PROYECTO DE INVESTIGACION EN EL CUAL SE APLICA EL USO DEL EQUIPO A IMPORTAR
(Lectora Espectrofotométrica UV/Vis de Microplacas con software)

a) Titulo del Proyecto

NUEVAS FORMULACIONES DE INMUNOBIOLOGICOS PARA EL TRATAMIENTO DE LA INTOXICACION
OFIDICA

b) Investigador Responsable

Dra. Laura C. Leiva (Prof. Titular ded Excl, Directora del Laboratorio de Investigacion en Proteinas — LabInPro-
de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura de la UNNE, institucién que solicita el tramite de
exencién impositiva ante ROECYT).

Por tratarse de un proyecto interdisciplinario que vincula la Bioguimica con la Toxicologia Veterinaria, también
interviene en la direccion del Proyecto la Dra. Ofelia Acosta, docente-investigadora de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la UNNE.

c¢) Objetivos

Objetivo General: Preparar nuevas formulaciones de inmunoterapicos a partir de mezclas de antitoxinas
especificas que incluyan antitrombina crotalica, antimetaloproteasa y antifosfolipasa botrdpicas a ser usadas en
el tratamiento de las intoxicaciones provocadas por especies del género Bothrops.

Obijetivos especificos:

- Aislar fosfolipasa A, (PLA,) y metaloproteasa hemorragica (MPH) del veneno de Bothrops alternatus (yarara
grande), y trombina (TLEc) del veneno de Crotalus durissus terrificus (cascabel), con alto grado de pureza

- Obtener anticuerpos anti-PLA, y anti-MPH botrépica, y anti-PLA2 crotalica en conejos

- Ensayar la capacidad neutralizante de IgG anti trombina (anti-TLEc) obtenida del veneno de Crotalus
durissus terrificus (Cascabel) en la reaccién cruzada con el veneno de Bothrops alternatus (yarara grande) y
de Bothrops diporus (yarara chica)

- Ensayar la capacidad neutralizante de la toxicidad de venenos de Bothorps (alternatus y diporus) del
nordeste argentino de un inmunoterapico preparado a partir de mezclas de inmunoglobulinas especificas que
comprenden anti-trombina crotalica (anti-TLEc), anti-fosfolipasa (anti-PLA2b) y anti-metaloproteasa (anti-
MPHDb) botropicas.

g) Originalidad e importancia del Proyecto

La investigacién terapéutica actual en el area de antivenenos busca nuevas formulaciones tendientes a reducir
la carga proteica de los antivenenos que conlleven a disminuir el riesgo de aparicion de reacciones adversas.
Por ello, es de interés producir un antiveneno neutralizante constituido solo por antitoxinas especificas contra
los componentes letales de los venenos botrdpicos, prescindiendo de anticuerpos anti-elementos no letales del
veneno, naturalmente presentes en los sueros convencionales y evitando consecuentes complicaciones.

En el presente proyecto se pretender incorporar a las formulaciones actualmente en estudio (mezclas de anti-
PLA2b y anti.MPHb) anti-trombina de origen crotalico (anti-TLEc) a los efectos de ajustar las dosis efectivas de
neutralizacién de las actividades especificas de los venenos bothrdpicos con las antitoxinas bothrépicas y
crotalica, para luego ensayar la neutralizacion de la actividad letal de venenos bothrépicos del nordeste
argentino (B. alternatus y B. diporus) con mezcla IgG anti-TLEc, IgG anti- PLA2b e IgG anti-MPHb. De
comprobarse ausencia de secuelas en los animales sobrevivientes, resultaria un inmunobiolégico de versatil
aplicacion en la terapia antiofidica con potencial produccion regional.

Asi, los resultados emergentes de este proyecto integrador, sustentan la productividad y desarrollo del
conocimiento regional por tratarse de nuevas formulaciones de sueros inmunoterapicos,

e) Metodologia Aplicada

En una primera etapa, la metodologia propuesta consiste en aislar mediante cromatografia liquida en columna
(tamiz molecular e intercambio i6nico) las toxinas objeto de estudio.

A partir de tales toxinas, en una segunda etapa, se han de producir anticuerpos especificos en conejos (anti-
MPH, anti-PLA; p, anti-TLE;). Las mismas son empleadas como antigenos, preparandose los inéculos
correspondientes, con dosis sub-letales, para generar en conejos anti-toxinas, a través de un plan de
inoculacion progresivo y luego de mantenimiento, que sostiene en el tiempo elevados titulos de anticuerpos.
Asi, del suero del conejo, rico en anticuerpos generados en respuesta a la estimulacién antigénica, se purifican
las antitoxinas y el testeo del nivel de anticuerpos anti-toxina inoculada, en el suero de conejos se lleva a cabo
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por método de ELISA. Desde el suero de los animales productores se purifican los anticuerpos anti-TLEc, anti-
MPHb y anti-PLA, b, (por cromatogarfia de afinidad) y se los cuantifica nuevamente por test de ELISA.

En una tercera etapa, contando con las toxinas y las anti-toxinas correspondientes, se evaluara la capacidad
neutralizante de cada antitoxina (anti-TLEc, anti-MPHb y anti-PLA, b) sobre los venenos de B. alternatus y B.
diporus, para ello se pre-incuba al veneno con cada anti-toxina para luego someter a test bioquimicos (ensayo
de coagulacion, hemodlisis radial indirecta, actividad caseinolitica, etc) apropiados para medir la actividad
residual del veneno.

En una ultima etapa se llevaran a cabo ensayos de neutralizacion de la actividad letal de los venenos de B.
alternatus y de B. diporus, en ratones, con mezcla IgG anti-TLEc, 1gG anti- PLA2b e IgG anti-MPHb y
evaluacion de secuelas (ensayos bioquimicos e histologicos).

Las actividades correspondientes al aislamiento y purificacién de proteinas (toxinas, provenientes del veneno
ofidico y antitoxinas, anticuerpos extraidos de suero de conejos inmunizados) se llevan a cabo en el LabInPro
de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura de la UNNE, y son las que requieren del
uso del equipo a importar. También se llevan a cabo en este laboratorio otros test de andlisis bioquimicos,
mientras que en el Laboratorio de Toxicologia de la Fac de Ciencias Veterinarias se llevan a cabo los ensayos
en animales de experimentacion: conejos, para la produccién de antitoxinas, y ratones, para los ensayos
biolégicos de letalidad, dado que cuentan con bioterio.

f) Plan de Trabajo

El plan de trabajo se resume en las siguientes actividades previstas:

A- Revisién del material bibliogréafico

B- Aislamiento de TLE crotélica (TLEc) Control de pureza.

C- Aislamiento de MPH botrépica (MPHb) Control de pureza.

D- Aislamiento PLA2 botrépica (PLA2 b) . Control de pureza.

E- Produccion de anticuerpos especificos en conejos (anti-MPH , anti-PLA2 b, anti-PLA2 c)

F- Testeo del nivel de anticuerpos anti-toxina inoculada en suero de conejos.

G- Purificacién, deteccién y cuantificaciéon de anticuerpos anti-TLEc, anti-MPHb y anti-PLA2 b a partir de
suero de conejos.

H- Evaluacion de la actividad neutralizante de cada antitoxina (anti-TLEc, anti-MPHb y anti-PLA2 b) sobre el
veneno de B. alternatus .

I- Evaluacién de la actividad neutralizante de cada antitoxina (anti-TLEc, anti-MPHb y anti-PLA2 b) sobre el

veneno de B. diporus

Ensayo de neutralizacién de la actividad letal de veneno de B. alternatus con mezcla IgG anti-TLEc, IgG

anti- PLA2b e 1gG anti-MPHb. Evaluacion de Secuelas

K- Ensayo de neutralizacion de la actividad letal de veneno de B. diporus con mezcla IgG anti-TLEc, IgG anti-
PLA2b e IgG anti-MPHb. Evaluacion de Secuelas

L- Analisis e interpretacion de resultados obtenidos y difusién de resultados

M- Elaboracién de informe. Redaccién de trabajos para su presentacién en Reuniones Cientificas y
publicacién en revista de la especialidad.
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0) Resultados obtenidos y esperados

El presente proyecto es continuacion de una serie de proyectos concatenados, que a lo largo de doce afios
este Grupo Interdisciplinario de Investigacion Bioquimico-Veterinario viene desarrollando, con numerosas
publicaciones en la teméatica de las toxinas ofidicas. Ha llevado a cabo la purificacion de toxinas de venenos
ofidicos de la region ©% ¥ como asi también la produccién de anticuerpos anti toxinas % %. Se demostré la

! Gay CC, Leiva LC, Marufiak S, Teibler P and O. Acosta de Pérez. “Proteolytic, edematogenic and miotoxic activities of a hemorrhagic

metalloprotease isolated from Bothrops alternatus venom”. TOXICON, 2005; 46(5), 546-554.
2 Ruiz de Torrent RM, Bongiovanni B, Leiva LC, Evangelista AM, Rodriguez JP, Acosta OC, Duffard R. “Neurotoxicological effects of a
thrombin-like enzyme isolated from Crotalus durissus terrificus venom (preliminary study)”. TOXICON, 2007 50:144-52.
% Garcia Denegri ME, Acosta O, Huancahuire-Vega S, Martins-de-Souza D, Marangoni S, Marufiak SL, Teibler GP, Leiva LC, Ponce-Soto
LA. Isolation and functional characterization of a new acidic PLA2 Ba Spll RP4 of the Bothrops alternatus snake venom from Argentina.
TOXICON, 2010, 56(1): 64-74.
Rodriguez JP, De Marzi M, Marufak S, Malchiodi EL, Leiva LC, Acosta OC. “Rabbits IgG antibodies against phospholipase A2 from
Crotalus durissus terrificus venom neutralize the lethal activity”. MEDICINA. Buenos Aires, 2006.;66(6):512-6.
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capacidad neutralizante a través de reacciones cruzadas entre veneno crotalico y botrépico °> como asi tambien
la capacidad de neutralizar completamente con un dada antitoxina la actividad del veneno exhibida por la
toxina y a la vez demostrar interacciones entre toxinas, del tipo sinérgicas °.

Los resultados de este proyecto han de ser/son originales, esperando lograr una formulacion constituida con la
menor cantidad de anticuerpos necesarios para neutralizar los efectos deletéreos que causan las toxinas
responsables de la cuadro fisiopatolégico desencadenado por la mordedura del ofidio. Estos resultados
sentaran base cientifica para evaluar la capacidad neutralizante de estos sueros especificos considerando su
potencial uso en el tratamiento de la intoxicacion ofidica tanto de B alternatus (yarard grande) como en B
diporus (yarara chica).

h) Fecha de inicio y finalizacién del proyecto
Fecha de inicio: enero 2010. Fecha de finalizacion: diciembre 2013

i) Justificacion de la compra del bien dentro del proyecto

El equipo solicitado consiste basicamente en un espectrofotdmetro que permite la medicion de absorbancias
en un amplio rango de longitudes de onda, desde el ultravioleta lejano (200nm) hasta el infrarrojo cercano
(900nm), con la ventaja adicional que lee el contenido de pequefios pocillos ubicados en placas, denominados
microplacas, esta lectura simultdnea de, e.g., 96 6 384 soluciones de muy reducido volumen (menos de 100 ul)
le da un caracter expeditivo al proceso de medicion, con gran reproducibilidad. La gran versatilidad de uso de
este equipo permite, ademas de las determinaciones corrientes de absorbancia en el rango UV/visible, efectuar
andlisis de acidos nucleicos: concentracién de RNA, de DNA de una cadena (SS), de DNA de doble cadena y
pureza de DNA, andlisis de proteinas y cinética enzimatica. Por otro lado, por su disefio adaptado a la lectura
en placas, permite la realizaciéon de test del tipo enzimoinmunoensayo (ELISA), lo que lo vuelve un equipo apto
para multiples aplicaciones en mediciones bioquimicas.

En el caso particular del presente proyecto, el andlisis del contenido proteico de los eluidos colectados en
fracciones en cada separacién cromatografica en un equipo como el que se solicita su compra se ha de
ver sensiblemente facilitado, por la posibilidad que ofrece de leer simultaneamente a 280 nm 96 e incluso 384
muestras, segun el tipo de placa, con un empleo de volumen de muestra inferior a los 100 ul. A la vez, la
cuantificaciébn de anticuerpos en numerosas instancias del proyecto mediante test de ELISA permitira la
obtencién de resultados reproducibles y fidedignos al trabajar con un equipo que permite seleccionar
longitudes de onda con un ancho de banda de tan solo 2 nm, y no con filtros, como se viene trabajando hasta
ahora, en una lectora de microplacas convencional.

Cabe destacar que no hay en la UNNE un equipo de estas caracteristicas, razon por la cual el disponer del
mismo ampliara las posibilidades de desarrollo de varias lineas de estudio, generando un alto impacto en los
recursos tecnolégicos que ha de disponer este Grupo de Investigacion, y las instituciones (Facultades e
Institutos de Investigacion de la UNNE) en su conjunto.

° Rodriguez Juan P., Gay Claudia C., Fusco Luciano S., Gauna Maria C., Acosta Ofelia C. and Leiva Laura C. Cross-neutralization of the
coagulant activity of Crotalus durissus terrificus venom from the Northeast of Argentina by Bivalent Bothropic antivenom. The Journal of
Venomous Animals and Toxins including Tropical Diseases. 18:1, 116-123, 2012

® Bustillo Soledad; Claudia C Gay; Maria E Garcia Denegri; Luis A Ponce-Soto; Elisa Bal de Kier Joffé; Ofelia Acosta; Laura C Leiva.
Synergism between baltergin metalloproteinase and Ba SPIl RP4 PLA2 from Bothrops alternatus venom on skeletal muscle (C2C12)
cells. TOXICON 59 (2012) 338-343.



