CARTAS AL COMITE DE REDACCION

Los anticuerpos IgG de conejos
anti-fosfolipasa A, de Crotalus durissus
terrificus neutralizan la actividad del veneno!

La crotoxina, una fosfolipasa neurotoxica y miotéxica, es
el mayor componente del veneno de la vibora de casca-
bel sudamericana (Crotalus durissus terrificus) y puede
constituir mas del 50% de éste. Aislada por Slotta y
Fraenkel-Conrat en 1938, es famosa por ser la primera
toxina de venenos de serpientes cristalizada. En 1971,
se descubrié que esta compuesta por una unidad acida,
denominada “crotapotina” o subunidad A y una basica,
la fosfolipasa A, o subunidad B2 Es una de las fosfoli-
pasas de venenos de serpientes mas estudiadas. Los
métodos de separacion de los diferentes componentes
del veneno y sus subunidades son bien conocidos.

En 1986 se comprob6 que antisueros de conejos
inmunizados con crotoxina o su subunidad B neutraliza-
ban su actividad téxica®. Posteriormente se comunicé que
anticuerpos monoclonales contra la subunidad B, e in-
cluso fragmentos scFv humanos de bibliotecas de fagos
no inmunes neutralizaban la crotoxina®.

En 1988 y 1989 se publicé que ratones inmunizados
con subunidad B adquirian proteccion frente al veneno
de C. d. terrificus y que la inmunizacion de equinos con
ella, los protegia de dosis letales de ese veneno®. En 1989
se comprob6 que la inmunizacion de equinos con la
subunidad B genera una respuesta inmune tal que pue-
de ser aprovechada para la produccion de antive-nenos
terapéuticos, ya sea inmunizando con la fosfolipasa sola,
o reforzando a las inmunizaciones con veneno entero®.

Resulta l6gico entonces que las conclusiones del tra-
bajo que genera esta notal, sean que se puede producir
un antiveneno para el veneno de C. d. terrificus
inmunizando con la subunidad B de la crotoxina. Hay
abundante bibliografia al respecto.

Por lo referido antes, en ese trabajo no se utilizd
subunidad B de crotoxina como en él se expresa, sino el
complejo crotoxina, las subunidades Ay B.

Estas subunidades sélo se pueden separar (refirién-
dose a cromatografia liquida como la usada en el traba-
jo) mediante un intercambiador iénico con alta molaridad,
como fue la primer separacion realizada por Rubssamen
utilizando carboximetil celulosa a pH acido? o por DEAE-
celulosa’, citando sélo las clasicas. También pueden obte-
nerse ambas subunidades mediante la cromatografia por
fase reversa o isoelectroenfoque. Entre los métodos usua-
les para su separacion se encuentra el descripto por
Landucci y col., citado por los autores del articulo®.
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Landucci y col. utilizaron los dos pasos clasicos para la
separacion de esta toxina, un primer paso por filtracion
en gel por Sephadex G-75, en el que se observan casi
siempre (dependiendo de las condiciones de corrida y
las caracteristicas del veneno utilizado) tres o cuatro pi-
cos, ya sea utilizando la solucién tampoén citada en ese
trabajo (bicarbonato de amonio a pH 8.0) o con buffers
de pH neutro o acido, siendo el mayor de estos picos el
correspondiente a la crotoxina. Los autores citados, utili-
zaron un segundo paso de intercambio catiénico en SP-
Sephadex con formiato de amonio 0.15 M pH 3.5, llevan-
do en dos pasos la molaridad a 2.5. Sea cual fuere la téc-
nica de cromatografia liquida que se utilice, es necesario
someter a la crotoxina a una alta molaridad para separar
sus subunidades? ’. En el trabajo mencionado?, lejos se
ha estado de utilizar un método mas simple para separar
esta fosfolipasa que el descripto por Landucci y col.

Se supuso que con un solo paso de purificacion por
Sephadex G-75 usando una solucion acida se obtenia la
separacion de la crotoxina; esto no es suficiente para
separar las dos subunidades. No se consider6 que un
SDS-PAGE en las condiciones descriptas no resuelve
bien entre los (aproximadamente) 15 kDa de la subunidad
By 9 kDa de la subunidad A, por lo que se supuso que se
logré la separacion de ambas. Estas, a pesar de sepa-
rarse por la presencia del SDS, no se ven como dos ban-
das en un SDS-PAGE con tris-glicina y menos aln en
geles homogéneos, lo que aparentemente se utilizé en
el trabajot. Para mejorar la resolucién a ese nivel de masa
molecular es necesario utilizar en el gel de corrida como
buffer tris-tricina o realizar un gel en gradiente. La banda
de baja masa molecular cercana a los 14.2 kDa que han
observado los autores en el veneno crudo (Fig. 2), posi-
blemente sea crotamina (= 5 kDa) junto a los componen-
tes de menor peso molecular, pero no crotapotina. La
crotamina y los otros componentes serian los que se
observan en el hombro del segundo pico y el Gltimo pico
de la cromatografia (Fig. 1)

Respecto a la demostracion de mayor reactividad
inmunoquimica por ELISA en relacion al antiveneno equi-
no, si bien esta es probable, con los datos de este traba-
jo no puede afirmarse. Dos curvas de ensayos realiza-
dos con dos conjugados distintos (de los que no se mencio-
nan los datos de uno de ellos) y con dos preparaciones di-
ferentes, como en este caso anticuerpos de conejo y F(ab’),
equinos (no IgG entera como se menciona), no deben su-
perponerse en un mismo grafico para confrontarlos. Por
estos motivos, no deberia compararse la reac-tividad inmu-
noquimica en las bases provistas por los autores. Resulta
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extrafo que se haya realizado el estudio electroforético del
antiveneno equino utilizado (en el que no se hallaron impu-
rezas) y no se haya comprobado que este estaba constitui-
do por fragmentos F(ab’),y no por IgG.

El trabajo llega a conclusiones correctas, si bien co-
nocidas desde hace 18 afios?®; arriban a estas sin inter-
pretar correctamente sus mismos resultados. Se inmunizé
con crotoxina y no con su subunidad B, ya que en ningin
momento se separd por no usarse metodologias ade-
cuadas® . Existe numerosa bibliografia sobre estos te-
mas (mucho mayor a la aqui citada por razones editoria-
les), de la que ofrezco la que poseo a los interesados en
estos temas.
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Tuvimos en cuenta la numerosa bibliografia existente
sobre el veneno de C. d. terrificus y las formas alternati-
vas de su neutralizacién, y ha sido esta la que ha dado
marco a nuestro articulo®. Los autores citados por el Dr.
de Roodt y otros? han trabajado en determinar si la
crotoxina y/o el componente basico (fosfolipasa A, o CB)
es capaz de generar una respuesta inmune protectora
ante la crotoxina y/o el veneno entero de C. d. terrificus.
Sin embargo, existen aspectos en cada trabajo que los
vuelve originales y que han justificado su publicacion.
Asi, nuestro trabajo examiné si reduciendo la carga
proteica del antiveneno —excluyendo anticuerpos con
especificidad contra componentes no letales, de otras
proteinas del suero y de otros isotipos de anticuerpos—
conservaba el poder neutralizante. Investigamos si la sola
presencia de IgG anti-fosfolipasa A, conserva la efectivi-
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dad neutralizante que ofrece el antisuero contra el vene-
no crotalico entero. Asimismo, trabajos que demuestren
solo la inmunogenicidad de la fosfolipasa A, crotalica y el
poder neutralizante de un antiveneno anti-fosfolipasa A,
pero que no generen un tipo de confrontacion con anti-
suero contra veneno entero, tales como los publicados
por Cardoso, Higashi o Kaiser (citados por el Dr. de
Roodt), no se superponen con nuestro estudio. Tampo-
co son comparables con éste los dos articulos de Dos
Santos y col., que muestran la proteccion contra la
letalidad del veneno entero que adquiere el animal inmu-
nizado con dosis bajas de fosfolipasa A, crotalica. Es
conocido que en la resistencia a los efectos letales de
las toxinas, pueden estar involucrados no soélo elemen-
tos humorales. Asi, la inmunidad activa que se alcanza
con pequefias dosis de un antigeno, no seria compara-
ble a la alcanzada pasivamente con el suministro de un
antisuero elaborado por otro animal, aspecto que es tra-
tado en nuestro articulo.

Si las razones expuestas justificaban la publicacion
de nuestro articulo, destacamos ademas que las varia-
ciones intra-especie que se presentan en la composicion
del veneno, dependientes de la ubicacion geogréfica, jus-
tifican la realizacién de estudios locales, tanto en carac-
terizacion como en produccién de antivenenos®.

La opinion “la metodologia empleada es incorrecta”, y
por ende la conclusion “se trabajé con crotoxina y no con
la subunidad basica (la fosfolipasa A, o subunidad B)”,
merece la siguiente aclaracion: el método aplicado se
basa en la disociacién del complejo crotoxina a pH extre-
mos*. Se utilizé un pH tan bajo suficiente como para di-
sociar uniones tan fuertes como las de antigeno-anticuer-
po con constantes de afinidad del orden 107-10** M. En
particular, si tenemos en cuenta que el pl de fosfolipasa
A, es del orden de 8.6 y de crotapotin es ~ 3.5, ambas
subunidades adquiriran carga neta positiva, lo que lleva
a la disociacion in situ del complejo.

Las diferencias de tamafio molecular entre ambas
subunidades, acentuadas por las modificaciones estruc-
turales que desencadena un pH tan acido, permiten su
separacion en las condiciones citadas en el articulo y su
posterior aislamiento.

Dice el Dr. de Roodt: “Sea cual fuere la técnica de
cromatografia liquida que se utilice, es necesario some-
ter a la crotoxina a una alta molaridad para separar sus
subunidades’. La alta fuerza i6nica empleada en los pro-
cedimientos que cita es requerida para “despegar” la
subunidad que quedd retenida electrostaticamente en la
columna, siendo entonces “la columna” la que se encar-
ga de separar las subunidades de la crotoxina. Asi, en
una columna anionica eluye la subunidad acida y queda
retenida la basica, luego deben usarse altas fuerzas
i6nicas para permitir la elusiéon de la subunidad basica.
De usarse columnas catidnicas, el comportamiento es
similar pero opuesto. En nuestra técnica, es el pH acido



106

M 1 2 3 4
kDa

4]
(#)]
~J

66 -
45 —
36 -

29 -
24 —

20 =

14.2-

Fig. 1a.— SDS-PAGE de cromatografia de veneno de Crotalus
durissus terrificus en columna Sephadex G-75, buffer
glicina 20 mM, NaCl 150 mM, pH 1.9. Linea 1: veneno
entero; Lineas 2, 3, 4,5, 6 y 7: fracciones recolectadas
N° 17, 18, 19, 20, 23 y 24.

el que disocia y la columna de filtraciéon por gel la que
separa, por ende la fuerza iénica no es decisiva.

La imagen presentada en nuestro articulo tal vez no fue-
ra lo suficientemente nitida para ver la separacion de las
subunidades de la crotoxina, por lo que adjuntamos una
nueva imagen (Fig. 1a). La banda que se distingue en to-
das las calles, y se ubica en la zona cercana a 14.2 kDa,
corresponde a la subunidad basica (constituida por una sola
cadena polipeptidica, con un peso del orden 14-16 kDa),
mientras que las de menor PM, que se distinguen tanto en
el veneno entero como en las calles 6 y 7, corresponde a
los fragmentos que presenta el crotapotin en condiciones
reductoras y, a la crotamina. Asi, un gel homogéneo de
15% resulta apropiado para resolver la presencia de 2 ban-
das del orden de 15y 5 kDa, y distinguir si la fraccién aisla-
da es fosfolipasa o crotoxina. Otros autores han comunica-
do resultados similares con las mismas propiedades reso-
lutivas, sobre venenos crotalicos® ¢ e inclusive en condicio-
nes no reductoras, donde el crotapotin tiene un peso
molecular de 9 kDay puede diferenciarse de la fosfolipasa’.
Es correcto trabajar en un gel en gradiente con buffer tricine,
pero no es el método exclusivo para separar ambos com-
ponentes de la crotoxina. Dos sueros de diferentes espe-
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cies no deberian compararse por ELISA dado que deben
usarse necesariamente dos conjugados diferentes. Con la
Fig. 5* se pretendié demostrar una mayor actividad de las
preparaciones de conejo ya que partiendo de una misma
concentracion proteica (80 mg.ml* de concentracion de pro-
teina inicial, que es la que se usa en la terapia de rutina) se
observa que con diluciones dos logaritmos mayores, el suero
de conejo sigue reaccionando con la fosfolipasa A,
inmovilizada. El resultado de los ELISA simplemente com-
plementa los resultados presentados en la Tabla 1' que
demuestran la mayor capacidad neutralizante por mg de
proteina de la preparacion en conejos.

No podemos aclarar el punto de la composicion del
suero comercial ACS —si se trat6 de 1gG o F(ab’),— utili-
zado en los experimentos, pues no disponemos de ma-
terial remanente. Antes de emplearlo realizamos una co-
rrida electroforética en acetato de celulosa, comproban-
do una intensa banda en la regién de las gammaglo-
bulinas y ausencia de otras proteinas.
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