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Introduccion

En el mundo se conocen al rededor de 38,000 especies de aranas, de las cuales la Organizaciéon Mundial de la Salud
solo considera 4 géneros de importancia médica: Latrodectus sp., Loxosceles sp., Phoneutria sp. , y Atrax sp.

Las arafias del género Loxosceles son comiinmente conocidas como arafias violinistas debido a que en el dorso del
cefalotdrax poseen una marca en forma de violin. Estas arafias son cosmopolitas, no obstante la mayor parte de las
especies se encuentran en América. En México se han descrito 40 especies, entre ellas Loxosceles boneti en Morelos.
El veneno de esta arafia estd constituido por distintos componentes, de los cuales la esfingomielinasa-D (SMD) es la
responsable de la actividad toxica. La mordida de Loxosceles produce un cuadro clinico llamado loxoscelismo, que
puede presentarse en dos formas: cutdneo o sistémico.

Actualmente la tnica forma de diagnoéstico, se realiza en funcion de los sintomas que presenta el paciente, los cuales
en sus inicios suelen confundirse con diversas patologias. Debido a la importancia de un diagndstico pronto y
acertado en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM se generd una bateria de anticuerpos monoclonales (AcM) con
la finalidad de disefiar un kit de diagnostico.

Los anticuerpos monoclonales son aquellos producidos por un clon, es decir, por un grupo de células derivados de
una unica célula y, por lo tanto, con caracteristicas idénticas.

Al caracterizar los AcM se observo que uno de ellos, el Ac 5C10, ademas de reconocer a la SMD, inhibia su
actividad. Debido a estas caracteristicas se considerd importante evaluar el potencial terapéutico del AcM a través de
la generacion de un Fab quimérico.

Es importante que el Fab quimérico presente una inhibicion comparable con la del AcM 5C10, por lo cual el presente
trabajo consisti6 en determinar la dosis efectiva media (EC50) tanto del anticuerpo completo como de su
correspondiente Fab. Estos datos seran el punto de comparacion para el Fab quimérico.

Objetivos

Cuantificar la potencia neutralizante de dos preparaciones del anticuerpo monoclonal 5C10 contra la
esfingomielinasa-D (SMD) de Loxosceles reclusa.

Metodologia



Resultados

Purificacion del AcM 5C10. Se purificé un nuevo lote de anticuerpo monoclonal a partir de liquido ascitico. En los
carriles 2 y 6 se tiene el lote previo (cuyo patron en este andlisis es standard STD) y en los carriles 3 y 7 se puede
observar el bandeo del anticuerpo purificado. En los carriles 2 y 3 se pueden observar las cadenas ligeras y pesadas de
los anticuerpos en ambos lotes comparativamente.
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Digestiones del AcM 5C10 con papaina. Como se puede observar en la figura la digestion del AcM 5C10 fue
completa, quedando un patron de bandeo de pesos muy aproximados en el cual se encuentran los fragmentos Fab, Fc y

papaina. En este andlisis electroforético se incluy6 un Fab policlonal de caballo, el cual nos sirvio de patron standard
(STD)

Analisis electroforético de la digestion del AcM 5C10 con papaina.

Al inyectar las distintas alicuotas a los ratones, no se obtuvieron resultados sobre los cuales se pudiera continuar el
trabajo, se cree que esto se debe a la desnaturalizacion de la toxina, por lo cual, se estd llevando a cabo en el
laboratorio una nueva purificacion de la misma. Se procedera a repetir el experimento con la cepa de ratones en
espera de nuevos y confiables resultados.
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Preparacion de distintas alicuotas con 3LD50 de SMD y diferentes concentraciones del Fab
Preparacion de distintas alicuotas con 3LD50 de SMD vy diferentes concentraciones del AcM

Purificacion y cuantificacion del digestion del AcM 5C10 con papaina

Analisis y evaluacion de los resultados para el establecimiento de la EC50.
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Digestion del AcM 5C10 con Papaina

Purificacion del AcM 5C10 a partir de liquido ascitico
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1. Marcador de peso molecular.

2. AcM 5C10 5ug
3. Fab STD de caballo 5ug
4. Papaina 5ug
5. AcM 5C10 digerido 5ug
1. Marcador de peso molecular.

2. Carril vacio.

3. AcM 5C10 5ug
4. Fab STD de caballo 5ug
5. Papaina 5ug
6. AcM 5C10 digerido 5ug

* Se cargaron 5 pug/pozo.

Ensayo de inhibicidon enzimatica.
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Inyeccion de ratones
Balb/C

Incubacion del Fab con la toxina a 37°C durante 1 hora

Incubacion del AcM con la toxina a 37°C durante 1 hr



