
de K, 1.1-1.3. Ademas no hubo letalidad en los ratones inyectados con crotamina,
debido a la concentracion de crotamina administrada, la cual fue de 10 pg por
raton, cantidad que se encuentra por debajo de la DLsy de crotamina (15 ug/raton)
reportada en el 2007 por Ponce Soto y Toyama. et al., en el 2000.

Con la finalidad de observar si las fracciones obtenidas del veneno completo de
C.d.terrificus por RP-HPLC eran puras, se corrié un gel electroforético con las
fracciones colectadas. La crotamina se encontré 100% pura al mostrar una sola
banda en el carril donde fue evaluada. Sin embargo, esta proteina manifesté un
corrimiento andmalo al ubicarse como una banda de 10 kDa en vez de mostrarse
en la banda de 5 kDa. En la actualidad no existen reportes que expliquen este
fendbmeno; Adicionalmente, este corrimiento andmalo de crotamina fue observado
en el 2013 por Guidolin. F.R. et al., donde analizaron por SDS-PAGE 12.5% el
veneno completo de C.d.terrificus encontrando un corrimiento de crotamina igual
que en este trabajo. Las otras dos proteinas principales del veneno son sub Ay
sub B de crotoxina, en donde, Sub A no se observé en ninguno de los 2 carriles
gue supuestamente la contenian, mientras que sub B aparece pura en la banda de
15 kDa.

11.2. Aumento de inmunogenicidad de crotamina y evolucion de titulos de

reconocimiento contra crotamina

En el laboratorio del Dr. Alagon se ha visto que grupos de ratones inmunizados
con crotamina purificada, desarrollan muy bajo titulo de Ac’s, debido a algunas
caracteristicas reportadas por Goncalves & Polso en 1947, en donde describen a
la crotamina como una proteina con bajo peso molecular (4.8 kDa), lo que

aumenta la probabilidad de ser una proteina muy poco inmunogénica.
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Por otro lado, Kerkis et al. en 2004 y 2014 encontraron que la crotamina penetra
rapidamente diferentes lineas celulares humanas y de ratén (fibroblastos primarios
de humano, células linfoblasticas, tallo embrionario murino y células s-vec
endoteliales) en ensayos in vitro. Por lo tanto, al momento de administrar
crotamina sola, esta se internaliza rapidamente en diferentes células evitando su
reconocimiento y por ende no hay una buena respuesta de Ac’s contra la proteina,
dando una baja obtencion de titulos. Torres B. et al., en el 2014 reportaron una
elevacion en la inmunogenicidad de proteinas pequefias menores a 10 kDa
(haptenos) conjugadas con BSA, generando una mayor produccion de Ac’s
contra este tipo de conjugados. Debido a lo anterior, se procedi6 a conjugar
crotamina purificada del veneno de C.d.terrificus con BSA utilizando glutaraldehido
como agente entrecruzador, obteniendo dos conjugados de distinta proporcion
molar, 1 molécula de BSA por 2 y 4 de crotamina (1:2y 1:4).

Los titulos mas elevados fueron del grupo 2, el cual fue inmunizado con el
conjugado crotamina-BSA 1:4, como resultado de tener una mayor concentracion
proteica crotamina-BSA y desencadenando por ello, una respuesta elevada del
sistema inmune adaptativo. Se obtuvé una mayor produccion de inmunoglobulinas
en comparacion al conjugado 1:2, mostrando una mayor lectura de absorbancia.
En ejemplos, se observé que utilizando conjugados proporcion 1:8 ( una molécula
de BSA con 8 de crotamina) se produce precipitacion proteica en gran cantidad.
Este resultado implica que a mayor cantidad de crotamina conjugada con BSA en
solucion, hay mayor generacion de conjugados entre proteinas que terminan
precipitandose y por ello existe una gran cantidad de crotamina precipitada
(perdida) que no se puede inyectar. Estos resultados indican ser malos
inmundgenos para elevar la respuesta inmune humoral contra crotamina. Por otro
lado, en la proporcion 1:4 hay mas cantidad de crotamina conjugada con BSA en
solucién (ya que no genera precipitacion proteica) y el conjugado resultante puede
ser administrado via intraperitoneal de manera soluble, presentando mayor

cantidad de crotamina al sistema inmune de cada raton.
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11.3. Obtencidon de hibridomas productores de AcM anti-crotamina

La probabilidad de obtener un anticuerpo que logre reconocer el epitope activo de
crotamina es mayor en los individuos del grupo inmunizado con el conjugado
proporcion 1:4 en comparacion con los individuos inmunizados con el conjugado
1:2. Esto se puede explicar ya que esta proporcion (1:4) logra tener una mayor
concentracion de crotamina que puede ser reconocida por el sistema humoral del
individuo, lo cual genera una mayor cantidad de Ac’s especificos hacia diferentes
epitopes de crotamina. Estos resultados indican una mayor probabilidad de
encontrar un anticuerpo que reconozca el epitope activo de crotamina (Abbas et
al., 2012).

Se obtuvieron un total de 2262 hibridomas productores de AcM y 17 de este total
fueron hibridomas generadores de AcM anti-crotamina. A simple vista, el
rendimiento es muy bajo; sin embargo, esta relacion es muy comun en este tipo de
procedimientos, ya que al inicio de cada fusion celular, tanto las células esplénicas
como las células de mieloma se exponen a condiciones de toxicidad debido al uso
del PEG (agente fusionante) repercutiendo en la viabilidad de los hibridomas
obtenidos. Estos resultados, indican que durante la fusion pudo ocurrir que alguna
de las dos células o ambas se encontraran débilitadas o en fase de muerte (por la
toxicidad del PEG); resultando en hibridomas no viables, los cuales después de un
tiempo mueren (Gavilondo. C, 1995). En la tesis de maestria de Hernandez Arely
en el 2015 se obtuvieron 676 hibridomas, de los cuales dos clonas resultaron ser
productoras de anticuerpos anti-crotoxina, demostrando lo complejo que es
obtener AcM contra la toxina por el método de hibridomas.

Otro factor muy importante en este tipo de experimentos, que explica el bajo
numero obtenido de hibridomas productores de AcM anti-crotamina, es la
probabilidad de fusion entre células de mieloma con células de bazo. Partiendo de
la mezcla de esplenocitos y células de mieloma en proporcion 1:5, pudieron ocurrir
fusiones entre células de mieloma-mieloma, bazo-bazo y bazo-mieloma.

Enfocandonos en la tercera posibilidad, en donde se fusiona una célula esplénica
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con una de mieloma, ocurre una fusion de los nucleos de cada célula
(heterocarionte) y por lo tanto hay recombinacion genética a nivel alélico y
genético que concluye en la formacion de un hibridoma. Cada clona de hibridoma
tiene la caracteristica de producir un solo tipo de AcM, el cual va a reconocer una
region especifica (epitope) de un solo antigeno que fue reconocido por el sistema
inmune del ratéon (Gavilondo. C, 1995). Sin embargo, este proceso se repite en
millones de células de bazo y de mieloma (mezcla), resultando en 2262
hibridomas obtenidos, de los cuales solo 17 generaron Ac’s monoclonales hacia
crotamina y de estas 17, solamente 2 clonas sobrevivieron y se establecieron,
dando las clonas 5D1 y 1D3. Lo que nos dice que la técnica para obtener AcM
provenientes de hibridomas se complica debido a distintos factores como la
toxicidad del PEG, la baja tasa de fusion entre células de bazo-mieloma y la
dificultad de los hibridomas por establecerse después de un proceso de

recombinacidn genética, resultando en un bajo numero de clonas obtenidas.

11.4. Evaluacion de la obtencion y purificacion de anticuerpos

monoclonales 1D3 y 5D1 contra crotamina

Por otro lado, existe la posibilidad de que la lectura de concentracién proteica
(mg/mL) de AcM 1D3 y 5D1 anti-crotamina purificados de ascitis, puede ser un
tanto sobreestimada. Dado que existe la posibilidad de encontrar Ac’s contra otros
antigenos en menor proporcion debido a la respuesta natural del sistema inmune
adaptativo de cada raton (Abbas et al., 2012). Los hibridomas, ademas de tener
células tumorales generadoras de Ac’s unicos, estan en contacto con agentes
(antigenos) externos, produciendo una respuesta policlonal hacia los mismos. Esta
probabilidad es baja, ya que los ratones se encuentran en aislamiento y provienen

de un laboratorio donde los cuidados sanitarios son extremadamente rigurosos.

Aunado a esto, se confirmo la especificidad de los AcM 1D3 y 5D1 hacia
crotamina utilizando la técnica de ELISA, donde la placa se sensibilizé6 unicamente
con crotamina purificada. Ademas, se utilizaron los dos AcM purificados y
analizados mediante un gel SDS PAGE 12.5%, en donde se observé un grado de
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purificacion alto para cada Ac manteniendo su estructura conformacional al

mostrar el peso molecular esperado de 150 kDa (Owen A, 2014).

11.5. Reconocimiento de AcM 1D3 y 5D1 contra crotamina purificada

Utilizando la técnica de ELISA se compard la ECsy de los dos AcM obtenidos,
mostrando el reconocimiento del AcM 1D3 y 5D1 hacia crotamina en su forma
conformacional. EI AcM 5D1 reconoci6 a crotamina utilizando 5.7ug de Ac,
mientras que el AcM 1D3 resultoé ser 63 veces menos afin, es decir, al sensibilizar
la placa de microtitulacion con crotamina purificada y en su forma nativa, permite
sugerir que existe un reconocimiento conformacional hacia crotamina por parte del
AcM 5D1, siendo el unico AcM candidato para pruebas de laboratorio donde se
quiera determinar la presencia de crotamina de manera cualitativa en venenos de

serpientes del género Crotalus.

11.6. Reconocimiento contra venenos de diferentes especies

Mebs D y Kornalik F., 1989; Harrison et al., 2003 y Casasola et al.,2009 reportan
la existencia de actividad cruzada de antivenenos hacia venenos de serpientes
que no son empleados en el proceso de inmunizacidon. Estos grupos mencionan
que entre especies relacionadas taxondmicamente la reactividad cruzada es
comun, debido a la gran cantidad de epitopes antigénicos conservados en los
venenos de estos reptiles. Es asi que al evaluar el reconocimiento especifico o
cruzado de los Ac’s 1D3 y 5D1 anti-crotamina hacia diferentes componentes
proteicos en venenos de C.d.terrificus, C.simus y C.basiliscus utilizando la técnica
de Western Blot bajo condiciones reductoras. Ambos anticuerpos reconocieron
crotamina de forma lineal, sobre todo 1D3, ya que presentd mayor resolucién de
bandeo que 5D1. Aunado a esto, ambos AcM presentaron reaccidon cruzada hacia
crotoxina de C.d.terrificus, C.simus 'y C.basiliscus. Nuevamente, 1D3 resulto tener
mayor resolucion de bandeo que 5D1, por lo tanto, mayor reconocimiento hacia
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crotoxina. Sin embargo, este experimento no muestra que parte de la crotoxina es
reconocida, ya que esta compuesta por dos subunidades proteicas: subunidad
acida y subunidad basica (Aird et al.,1985 y Faure et al., 2011).

11.7. Reconocimiento conformacional contra crotamina y subunidad

basica de crotoxina del veneno de C.d.terrificus

Para corroborar el resultado anterior, en donde existe un reconocimiento de los
Ac’s 1D3 y 5D1 hacia crotamina, y por otra parte, localizar cual de las dos
subunidades de crotoxina es reconocida por los mismos Ac’s, se realizé un ELISA
de tipo indirecto.

Los resultados permitieron determinar y observar que no sélo existe un
acoplamiento conformacional de ambos AcM hacia crotamina, donde 5D1 tiene
mayor afinidad que 1D3; sino que también reconocen a la subunidad basica de
crotoxina, al mostrar valores similares al de crotamina, suponiendo la existencia de
epitopes conformacionales y/o estructurales compartidos entre estas dos
proteinas.

Al observar este resultado, se realizdé un alineamiento de residuos entre ambas
proteinas utilizando el programa Clustal Omega®, tomando en cuenta los accesos
NCBI® de AAF34911.1 para crotamina y POCG56.1 para la subunidad basica de
crotoxina de C. durissus terrificus (Figura 29), arrojando un 28.33% de identidad

entre ambas proteinas.
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crotamina_C_durissus_terrificus MKILYLLFAFLF-LAFLS----EPGNAYKQC-HKKGGHCFPK - - -EKICLPPSSDFGKM-

crotoxina_subB  ---e- SLLQFNKMIKFETRKNAVPFYAFYGCYCGWGGQGRPKDATDRCCFVHDCCYGKLA
crotamina_C_durissus_terrificus DCRWRWKCCKKG= =SGK === == == === e e e
crotoxina_subB (CNTKWDIYRYSLKSGYITCGKGTWCKEQICECDRVAAECLRRSLSTYKNEYMFYPDSRC
crotamina_C_durissus_terrificus ~  ------- 65

crotoxina_subB REPSETC 122

Figura 29. Alineamiento de residuos de aminodacidos de crotamina y sub. B de crotoxina de
C.d.terrificus por Clustal Omega®. (*) Aminoacidos compartidos. (:) Aminoacidos diferentes en

el mismo grupo o clasificacién). (.) Aminoacidos distintos con diferente clasificacion.

Es importante mencionar que esta identidad no se encuentra en una region en
particular, sino que la identidad se encuentra en distintos aminoacidos
discontinuos, por lo que este porcentaje de identidad no es totalmente valido. Por
otra parte, al comparar la region amino de ambas proteinas se observa que las
dos regiones son distintas, sin embargo, estas dos comparten aminoacidos con
caracteristicas fisicoquimicas semejantes, lo que nos permite suponer que el
grado de identidad obtenido entre ambas proteinas es debido a estas semejanzas.
Bajo este resultado, suponemos que el reconocimiento cruzado entre crotamina y
la subunidad basica de crotoxina se debe a que ambas proteinas pudieran

compartir por lo menos un epitope lineal.

11.8. Epitopes compartidos entre crotamina y crotoxina: proteinas de

diferente origen

Con la finalidad de comprobar la existencia de epitopes lineales compartidos entre
crotamina y sub. B de crotoxina del veneno de C.d.terrificus, se llevd a cabo un
Western blot utilizando los AcM anti-crotamina generados en este trabajo, en
ratones inmunizados con crotamina purificada conjugada con BSA y Ac’s

policlonales anti-crotoxina de conejo inmunizado con veneno sin crotamina de

63



Crotalus simus. Los tres Ac’s, tanto los monoclonales anti-crotamina como los
policlonales anti-crotoxina reconocieron tanto a la crotamina como a la sub B de
crotoxina, demostrando asi la existencia de epitopes lineales compartidos entre
estas dos proteinas. Actualmente no hay reportes sobre la comparticion de
epitopes ya sea conformacionales o lineales entre estas dos proteinas, por lo que
estos resultados son pioneros en este tema. Estas observaciones sugieren un
mayor estudio sobre el reconocimiento cruzado entre crotamina y sub B de

crotoxina del veneno de C.d.terrificus.
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12. Conclusiones

*Los titulos de anticuerpos anti-crotamina aumentaron al inmunizar a los ratones

con conjugados de crotamina-BSA con relacion molar 1:2y 1:4

*El conjugado 1:4 mostré ser mas inmunogénico en comparacion al conjugado

con relacion 1:2.

*Se obtuvieron 2,262 hibridomas totales, de los cuales solamente 17 fueron
productoras de anticuerpos contra crotamina; de estas 17, solo 2 clonas se
establecieron produciendo los AcM 5D1 y 1D3 los cuales presentan un bajo

reconocimiento contra crotamina.

*El AcM 5D1 es el unico Ac capaz de utilizarse para evaluar cualitativamente la
presencia de crotamina en distintos venenos de serpientes de cascabel, ya que el

AcM 1D3 presentd un reconocimiento conformacional hacia crotamina casi nulo.

*Tanto la crotamina como la subunidad basica de crotoxina comparten un epitope
lineal y conformacional, el cual es reconocido por los Ac’s anti-crotamina 5D1 y
1D3.

13. Perspectivas

*Realizar nuevos conjugados modificando la relacién molar entre crotamina y BSA.

*Obtener uno o mas AcM con mayor afinidad hacia crotamina, los cuales puedan
utilizarse para cuantificar crotamina en distintos venenos de serpientes de

cascabel por medio de la técnica de ELISA.

eldentificar el o los epitope (s) compartidos (s) entre crotamina y crotoxina.
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15. Anexo

<»Soluciones stock:

*OPI 100X : Se pesa 0.15 g de oxaloacetato, 0.05 g de acio piruvico y 200 Ul de
insulina. Se disuelven en 10 mL de agua destilada y se esteriliza por filtracion.
Nota: Si el OPI ya viene mezclado (Sigma), se le agregan 10 mL de H,O y se
esteriliza por filtracion (0.22 ym).

*Glutamina 100X: Se preparan 10 mL de 200 mM de L-glutamina en agua
destilada y se esteriliza por filtracion.

*Stock Ampicilina/Streptomicina 1000X : 1gr/1gr en 10 mL de H-O0 filtrar en 0.22
pum.

*Medio de cultivo DMEM: Se disuelve el contenido de un sobre en 1L de agua
destilada estéril con agitacion (mosca magnética), se adiciona 3.7 g de
bicarbonato de sodio y se ajusta el pH a 7.0 burbujeando CO, la medicion se
hace con un papel pH. Se esteriliza por filtracion, se almacena a 4°C en frascos de
500 mL.

*Medio de cultivo completo B (Para1L)

DMEM: 779 mL

Suero Fetal Bovino: 200 mL
OPI (100X): 10 mL
Glutamina (100 X): 10 mL
Antibiéticos (1000 X): 1mL

*Medio de cultivo HAT (Para 100 mL): 77 mL de medio de cultivo DMEM
suplementado con 20 mL de Suero Fetal Bovino, 1 mL de OPI (100X), 1 mL
Glutamina (100 X), 1 mL HAT (100 X Gibco) y 100 yL de antibiético (1000 X).

*Medio de cultivo HT (Para 100 mL): 77 mL de medio de cultivo DMEM
suplementado con 20 mL de Suero Fetal Bovino, 1 mL de OPI (100X), 1 mL
Glutamina (100 X), 1 mL HT (100 X Sigma) y 100 yL de antibiotico (1000 X).

* Medios de congelacién (Para 100 ml)

*Medio 1: 30 mL de medio DMEM, 50 mL de suero fetal bovino y 20 mL de
DMSO.
*Medio 2: 90 mL de medio DMEM y 10 mL de suero fetal bovino.
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+*Protocolo de congelacion

Centrifugar las células en un tubo cénico de 50 mL a 2000 rpm 5 min. Lavar el
pellet con 30 mL de medio DMEM sin suero, centrifugar igual que el paso anterior
y resuspenderlas en 10 mL de DMEM sin suero. Hacer una dilucién 1:10 y contar
en un hematocitometro.

Centrifugar las células y resuspenderlas con el medio 2 de modo que 10 X 10°
células/mL, en seguida colocar el mismo volumen de medio 1 de tal manera que
quede una concentracion de final de 5X10° células/mL (se colocan 1 mL de
células en criotubos de 2 mL). Colocar en hielo y en seguida a —70 °C, al dia
siguiente pasar los tubos al contenedor de nitrégeno liquido (-170 °C).

<*Descongelamos de células

Secar el o los tubos del tanque de nitrégeno y colocarlos en el bafio Maria a 37°C,
hasta que se descongele. Pasar las células (5X10°) en un tubo cénico de 50 mL.
Diluir con 20 mL de medio B precalentado a 37 °C.

Centrifugar a 1 800 rpm por 5 minutos, descartar el sobrenadante y colocar las
células en un frasco de 75 cm? con 20 mL de medio completo B. Se realiza cambio
de medio cada 24 horas hasta que las células estén completamente recuperadas.

**Protocolo de fusion celular.

Un dia antes de la fusion celular se centrifugan las células a 1000 rpm y se
resuspenden en 10 mL de medio DMEM sin suero, se realiza una dilucion 1:10 (1
mL final) para contar las células en un hematocitometro. Las células se resiembran
a una densidad de 2.5 X 10° por mL en 40 mL totales.

<»Extraccion de las células del bazo:

Se extrae el bazo del ratén inmunizado dentro de una campana de flujo laminar
empleando material de cirugia estéril y es colocado con ayuda de unas pinzas
sobre una rejilla dentro de una caja Petri.

El bazo es disgregado en 3 mL de medio de cultivo sin suero, precalentado a 37
°C y posteriormente se agregan 7 mL de medio de cultivo (10 mL totales).

El paquete celular es transferido a un tubo conico de 15 mL, se deja sedimentar
para eliminar el tejido disgregado y el sobrenadante es transferido
cuidadosamente a otro tubo de 15 mL, se centrifuga a 1800 rpm/5 min.

El paquete celular es resuspendido en 10 mL de medio DMEM sin suero
precalentado a 37°C.
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Se centrifuga para lavar las células a 1 800 rpm/5 min y se descarta el
sobrenadante. Se realizan 2 lavados mas con las mismas condiciones.

< Fusion celular

Las células de mieloma se centrifugan a 1 800 rpm/5 min. Se lavan con 30 mL de
medio DMEM sin suero precalentado a 37 °C.

Las células de mieloma son resuspendidas en 30 mL de medio sin suero y se
mezclan con el pellet de las células de bazo, se centrifugan a 1 800 rpm/5 min.

Aspirar el sobrenadante mediante vacio con una pipeta Pasteur cuidadosamente,
sin llevarse las células.

El paquete celular se agita levemente y se adiciona 1 mL de polietilenglicol
precalentado a 37 °C (PEG Roche) en un lapso de 1 minuto, se agita suavemente
con la punta de la pipeta.

Diluir con 1 ml de medio DMEM sin suero precalentado a 37°C y 9 mL de medio
DMEM.

Centrifugar a 1800 rpm/5 min a temperatura ambiente y se aspira el sobrenadante.
Las células se resuspenden en 50 mL de medio HAT.

Colocar 100 yL de cultivo celular/pozo en un total de 5-6 placas de 96 pozos
agregar a las 48 horas medio HT, esto es para disminuir el contenido de
aminopterina.

**Analisis por ELISA

Después de evaluar los hibridomas (Aproximado un 85%-90% de formacién de
hibridomas, conteo en el microscopio). Los hibridomas son analizados mediante la
técnica de ELISA, tomando 100 pL del sobrenadante de cultivo.

«+*Clonacién por dilucién limite.

Medio de alimentacién (Feeder): Se preparan 200 mL de medio de cultivo HT, se
obtienen células de bazo de ratén hembra (Balb/c limpio), se lavan 3 veces con
medio DMEM sin suero y el pellet se resuspende en 10 mL de medio DMEM sin
suero. Para contar las células se hace una diluciéon 1:10 (1mL) en DMEM s/suero y
se cuentan en un hematocitometro, se centriguga nuevamente y el pellet se
resuspende con medio HT para obtener una concentracion final de 1 X 10%/mL.

Se colocan 100 pL de células de bazo por pozo, el numero de placas depende del
numero de hibridomas positivos obtenidos, se dejan 24 horas a 37 °C.
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