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RESUMEN

El cancer es una enfermedad de origen multivariable y considerada como de gran
importancia en el sector de salud publica de paises desarrollados y en vias de
desarrollo. En México el cancer de mama de encuentra entre los primeros lugares
con respecto a la incidencia, mortalidad y prevalencia, por lo que se precisan nuevas
estrategias tanto para el diagnostico como el tratamiento de la enfermedad. En ese
sentido, la nanomedicina ha proporcionado nuevas estrategias para aumentar la
efectividad de ciertos medicamentos anticancerigenos, entre las cuales destaca el
encapsulamiento de farmacos en micro Yy nanoparticulas poliméricas
biodegradables. Adicionalmente, en los ultimos afios se ha reportado un incremento
de farmacos de origen proteico aprobados por la Administracion de Medicamentos
y Alimentos (FDA por sus siglas en inglés) de Estados Unidos de América, y de
manera similar, se ha reportado que algunas familias de toxinas provenientes de
venenos de serpientes presentan actividad anticancerigena. En el presente trabajo
desarrollamos un sistema de encapsulamiento de toxinas del veneno de la vibora
de cascabel cola negra nortefia, Crotalus molossus, asi como de crotamina
proveniente de la vibora de cascabel del pacifico, Crotalus culminatus, dentro de
nanoparticulas de PLGA. Se caracterizd el veneno, la crotamina y NPs PLGA-
Veneno y PLGA-Crotamina, mediante técnicas fisicoquimicas y se evaluaron sus
actividades biolégicas y citotoxicas en la linea de carcinoma mamario ductal
infiltrante, T-47D. Se obtuvieron NPs con un tamafio ~300 nm, monodispersas (PDI:
0.1 — 0.2) con carga superficial negativa ({: ~ -30 mV), asi como una alta eficiencia
de encapsulacion. Se determiné una ICso para el veneno de C. molossus en 1.55
pg/mL y PLGA-Veneno en 22.24 upg/mL. Adicionalmente, se determiné una
liberacion sostenida del veneno de C. molossus de la matriz de PLGA, liberandose
un ~25 % en un lapso de 72 h, y, una liberacion bifasica por de crotamina,
liberandose un ~40 % en 24 h y hasta un ~50 % a 72 h. En conclusion, el veneno
de C. molossus y las NPs PLGA-Veneno lograron disminuir la viabilidad celular de

las células cancerigenas T-47D. En ese sentido, la crotamina y NPs PLGA-
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Crotamina también lograron dicha disminucion, pero en menor medida, por lo que
sugerimos realizar mas estudios al respecto. Los resultados son prometedores para
continuar investigando el potencial farmacolégico de las toxinas de viboras de
cascabel mexicanas como fuentes de agentes anticancerigenos, asi como el
sistema de encapsulamiento como una forma segura y efectiva de transporte de

drogas.



ABSTRACT

Cancer is a disease of multivariable origin and considered to be of great importance
in the public health sector of developed and developing countries. In Mexico, breast
cancer is among the first places regarding its incidence, mortality, and prevalence,
therefore new strategies are needed for diagnosis and treatment in the country. In
that matter, nanomedicine has provided strategies to increase the effectiveness of
certain anticancer drugs, such as encapsulating drugs in biodegradable polymeric
micro and nanoparticles. Additionally, in recent years an increase in FDA-approved
protein-based drugs has been reported, and similarly, some families of toxins from
snake venoms have been reported to exhibit anticancer activity. In the present work
we develop a system of encapsulation of toxins of the venom of the northern black-
tailed rattlesnake, Crotalus molossus, and crotamine from the Pacific rattlesnake,
Crotalus culminatus, within PLGA nanoparticles. The venom, crotamine and NPs
PLGA-Venom and PLGA-Crotamine were characterized by physicochemical
techniques and their biological and cytotoxic activities were evaluated in infiltrating
ductal mammary carcinoma cell-line, T-47D. NPs with a size of ~300 nm,
monodisperse (PDI: 0.1 — 0.2) and negative surface charge (¢: ~ -30 mV) were
obtained, both systems with high encapsulation efficiencies. An ICso was determined
for C. molossus venom at 1.55 pg/mL and PLGA-Venom at 22.24 pg/mL.
Additionally, it was determined that C. molossus venom underwent a sustained
release from the PLGA matrix quantifying ~25 % at 72 h, and, crotamine on the other
hand had a biphasic release with ~40 % at 24 h and ~50 % at 72 h. In conclusion,
C. molossus Venom and PLGA-Venom NPs effectively lowered the T-47D cancer
cells viability. In that sense, both crotamine and PLGA-Crotamine NPs were able to
lower the cells viability, but in a lower manner, hence we recommend more studies
to further understand why. The results are promising for further investigation of the
pharmacological potential of Mexican rattlesnake toxins as sources of anticancer
agents, as well as the use of PLGA NPs as a safe and effective form of drug delivery

systems.



CAPITULO 1

1.1 INTRODUCCION

El cdncer se considera como unas de las principales causas de muerte tanto en
paises desarrollados, como algunos en vias de desarrollo (World Health
Organization, 2023). Por ello, se ha estudiado profundamente su biologia (Nunes et
al., 2018) y diversos grupos de investigacidbn buscan continuamente mejorar el
tratamiento de estas enfermedades.

Entre las estrategias que se han empleado para mejorar el tratamiento,
destacan los avances en nanomedicina (Abbasi Kajani et al., 2021). La
nanomedicina ha destacado en los ultimos afios debido a los avances en el disefio
y desarrollo de biomateriales que permiten mejorar la actividad farmacéutica de
algunas moléculas (Abdel-Mageed et al., 2021), como es el caso de la
encapsulaciéon de medicamentos para una liberacion prolongada (Ansary et al.,
2017) o bien, el uso del efecto de permeabilidad y retencion aumentada (EPR por
sus siglas en inglés) de tumores sélidos (Subhan et al., 2021).

Uno de los biomateriales aprobados por la FDA para su desarrollo en
farmacos dirigidos a humanos (Namiot et al., 2023) es el acido poli-(lactico-co-
glicolico) o PLGA. Este poliéster es capaz de formar micro y nanoparticulas capaces
de encapsular tanto moléculas hidrofébicas como hidrofilicas (Makadia & Siegel,
2011) dependiendo de la técnica de sintesis empleada. Especificamente para el
caso de moléculas hidrofilicas como péptidos y proteinas, se suele emplear una
técnica de doble emulsion con evaporacion de solvente (Igbal et al., 2015).

Por otra parte, ciertos péptidos y proteinas se han reportado con excelente
bioactividad con interés farmacéutico (Danquah & Agyei, 2012). La FDA ha
aprobado hoy en dia mas de 20 medicamentos de origen proteico. Entre las
principales limitantes para de utilizar péptidos/proteinas como farmacos es su
completa caracterizacion, los cortos tiempos de vida media en circulacion
sanguinea, asi como posibles reacciones inmunogénicas. Sin embargo, también

presentan ciertas ventajas sobre otros tipos de moléculas, por ejemplo, una alta
4



especificidad hacia ciertas células o tejidos, asi como bioprocesos (biosintesis de
moléculas, sefalizacion celular, activacion de rutas metabdlicas, entre otros), y
claro, ser altamente solubles en medios acuosos. (Al Musaimi et al., 2021).
Adicionalmente, una fuente sumamente rica en péptidos y proteinas con
actividad farmacoldgica son los venenos de serpientes (Calderon et al., 2014;
Jimenez Canale et al., 2022B). Destacan en el continente americano los venenos
de serpientes de la familia Viperidae, donde podemos encontrar las nauyacas
(Bothrops spp.), viboras de pestafias (Bothriechis spp.) y viboras de cascabel
(Crotalus spp.). México es el pais que cuenta con mayor nimero de especies de
viboras de cascabel en el mundo, y solamente en el estado de Sonora se han
descrito 11 especies (Lemos-Espinal et al., 2019). Recientemente se han
caracterizado algunos de los componentes principales de los venenos de viboras
de cascabel (Deshwal et al., 2021) y anteriormente se ha demostrado que algunos
de ellos presentan actividad anticancerigena in vitro e in vivo (Calderon et al., 2014).
Con el fin de avanzar en el estudio del uso de venenos de serpientes para el
tratamiento de cancer, en el presente trabajo se evalué la actividad citotoxica tanto
del veneno de la serpiente de cascabel cola negra (Crotalus molossus) y crotamina,
una fraccion de interés proveniente del veneno de la serpiente de cascabel del
pacifico (C. culminatus), como en sus formas encapsuladas en NPs de PLGA, en
lineas tumorales de cancer de mama. Para ello se cultivaron células de la linea de
carcinoma mamario ductal infiltrante, T-47D, las cuales representan un modelo in

vitro de carcinoma ductal.



1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo general

Evaluar la actividad citotoxica de toxinas del veneno de serpientes de

cascabel (Crotalus spp.), encapsulado en nanoparticulas de PLGA.

1.2.2 Objetivos especificos

1.- Determinar el contenido de proteinas del veneno de Crotalus molossus de
ejemplares provenientes de Hermosillo, Sonora, México, mediante LC-MS/MS y
SDS-PAGE.

2.- Sintetizar nanoparticulas poliméricas de PLGA mediante un proceso de doble
emulsién-evaporaciéon de solvente encapsulando veneno de C. molossus y

crotamina proveniente de C. culminatus.

3.- Caracterizar las NPs obtenidas mediante técnicas fisicoquimicas como DLS,
AFM, UV-VISy FT-IR.

4.- Evaluar mediante ensayos de actividad hemolitica directa e indirecta la
biocompatibilidad del veneno de C. molossus, crotamina y de las NPs PLGA-

Veneno y PLGA-Crotamina.

5.-Evaluar la cinética de liberacion del veneno encapsulado en las NPs PLGA-
Veneno y PLGA-Crotamina mediante cuantificacion de proteina en sobrenadante

por el método del acido bicinconinico (BCA).

6.- Determinar la actividad citotoxica del veneno, y NPs PLGA-Veneno, mediante

ensayos de MTT en células de carcinoma mamario ductal infiltrante (T-47D).



CAPITULO 2

2.1 ANTECEDENTES
2.1.1 Cancer

La palabra “cancer” define al conjunto de malestares causados por el crecimiento
de células neoplésicas (tumores) malignas en algun tejido. Estas células
transformadas han perdido su capacidad de morir de manera natural (apoptosis) y
crecen de manera descontrolada. La transformacion de estas células normales a
malignas puede estar ligada a procesos Yy rutas altamente conservadas en células
que permiten una buena comunicacién celular. En ese sentido, fallos en dichos
procesos O rutas se han propuesto como puntos clave para la iniciacion del
desarrollo tumoral. Es importante hacer énfasis en que el cancer se diferencia de
otras enfermedades formadoras de tumores benignos, por su capacidad de invadir
tejidos vecinos o secundarios, proceso que se denomina como metastasis (Arvelo
& Cotte, 2006; Calderon et al., 2014; Trigos et al., 2018).

El cancer es una de las principales causas de muerte en paises desarrollados
y subdesarrollados. En el afio 2020, la Organizacién Mundial de la Salud, mediante
el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC por sus siglas en
inglés), estimaron mas de 15 millones nuevos casos de cancer, asi como més de 9
millones de muertes debido a esta enfermedad (figura 1 y 2, respectivamente).
Adicionalmente, se ha reportado que los gastos relacionados a estas enfermedades
superan el trillén de dolares a nivel mundial, por lo que debemos de considerar el
efecto no solo en la salud publica, sino también en la economia mundial y nacional
(Bray et al., 2018; Padilla-Raygoza et al., 2020).
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Las causas que originan esta enfermedad son multifactoriales; si bien se ha
reportado que el origen de la transformacion celular puede estar relacionado con la
herencia genética, existen factores de riesgo (FR) que ayudan a promoverlo. Entre
los FR mejor estudiados y reconocidos destacan el sedentarismo, tabaquismo y
alcoholismo. Un indice de masa corporal (BMI por sus siglas en inglés) elevado,
puede ser indicador de sobrepeso y obesidad en un paciente, lo cual se considera
como un factor de riesgo importante, ya que puede estar relacionado con una dieta
no Optima y/o falta de actividad fisica. Por otro lado, se ha reportado que los cigarros
pueden contener mas de 50 agentes carcinogénicos. Estudios han reportado una
asociacion de cerca del 30 % de las muertes causadas por cancer al tabaquismo.
Cabe mencionar que el tabaquismo secundario (exposicion de personas no
fumadoras al humo de cigarro) también es considerado como un factor de riesgo.
Adicionalmente, el consumo excesivo de alcohol es reconocido como un causante
de cancer de la cavidad oral del tracto digestivo (boca, faringe, laringe, eséfago) asi
como de drganos relacionados con la digestion (estbmago, higado, colon vy recto,
entre otros) (Padilla-Raygoza et al., 2020).

Se ha reportado que la mayoria de las personas comienzan el tratamiento
contra el cancer alrededor de 35 dias después de haber notado sintomas propios
de una enfermedad grave y ser diagnosticados. Especificamente se observo el inicio
de la terapia a los 25 y 35 dias para el cancer gastro-esofagico y de pulmén
respectivamente, mientras que para el cancer urinario y colorrectal fue de 59 y 49
dias respectivamente. Aquellos pacientes que prolongaron el tiempo para atender
los sintomas de la enfermedad presentaron un indice de mortalidad mas alto que
aquellos que se atendieron de manera mas pronta. Uno de los principales
problemas para el diagndstico de cancer es la deteccion temprana del mismo. Hoy
en dia las principales técnicas de diagnédstico diferenciado se basan en la
imagenologia de rayos X, resonancia magnética nuclear, colonoscopia, asi como la
obtencion de biopsias y analisis de tejidos. El principal problema con estas técnicas
es que carecen de sensibilidad y especificidad para una deteccion en las etapas
iniciales de cancer. Por otro lado, existen técnicas como tomografias por emision de

positrones (PET por sus siglas en inglés) que han reportado una alta tasa de
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sensibilidad. Sin embargo, la necesidad de equipos altamente especializados, asi
como del personal requerido para operarlos e interpretar los resultados, dificulta un
pOCO SU USO con respecto a las técnicas previamente mencionadas (Dregan et al.,
2013; Groheux & Hindie, 2021).

Si bien es de vital importancia obtener nuevos métodos diferenciales de
diagnostico para estas enfermedades, es de igual importancia el tratamiento
especifico de la enfermedad. Las tres principales estrategias actualmente
empleadas para ello son la cirugia, radioterapia y quimioterapia. En particular, el
desarrollo de nuevos farmacos recae en el campo de la quimioterapia. De manera
general, los agentes quimioterapéuticos, comunmente denominados como
medicamentos anticancerigenos, se clasifican segun su mecanismo de accion.
Entre ellos se encuentran los agentes alquilantes (oxafosforinas, mostazas de
nitrégeno, hidrazina, etc.), antimetabolitos (antagonistas de pirimidina, antagonistas
de purinas, analogos de purinas, etc.), inhibidores de topoisomerasas | y Il
(irinotecan y topotecan, etopdsido y tenipdsido, respectivamente), inhibidores del
huso mitético (taxanos y vinca alcaloides) y otros, caracterizados por presentar
mecanismos de accion no homogéneos, aqui destacan algunas enzimas como la L-
asparaginasa, inhibidores de proteosoma y antibiéticos antineoplasicos como las
antraciclinas (Bukowski et al., 2020). En la figura 3 se representan algunos de los
medicamentos mencionados, y de manera general, su mecanismo de accién en el

ciclo celular.
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Figura 3. Medicamentos anticancerigenos y su mecanismo de accion en el ciclo celular.

Uno de los factores limitantes mas importantes para la administracion de
farmacos antitumorales actualmente aprobados por agencias reguladores como la
Administracion de Alimentos y Medicamentos y la Asociacion Médica Europea (FDA
y EMA, por sus siglas en inglés, respectivamente), es la dificultad que estos
presentan para diferenciar a células malignas de normales, produciendo efectos
secundarios como se muestra en la figura 4. Adicionalmente, algunos de estos
farmacos son poco solubles en agua, son poco estables en circulacién sanguinea
y/o costosos de producir. En ese sentido, se han propuesto diversas estrategias en
las ultimas décadas para mejorar la farmacocinética y farmacodinamia de estos
medicamentos. Entre ellas se ha sugerido usar anticuerpos para ayudar a dirigir
medicamentos a tejidos especificos, sin embargo, la inestabilidad genética de los
tumores les confiere defensas naturales ante ellos conforme transcurre el tiempo.
Por otra parte, una de las principales corrientes actuales para el desarrollo de
mejores farmacos se basa en el disefio de nuevos sistemas de transporte y
liberacion de agentes activos para lo cual se ha propuesto el uso de moléculas como

anticuerpos, péptidos penetradores de células (CPPs por sus siglas en inglés),
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toxinas provenientes de plantas y animales, entre otros (Bell et al., 2014; Biswas et

al., 2014).

Medicamento

Efecto reportado

w isplatino
Busulfan/Bleomicina

Doxorrubicina
arboplatino
Vincristina

CY Ciclofosfamida

Daino agudo acustico
Fibrésis pulmonar
Cardiotoxicidad
Dano nefropatico
Neuropatia periférica

Cistitis hemorragica

Figura 4. Principales efectos secundarios derivados de la aplicaciéon de algunos agentes

guimioterapéuticos.

Cabe destacar, como se representa en la figura 4, que todos los

medicamentos antitumorales presentan efectos secundarios, los cuales pueden

variar desde neuropatias periférica, hasta cardiotoxicidad y dafio pulmonar. Lo

anterior representa una gran area de oportunidad en la mejora de medicamentos

para este tipo de enfermedades. Queda claro entonces que el mejoramiento de

transportadores de farmacos es de gran interés en el sector farmacéutico. Una de

las tantas formas en que se ha propuesto lo anterior, es combinar medicamentos

con biomateriales, lo cual puede mejorar las propiedades farmacoldgicas. Por

ejemplo, la encapsulacién de medicamentos poco solubles en agua dentro de micro

0 nanoparticulas puede aumentar significativamente su solubilidad acuosa,

mejorando asi su farmacocinética (Abbasi Kajani et al., 2021).
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2.1.2 Nanoparticulas y Nanomedicina

La nanotecnologia es una ciencia interdisciplinaria que trabaja en una magnitud de
1 x 10° m. Es un area multi e interdisciplinaria en donde convergen conocimientos
de quimica, fisica y biologia, asi como de muchas otras ciencias y ramas. Los
avances proporcionados por la nanotecnologia han permitido desarrollar nuevos
materiales capaces de solucionar problemas de gran interés como energéticos,
ecologicos y médicos. En la figura 5 se muestra una representacion comparativa
con una escala de tamafo. Destacan entre los 1 y 1000 nanémetros una variedad
de nanoestructuras conocidas como nanoparticulas (NPs). Una rama de la
nanotecnologia que ha sobresalido en las Ultimas décadas es la nanomedicina. La
combinacion de conocimientos de las ciencias previamente mencionadas con la
medicina ha permitido la obtencién de materiales de gran interés farmacoldgico
(Biswas et al., 2014; Tran et al., 2017).

Punta de lapiz

Molécula de Anticuerpo Virus Bacteria Célula tumoral
H20 N

Monosacérido
b H ﬁ

107 1070 10° 103 1
l I
Metros
1-1000 nm
:_':\.?.;..““.‘{
3 :;

Distintas nanoestructuras

Figura 5. Escala de trabajo en Nanotecnologia y nanoestructuras.
Un gran numero grupos de investigacion han trabajado en el disefio y

mejoramiento de transportadores de farmacos basados en su asociacion con NPs.
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Por ejemplo, se ha reportado que la encapsulacién de farmacos en NPs de
quitosano, alginato, o NPs lipidicas puede mejorar el efecto terapéutico de algunos
medicamentos. Asimismo, una de las ventajas mas notorias que se han reportado
del uso de NPs para futuros tratamientos contra el cancer, es la explotacion del
efecto de permeabilidad y retencion aumentada (EPR por sus siglas en inglés), que
se presenta en tumores sélidos. Los tumores suelen presentar una matriz
extracelular muy distinta a la de células no transformadas, confiriéndoles un
microambiente tumoral con un sistema linfatico poco 6ptimo (pobre drenaje celular,
aumentando la retencién de ciertas particulas). Adicionalmente, se ha reportado que
ciertas células tumorales presentan una mayor permeabilidad, por lo cual endocitan
con gran facilidad y en mayor cantidad que células normales, particulas con
tamafios > 500 nm. La combinacion de un tamafio 6ptimo de NPs, asi como un
sistema de drenaje pobre, hacen que el efecto EPR potencialice el efecto
terapéutico de algunos nanomedicamentos. Como se menciond anteriormente, se
pueden obtener NPs y asociarlas a moléculas de interés de diversos biomateriales,
tales como quitosano (Cs), alginato de sodio (ALG), acido lactico (PLA), acido
glicolico (PGA) y é&cido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA) (Butreddy et al., 2021;
Maeda, 2021; Teran-Saavedra et al., 2020).

El acido poli-(D-L-lactico-glicélico) (PLGA), figura 6, es probablemente uno
de los polimeros mas estudiados como vehiculo transportador de farmacos. Lo
anterior se debe a que se considera como un material biodegradable y
biocompatible (la FDA y EMA lo categorizan como un material seguro), en la tabla
1 se muestran medicamentos con PLGA en su formulacién. Se ha descrito que la
internalizacién celular de NPs de PLGA se lleva a cabo por medio de pinocitosis,
asi como endocitosis regulada por la proteina clatrina, la cual forma parte del
recubrimiento de las microcavidades de membranas celulares donde se sitlan
receptores de lipoproteinas. Es importante denotar que la hidrdlisis de este polimero
sintético genera monomeros de los acidos lactico y glicolico, los cuales son
facilmente metabolizados durante el ciclo de Krebs (Astete & Sabliov, 2006; Dangi
& Shakya, 2013; Mohammadi-Samani & Taghipour, 2015).
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Figura 6. Estructura molecular del &cido poli-(D-L-lactico-co-glicélico) (PLGA).

Una ventaja de usar PLGA con respecto a otros compuestos, es que se
pueden encapsular tanto moléculas hidrofébicas como hidrofilicas, ambas con altas
eficiencias de encapsulacion (EE%). Dependiendo de los porcentajes de los
monomeros que componen el PLGA, es posible controlar las caracteristicas
fisicoquimicas de las NPs. En ese sentido, las NPs de PLGA nos permiten trabajar
en una gran gama de posibilidades, al poder controlar la estabilidad dentro de un
sistema, sus perfiles de liberacién, asi como una vectorizacion pasiva/activa hacia
un sitio de interés. Se pueden obtener NPs de PLGA empleando métodos como la
nanoprecipitacion asi como emulsion sencilla y doble con evaporacion de solvente.
En el caso de la emulsion sencilla, se ha demostrado que es una técnica efectiva
para la encapsulacion de moléculas hidrofébicas. Por otro lado, la técnica de
emulsiéon doble ha sido la preferida para la encapsulacion de compuestos
hidrofilicos, como péptidos y proteinas (Allahyari & Mohit, 2015; Danhier et al.,
2012).
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Tabla 1. Medicamentos aprobados por la FDA basados en nanoparticulas, incluyendo
PLGA.

Medicamento Material Indicacion Referencia

Pacientes con cancer
Atrigel (triptorelina) PLGA de prostata o

endometriosis

. - , ) Pacientes con cancer
Onivyde (irinotecén) Liposoma — PLGA

de pancreas (Center for Drug

DepoDur (sulfato de | Alivio de dolor Evaluation and
] Liposoma — PLGA ]

morfina) postoperatorio Research, 2023)

. . . Pacientes con cancer
Doxil (doxorrubicina) Liposoma - PLGA _
de mama u ovario

. . Pacientes con cancer
Abraxane (paclitaxel) Albimina — PLGA i
de mama o pancreas

Al controlar los parametros de la sintesis, como la concentracion de PLGA,
concentracion de péptido/proteina, volumen de fase acuosa y tiempos de
homogenizacion/sonicacion se puede controlar tanto el tamafio como la EE%.

Algunos péptidos/proteinas que se encuentran presentes tanto en plantas
como en animales, se han estudiado a profundidad por sus actividades
antibacterianas, antiparasitarias, cardiometabdlicas y anticancerigenas. Una
ventaja que ofrecen estas moléculas en contraste con otros medicamentos es que
pueden llegar a presentar sitios de accién sumamente especificos en tejidos, asi
como su alta solubilidad en agua. Sin embargo, algunas de las claras desventajas
son su inestabilidad en ambientes hostiles (cambios de pH, presencia de enzimas
proteoliticas, etc.), su actividad citotoxica en tejidos sanos, asi como su
inmunogenicidad. Considerando que la encapsulacion de estas moléculas dentro
de NPs de PLGA puede conferir una barrera protectora contra estos efectos
adversos, podemos entonces comenzar a visualizar una enorme gama de
oportunidades para desarrollar una nueva linea de farmacos anticancerigenos
(Allahyari & Mohit, 2015; Dingman & Balu-lyer, 2019; Mohammadi-Samani &
Taghipour, 2015).

16



2.1.3 Venenos de Serpientes

México cuenta con una gran diversidad de especies de reptiles donde destacan por
factores culturales, ambientales y sociales, las serpientes. Las serpientes son
animales escamados ectotérmicos (dependen de la temperatura externa para
regular su homeostasis) y elongados, sin extremidades, como se observa en la
figura 7. En México se han descrito 447 especies, convirtiéndolo en el pais con la
mayor diversidad de serpientes en el mundo. Adicionalmente, cabe destacar que
algunas de estas especies producen venenos en glandulas especializadas, el cual
utilizan tanto para defensa como para inmovilizacion de presas (Jimenez Canale et
al., 2022B; THE REPTILE DATABASE, 2023).

Figura 7. Fotografias de serpientes mexicanas. (A) Serpiente rey mexicana (Lampropeltis

nigrita), (B) Chicotera sonorense (Masticophis bilineatus), (C) Serpiente narizona/Falsa

coralillo (Rhinocheilus lecontei) y (D) Cascabel de Mojave (Crotalus scutulatus).

Existe una necesidad notoria de continuar estudiando a los venenos de
serpientes. Lo anterior debido a que la composicién de ellos esta directamente
ligada a los sintomas clinicos que se desarrollan post mordedura. Ciertos grupos de
investigacion han estudiado, caracterizado y evaluado exhaustivamente venenos de

serpientes mexicanas, lo cual representa un pequefio, pero muy significativo,
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avance con respecto al numero de especies con las que cuenta el pais. En ese
sentido, en México contamos con la presencia de 93 especies de serpientes
consideradas de importancia médica (su mordedura causara estragos en la salud
tales que requieran atencién médica), repartidas en dos familias: Viperidae con 76
especies y Elapidae con 17 especies. La familia Elapidae es reconocida a nivel
mundial porque dentro de ella se encuentran serpientes como las cobras africanas
y asiaticas, asi como las mambas negras y verdes, y serpientes marinas. Por otro
lado, en la familia Viperidae se encuentran serpientes que comiunmente conocemos
como viboras, todas cuentan con la presencia de fosetas loreales capaces de
percibir calor de organismos. Un claro ejemplo de estas Ultimas viboras son las
viboras de cascabel (Crotalus spp., y Sistrurus spp.) (Castro et al., 2020; Jimenez
Canale et al., 2022B; Sanchez et al., 2020; THE REPTILE DATABASE, 2023).
México es el pais que tiene mayor diversidad de especies de viboras de
cascabel en todo el mundo, por lo que estudiar, caracterizar y evaluar los venenos
de estas serpientes de manera sistematica es imprescindible para el
aprovechamiento de sus componentes. Con respecto a lo anterior, debemos de
considerar que estas serpientes ocasionan un numero importante de mordeduras al
afio (~4000 segun el (Boletin Epidemioldgico Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica Sistema Unico de Informacion | Secretaria de Salud | Gobierno |
Gob.Mx, 2023), y como se menciond anteriormente, los componentes de los
venenos son los que desencadenan distintos cuadros clinicos para pacientes
mordidos. En ese sentido, es importante considerar que los componentes que
ocasionan los diferentes sintomas clinicos derivados de la mordedura de una vibora
de cascabel (neuro, hemo y citotoxinas), pudieran ser candidatos a farmacos, como

se muestra en la figura 8.
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Figura 8. Esquema del uso de venenos de viboras de cascabel para desarrollo

farmacéutico.

El uso de venenos de serpientes es una practica ancestral, la cual se ha
reportado en varias culturas. Adicionalmente, hoy en dia se cuenta con
medicamentos los cuales estan basados en péptidos/proteinas provenientes de
venenos de animales, los cuales se enlistan en la tabla 2. Para comenzar a
visualizar su uso como medicamentos primero debemos definir qué es un veneno y
qué propiedades presentan con caracteristicas farmacolégicas. Los venenos son
mezclas complejas de biomoléculas como azlcares, lipidos, acidos nucleicos, y
principalmente péptidos y proteinas. Estos ultimos son los principales causantes del
desarrollo de sintomas clinicos derivados de su mordedura. Al ser de caracter
proteico, las toxinas presentes en los venenos son sumamente variables,
reportandose inclusive cambios ontogenéticos (con respecto al desarrollo del
organismo), por sexo, distribucion de la especie, entre otros (Anke Kaufmann et al.,
2013; Borja et al., 2018; Fry, 2015).
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Tabla 2. Medicamentos basados en toxinas de venenos de animales, aprobados por la

FDA.

Medicamento

Especie de origen

Blanco de Tratamiento

Referencia

Capoten (Captopril)

Bothrops jararacéa

Inhibidor de ACE utilizado para
tratar hipertension e insuficiencia

cardiaca congestiva

Byetta (Exenatida)

Heloderma

suspectum

Medicamento inyectable para el
tratamiento de diabetes tipo 2

Prialt (Ziconotida)

Conus magus

Medicamento no opioide para el

tratamiento de dolor crénico severo

(Ximelagatran)

Echis carinatus

Medicamento antiplaquetario
Aggrastat (Tirofiban) | Sistrurus miliarus utiizado para la prevenciéon de
coagulos
Exanta Medicamento anticoagulante

utilizado para la prevencién de

coagulos

(Center for
Drug
Evaluation
and
Research,
2023)

Estudios anteriores han determinado que los componentes mayoritarios de

los venenos de viboras de cascabel son familias de toxinas como las fosfolipasas

A2 (PLA2zs), metaloproteasas (SVMPSs), serinoproteasas (SVSPs) asi como L-

aminoacido oxidasas (LAAOS), lectinas de tipo C (CTLs) y proteinas secretoras ricas

en cisteina (CRiSPs) como se muestra en la figura 9. (Tasoulis & Ishister, 2022).

Adicionalmente, muchas de estas familias de toxinas se ha reportado que pueden

presentar actividad citotéxica in vitro e in vivo sobre células tumorales. En algunos

casos reportados, los mecanismos moleculares de dicha actividad estan por

definirse. Por otro lado, el empleo de algunas de estas toxinas ya se encuentra en

fases clinicas en humanos, fortaleciendo la idea del potencial farmacolégico que

pueden presentar para diferentes malestares.
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Figura 9. Representacion grafica de abundancia relativa de familias de toxinas presentes
en veneno de serpientes del género Crotalus spp. (imagen modificada de Tasoulis &
Ishister, 2017).

Es importante destacar que los mecanismos moleculares por los cuales
algunas de estas familias de toxinas, asi como toxinas aisladas y purificadas,
presentan actividad citotoxica en lineas tumorales no se ha estudiado a profundidad.
Sin embargo, lo anterior no ha detenido los esfuerzos por desarrollar nuevos
biofarmacos con origen en venenos de estos organismos. En la tabla 3 se presentan
algunas toxinas provenientes de venenos de serpientes las cuales han llegado a
alguna fase clinica, para diferentes enfermedades.
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Tabla 3. Toxinas provenientes de serpientes que han sido evaluadas en fases clinicas en

humanos.

Medicamento Especie de origen Blanco de Fase Clinica Referencia

Neurotoxina dimérica, se ha

] estudiado por sus efectos o
) Crotalus durissus . ) (Celtic Biotech
Crotoxina - analgésicos en pacientes con
terrificus i i ) Ltd, 2018)
cancer, asi como su potencial

anticancerigeno

Enzima proteolitica, se ha
Batroxobina Bothrops atrox evaluado su potencial uso como | (Meng, 2020)

agente anticoagulante

Enzima serina proteasa, se ha | (Neurobiological
Calloselasma ) .
Ancrod evaluado su potencial uso como | Technologies,
rhodostoma )
agente anticoagulante 2009)

Péptido pequefio, aprobada por
o ) - la FDA como agente o
Eptifibatida Sistrurus miliarus ) ) ~ | (Pancioli, 2015)
antiplaquetario para prevenir

coagulos sanguineos

Por otro lado, la crotamina es una a-neurotoxina caracterizada por primera
vez del veneno de la vibora de cascabel tropical brasilefia Crotalus durissus
terrificus. La crotamina se ha reportado como una molécula de alto interés
biotecnolégico, como se muestra en la figura 10, debido a su capacidades
antibacterianas, antifingicas, antiparasitarias y antitumorales. El perfil catiénico de
esta a-neurotoxina, su tamafio y masa molecular pequefios, asi como alto contenido
de aminoacidos basicos (Arg y Lys) le proporcionan caracteristicas de péptido
penetrador de células (CPP por sus siglas en inglés). Especificamente, se ha
reportado que la crotamina tiene una internalizacion selectiva a células en altas
tazas de proliferacion (fases Gi1/S), sin afectar de manera significativa a células
normales no transformadas, convirtiéndola en una molécula con gran interés

farmacéutico (Marinovic et al., 2017).
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Figura 10. Estructura 3D de crotamina y sus posibles usos en Biologia y Farmacéutica.

En ese sentido, nuestro grupo de investigacion ha propuesto desarrollar NPs
de PLGA para encapsular veneno de la vibora de cascabel cola negra nortefia
(Crotalus molossus) y crotamina proveniente de la vibora de cascabel del pacifico
(Crotalus culminatus), cuyo veneno se ha caracterizado y cuenta con la presencia
de familias de toxinas con actividad antineoplasica, asi como la presencia de
crotamina, respectivamente (Durban et al, 2017). La encapsulacion en
nanoparticulas de PLGA de las toxinas presentes en el veneno de esta serpiente,
asi como de la fraccion de crotamina aislada, permitird obtener un método de
transporte pasivo hacia células tumorales, el cual protegera de la transformacion
propia del metabolismo a las moléculas de interés y permitird una liberacion

prolongada.
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CAPITULO 3
3.1 DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1.1 Materiales

PLGA (Resomer® RG 503 H, terminacion acida, 50:50, Mw: 24-38 kDa),
diclorometano (DCM) (ACS reactivo, = 99.5 %) y alcohol polivinilico (PVA)
(Miowiol® 4-88, Mw: ~31 kDa) fueron comprados de la empresa Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Kit de ensayo de proteina BCA Pierce™ fue
comprado de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). Todos los

experimentos fueron realizados utilizando agua ultrapura Tipo 2 (0.18 uS/cm).

3.1.2 Métodos

3.1.2.1 Obtencidén de Veneno de Serpientes

El veneno de la vibora de cascabel cola negra (Crotalus molossus) se obtuvo
mediante donacidén por parte del Museo Itinerante de Vida Animal (permisos de
SAGARHPA 12/09-00462/15 y DGFF/12/09-1106/18). Brevemente, se permitié que
3 ejemplares adultos de la especie mencionada mordieran un contenedor de
plastico estéril cubierto de Parafilm, para asemejar tejido. Posteriormente, el veneno
fue centrifugado a 5000 rpm durante 10 minutos y se obtuvo el sobrenadante.
Finalmente, el veneno fue congelado a -80 °C durante 24 horas y después liofilizado

y guardado a -20 °C hasta su uso.

3.1.2.2 Sintesis, Eficiencia de Encapsulacion y Carga de

Nanoparticulas

Se obtuvieron nanoparticulas de PLGA que contenian veneno de vibora de
cascabel cola negra (C. molossus) mediante un meétodo de doble emulsion-
evaporacion de solvente (W1/O/W>), similar al reportado por Liao et al. (Liao et al.,

2020), con ligeras modificaciones. En resumen, se disolvieron 60 mg de PLGA en
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2.5 mL de DCM. Una vez que se disolvieron completamente, se afladieron 200 L
de veneno [25 mg/mL H20] a la fase organica y se emulsionaron con un sonificador
de sonda ultrasonica (sonificadores QSonica, Newton, CT, USA.) durante 30 s
(pulsos de 1 s encendido-apagado) al 25 % de amplitud para obtener una solucion
W1/0O. Luego, se afiadi6 la fase W1/O a 40 mL de PVA al 2.5 % y se emulsioné
durante 30 s (pulsos de 1 s encendido-apagado) al 30 % de amplitud para obtener
una solucion W1/O/W2. Posteriormente, la solucion se dejo bajo agitacion magnética
durante 3 h a 400 rpm para evaporar el DCM y obtener las nanoparticulas de PLGA
cargadas con veneno (PLGA-Veneno). Las NPs de PLGA sin veneno (control) se
sintetizaron mediante el mismo procedimiento, pero afiadiendo 200 pyL de agua de
milli-Q en lugar de las toxinas. El exceso de PVA se elimind mediante la
centrifugacion de las NPs a 8000 rpm durante 20 minutos a 4 °C, esto se realizo6 tres

veces. Finalmente, se liofilizaron y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

La cuantificacion de la eficiencia de encapsulacion (EE%) y capacidad de
carga (LC%) se determinaron mediante ensayos de BCA al cuantificar la proteina
total en el sobrenadante de los lavados de nanoparticulas, como lo indica el

fabricante. Se usaron las ecuaciones (1) y (2) para determinar la EE% y LC%,

respectivamente.
EEY% = Total de proteina—Proteina fie sobrenadante x 100 (1)
Total de proteina
Proteina encapsulada
LC% = ‘ P 100 (2)

Peso de Nanoparticula liofilizada

3.1.3 Caracterizacion

3.1.3.1 Identificacion de Proteinas de Veneno de C. molossus
El veneno de serpiente se solubilizé en buffer RH (Urea 8 M, 2 % de CHAPS)

y estimo la cantidad de proteinas empleando el método de Bradford. Las proteinas
del veneno (100 pg) se mezclaron con 20 mM DTT y se ajustd a un volumen final
de 500 pL con bicarbonato de amonio 50 mM, pH 8.0 y se incub6 37 °C en agitacion
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constante a 500 rpm por 1 h. Posteriormente, se afiadieron 100 pL de iodoacetamida
300 mM y se incub6 en la oscuridad a temperatura ambiente por 30 min.
Posteriormente se afiadieron 750 L de bicarbonato de amonio 50 mM, pH 8.0y la
digestion de las proteinas se realiz6 adicionando 3.6 pg de tripsina grado
espectrometria de masas a cada muestra. Las muestras se incubaron a 37 °C por
20 h.

Después de la digestion, las muestras se secaron utilizando un evaporador
(Vacufuge plus, Eppendorf). Una vez secas, se eliminé el detergente. Para esto, las
muestras se ajustaron a un volumen final de 110 pL con agua (grado Milli-Q) y se
afiadieron 110 pL de acetato de etilo. Posteriormente se agregd 1 pL de acido
trifluoroacético (TFA) y se homogenizé mediante vértex por 5 min, después las
muestras se centrifugaron a 13,000 rpm a temperatura ambiente por 10 min. Esta
etapa de lavado permitio separar la fase organica de la fase acuosa. Posteriormente
se elimind la fase organica (fase superior) sin romper el velo formado entre ambas
fases y nuevamente se agregd un volumen de acetato de etilo y se homogeniz6
mediante vértex por 5 min, después las muestras se centrifugaron a 13,000 rpm a
temperatura ambiente por 10 min y se eliminé la fase organica. Finalmente, las

muestras se secaron empleando un evaporador (Vacufuge plus, Eppendorf).

Posteriormente las muestras se desalaron utilizando cromatografia de fase
reversa mediante extraccion en fase sélida (C18, SepPack, Waters). Para ello, la
muestra suspendiéo en 1 mL de &cido trifluoroacético al 0.1% y se homogenizé
mediante vértex por 5 min. Después, se acondicioné la columna C18 con 2 mL de
acetonitrilo al 100% y al 50%. Enseguida, la columna se equilibré con 2 mL de &acido
trifluoroacético al 0.1% y una vez desechado se cargd 1 mL de la muestra en la
columna. Después se lavé la columna con 2 mL de &cido trifluoroacético al 0.1% y
se desecho. Finalmente, se eluyeron los péptidos de la columna agregando 1.5 mL
de acetonitrilo al 50% con acido trifluoroacético al 0.1% y se recolectd la muestra en
un microtubo Eppendorf. Los péptidos desalados se secaron empleando un
evaporador (Vacufuge plus, Eppendorf). Posteriormente los péptidos se

fraccionaron mediante fase reversa a pH alto (8 fracciones) empleando un Kit de
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fraccionamiento de péptidos mediante fase reversa a pH alto (Pierce, San José, CA,
USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las fracciones obtenidas se
redijeron a 4 y cada fraccion se analizo por espectrometria de masas en tandem
(LC-MS/MS) de la siguiente manera: se suspendieron en una solucién de
acetonitrilo al 10% con 0.1% de acido férmico y se separaron con en cromatografo
de liquidos ultra desempefio (Dionex Ultimate 3000, RSLCnhano UHPLC system,
Thermo Fisher Scientific, San José CA, USA) acoplado a un espectrometro de
masas de alta resolucion (Q-Exactive Plus high resolution mass spectrometer,
Thermo Fisher Scientific). Los péptidos se atraparon en una precolumna (C18
PepMap 100, 5um, 100 A, 300 um diametro interno x 5 mm) y posteriormente se
separaron mediante un gradiente de elucion de 250 min en una columna capilar a
un flujo de 250 nL/min (EASY Spray Column, PepMap RSLC, C18, 3um, 100 A,
75pum x 150 mm). Las fases moviles fueron las siguientes: A, 0.1% acido férmico en
aguay B, 90:10 (v/v) acetonitrilo: agua con 0.1% de acido formico. El espectrémetro
de masas se oper6 en modo positivo mediante un programa de adquisicion
dependiente de datos. En el modo MS se filtraron los iones con un rango de 300-
2000 m/z. Los 10 iones mas intensos de cada escaneo en modo MS con estados
de carga de 2 y superiores se aislaron con una ventana de aislamiento de 1 m/z en
el cuadrupolo y se fragmentaron con una energia normalizada de colision de 27%.
La masa/carga de los iones precursores se midioé a una resolucién de 70000 (a 200
m/z) mientras que la de los fragmentos de midié a una resolucion de 17500.

La identificacion de las proteinas se realizé empleando el software Max Quant
(v 2.0.3) y la base de datos de proteinas del infraorden Serpentes de UniProt
(333,368 secuencias, junio 2023). Usando los siguientes parametros: tripsina como
proteasa especifica, permitiendo la omision de un sitio de corte, la tolerancia de
masa para los iones precursores y para sus iones fragmento fue de 20 ppm. Se
considerd la carbamidometilacion de las cisteinas como modificacion fija y oxidacion
de las metioninas y la acetilacion del N-terminal de las proteinas como
modificaciones variables. Se consideraron como identificaciones positivas aquellas
en las que se obtuvo una tasa de falsos positivos (False Discovery Rate) menor de
0.01.
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La abundancia relativa de cada proteina se estimé con base en porcentaje de
abundancia de los iones correspondientes a cada proteina en relacion con la

abundancia del total de iones con identificacion positiva.

3.1.3.2 Electroforesis SDS-PAGE de Veneno

Las proteinas del veneno de C. molossus fueron analizadas en condiciones
reductoras y desnaturalizantes (SDS-PAGE) en un gel de poliacrilamida al 15 %, de
acuerdo a Laemmli (Laemmli, 1970). El andlisis PAGE se realizé cargando 15 ug
de muestras y posteriormente fueron tefiidos con azul de Coomassie. La masa
molecular de las proteinas fue estimada comparandolas con marcadores de masa

molecular de amplio espectro (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

3.1.3.3 Actividad Hemolitica Directa

Se evalud la capacidad del veneno libre y encapsulado de C. molossus de
inducir hemdlisis siguiendo el protocolo que se describe a continuacion.
Brevemente, se obtuvieron muestras de sangre y fueron inmediatamente
transferidas a tubos limpios (anticoagulante EDTA BD Vacutainer). La sangre fue
disuelta en solucion salina a una relacién de 5:1000 L, respectivamente. Después,
concentraciones de 1.95 — 125 pg/mL de veneno de C. molossus fueron evaluadas,
incubandose a 37 °C por 24 h. Finalmente, las muestras fueron centrifugadas a 5000
rom x 1 min, se determind la cantidad de hemdlisis al medir la absorbancia de la
hemoglobina libre a 540 nm usando un espectrofotdmetro (Thermo Scientific
Multiskan GO). Sangre disuelta en agua y en solucién salina a la misma
concentracion fueron utilizadas como controles positivo y negativo, respectivamente
(Jimenez-Canale et al., 2022A).

3.1.3.4 Evaluacion de Actividad Citotoxica

Se evaluo la actividad citotoxica del veneno de C. molossus, crotamina 'y NPs

de PLGA-Veneno y PLGA-Crotamina, cuantificando la viabilidad celular de la linea
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de carcinoma mamario ductal infiltrante T-47D, mediante ensayos de MTT, similar
a lo reportado previamente por nuestro equipo. Las células cancerigenas fueron
plagueadas en microplacas estériles de 96 pozos, a una densidad de 20,000 células
por 100 uL de medio DMEM con 5 % de suero fetal bovino (SFB). Las células fueron
incubadas durante 24 h a 37 °C y 5 % CO2. Después el medio fue cambiado por uno
nuevo conteniendo 0.78 — 100 ug/mL de veneno de C. molossus, crotamina, NPs
PLGA-Veneno y PLGA-Crotamina y se dejo incubando a las mismas condiciones
durante 4 h. Se utiliz6 DMSO (10 %) y medio DMEM como control positivo y
negativo, respectivamente. Finalmente, se removio el medio y se agregaron 100 pL
de dimetilsulfoxido (DMSO), incubandose durante 10 minutos a 37° C y se midio la

absorbancia a 540 nm (Jimenez-Canale et al., 2022A).

3.1.3.5 Analisis de Tamafo y Estabilidad Coloidal de

Nanoparticulas

El diametro hidrodindmico (Dn) y potencial Z de las nanoparticulas fue
analizado mediante la técnica de dispersion dinamica de luz (DLS) a un angulo de
dispersion de 90 ° utilizando el equipo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments
Ltd, Malvern, UK) con un laser de anemometria Doppler. Las muestras se diluyeron

a una relacién 100:1000 pL, todas las muestras se analizaron por triplicado.

3.1.3.6 Analisis de Composicion Molecular de Nanoparticulas

Se analiz6 la composicion molecular de muestras liofilizadas de veneno de
C. molossus, crotamina y las NPs de PLGA, PLGA-Veneno y PLGA-Crotamina,
obtenidas mediante la técnica de espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FT-IR) (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) en modo ATR, a una resolucion
de 4 cm™ en un rango de 500 a 4000 cm™*.

3.1.3.7 Topografia de Nanoparticulas

La morfologia de las NPs de PLGA-Veneno fue caracterizada por

microscopia de fuerza atomica (AFM) (Alpha 300RA, WiTec, Germany). Las
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imagenes de AFM fueron reconstruidas en modo no contacto utilizando
nanosensores con una constante de resorte de 42 N/m y una frecuencia resonante
de 285 kHz. Los andlisis de la forma de NPs se realizaron en areas de 20 x 20 um
que finalmente fueron analizadas en el software gratuito para andlisis de datos SPM
Gwyddion.

3.1.3.8 Cinética de Liberacion de Nanoparticulas

Las proteinas liberadas de la matriz de las NPs de PLGA-Veneno fueron
cuantificadas utilizando el kit de cuantificacion de proteinas, previamente
mencionado en la seccion 3.1.2.2. Brevemente, 15 mg de nanoparticulas se
solubilizaron en 10 mL de PBS 1X (pH: 7.4 — 7.7) e incubd a 37 °C durante 15 dias.
Las muestras se obtuvieron al centrifugar la solucion de NPs a 5000 rpm durante 5
min, obteniéndose 1 mL del sobrenadante, y posteriormente agregando 1 mL de
PBS 1X a la solucion, a fin de no afectar las futuras mediciones por cambios de
concentracion. La alicuota de 1 mL se mantuvo a -20 °C hasta su uso. Se obtuvieron

muestras a distintos tiempos de 0 a 75 h.
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CAPITULO 4
4.1 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1 Caracterizacion del Veneno de Crotalus molossus

Los venenos de serpientes de la familia Viperidae se han reconocido como
altamente variables, en ocasiones presentdndose variacidn por sexo, dieta,
ubicacion geografica y ontogenética (Borja et al., 2018). Lo anterior representa una
gran area de oportunidad, ya que los avances en el desarrollo farmacologico con
base en toxinas de serpientes dependen en gran manera del aislamiento y
caracterizacion de estas. Por ello por lo que se consideran de gran importancia los
trabajos relacionados con el potencial uso de venenos o extractos de origen

bioldgico.

4.1.1.1 Caracterizacion Electroforética de Venenos

El veneno de 3 ejemplares machos adultos de la serpiente de cascabel cola
negra nortefia (Crotalus molossus) (B) y el veneno de ejemplares adultos de la
serpiente de cascabel del pacifico (C. culminatus) (D) y (E) fueron evaluados
mediante la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida, en condiciones
reductoras y desnaturalizantes (SDS-PAGE), figura 11. Lo anterior con la finalidad
de realizar una separacion electroforética de los péptidos y proteinas presentes en
el veneno de las serpientes, y asociar con las familias de toxinas de acuerdo a
informacion previamente reportada por nuestro equipo de investigacion (Jimenez-
Canale et al., 2022A).
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Figura 11. Geles de SDS-PAGE 15 % con (A) y (C) marcadores de amplio espectro, (B)
veneno de C. molossus, (D) veneno de C. culminatus y (E) crotamina aislada de veneno
de C. culminatus.

Los carriles Ay C representan marcadores moleculares de amplio espectro,
utilizados como referencias de masa molecular de acuerdo con sus bandas
correspondientes. Por otro lado, el patrén de migracion del veneno de C. molossus
se presenta en el carril B, en el cual se observa gran diversidad de bandas
asociadas al intervalo de 100 — 10 kDa, presentandose dos prominentes en ~70 y

25 kDa, y una tercera banda en el intervalo de 21 — 14 kDa.

En la figura 11 se observan 3 bandas notorias las cuales Borja y
colaboradores asociaron a metaloproteasas P-III (P-1ll SVMPs), metaloproteasas P-
Il (P-Il SVMPs) y miotoxinas similares a crotamina (CRO-MYO) en el intervalo de
masas de 75 — 50, 25 — 20 y ~10 kDa, respectivamente (Borja et al., 2018). Su
trabajo tiene un gran peso con respecto a lo evaluado por nuestro equipo, debido a
gue C. nigrescens fue recientemente elevada a su propia especie, antes

considerada como una subespecie de C. molossus, con lo que se espera poca
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variacion vendémica entre dichas especies, y, considerando una clinica similar

derivada de la mordedura de ambas especies.

Por otro lado, nuestro equipo de investigacion previamente identificd las
toxinas de veneno de otro ejemplar macho adulto de C. molossus proveniente de
Hermosillo, Sonora, México. En dicho trabajo, se observaron las mismas bandas
presentes en la figura 11, en el rango de 75 — 70, 25 — 20 y 15 — 10 kDa. Ademas,
dichas bandas del gel se procesaron mediante digestion enzimética y, con el apoyo
de la técnica de cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC/MS-MS), se
determind que las toxinas asociadas a las bandas electroforéticas eran una P-llI
SVMP (VAP2A, 68 kDa), LAAO (Apoxina I, 56 kDa), P-I SVMP (Ruberlysina, 23
kDa) y PLA2 (Fosfolipasa A2_2, 16 kDa) (Jimenez-Canale et al., 2022A). En la figura
12 se muestra de manera grafica la abundancia relativa de familias de toxinas

presentes en el veneno de C. molossus.

® PLA, (23.34 %)
® SVMP (35.57 %)

® CTL (9.53 %)

LAAO (5.23 %)

SVSP (1.38 %)
® Otros (20.26 %)

Figura 12. Abundancia relativa de familias de toxinas en el veneno de C. molossus.
La técnica de SDS-PAGE nos permite inferir y determinar las principales
toxinas presentes en el veneno extraido de los ejemplares de C. molossus, asi como

la muestra correspondiente a crotamina incluida en el presente trabajo.

Adicionalmente en el presente trabajo se evalué una fraccion aislada del
veneno de C. culminatus, que corresponde a la miotoxina identificada como

crotamina. En el carril (D) se observa el patrén de migraciéon del veneno de C.
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culminatus y en el carril (E) la fraccidn de la crotamina aislada. Cabe mencionar que
la fraccion de crotamina fue donada por el equipo de investigacion del Dr. Alejandro
Alagon Cano y el Dr. Edgar Neri Castro, del Instituto de Biotecnologia de la UNAM,

Cuernavaca, Morelos, México

4.1.1.2 Actividad Hemolitica de Veneno de C. molossus y

Crotamina

Los glébulos rojos son las células més abundantes de nuestro cuerpo, por lo
gue es imprescindible evaluar la capacidad de inducir hemalisis tanto del veneno de
C. molossus, asi como de la crotamina. En ese sentido, los venenos de serpientes
se pueden clasificar de manera general en tipo I/B (hemorragico/proteolitico) y tipo
[I/A (neurotoxico) (Dobson et al., 2018). En ese sentido, el contenido vendmico de
ejemplares adultos de C. molossus se ha catalogado como veneno de tipo I/B,
debido a toxinas como P-lll y P-I SVMPs, asi como LAAO, las cuales se ha
reportado pueden generar efectos hemotdxicos como hemorragias locales o
sistémicas, asi como coagulopatias. Por otro lado, la crotamina es una neurotoxina
de la familia de defensinas (DEF), la cual se ha reportado que no presenta actividad
hemolitica (AH) (Marinovic et al., 2017; Oguiura et al., 2011). En la figura 13 se
muestran los resultados de los estudios de AH evaluados en un intervalo de
concentraciones de 125 — 1.95 pg/mL de veneno y crotamina. Estos resultados
indican que, a las concentraciones evaluadas, tanto el veneno de C. molossus como

la crotamina, no inducen hemodlisis de los glébulos rojos.

34



mm \/eneno C. molossus

1004 mm Crotamina

S

0

o A

ol 25 \

=

[}

I -

----------------------------- 10%

o-liy N Ny 8w [

Concentracion (ug/mL)

Figura 13. Actividad hemolitica directa de veneno de C. molossus y crotamina. Datos son
promedios, * para desviacion estandar. C+ es H,O y C- es solucion salina.
Nuestro equipo de investigacion previamente reporté que el veneno de C.
molossus no presentd AH directa >10 % a concentraciones menores de 100 pg/mL
(Jimenez-Canale et al., 2022A). Adicionalmente, Gorai y Sivaraman reportaron que
se necesita de una concentracién de ~700 ug/mL de veneno crudo de la cobra india
(Naja naja) para lograr un 70 % de hemdlisis (Gorai & Sivaraman, 2017) en un
esquema similar al que se utilizé en el presente trabajo. Por otro lado, Macias
Rodriguez y colaboradores evaluaron el efecto hemolitico del veneno de ciertas
especies de serpientes de cascabel, incluida C. molossus, en geles de agarosa con
glébulos rojos (AH indirecta). En su estudio, determinan que el veneno de C.
molossus si produce halos hemoliticos, lo cual toma sentido considerado la clinica

reportada para las mordeduras de esta especie (Macias-Rodriguez et al., 2014).

La capacidad de uno u otro veneno de inducir hemolisis esta altamente
asociada a la accion de ciertas toxinas. Por ejemplo, algunas familias de toxinas
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como SVMPs, SVSPs y PLA2s se han reportado con actividad
hemorragica/proteolitica, esto se debe a su actividad sobre proteinas de anclaje y
estructura en la matriz extracelular, interacciones con receptores de glébulos rojos
y lisis membranal, por mencionar algunos. Lo anterior ayuda a definir algunos de los
mecanismos por los que el veneno de ciertas especies, como C. molossus suele
derivar en clinica relacionada con hemotoxicidad (Akhtar et al., 2021; Gutiérrez &
Rucavado, 2000).

Por otra parte, la crotamina se ha caracterizado como una neurotoxina sin
AH, actuando principalmente en canales i6nicos de potasio. Marinovic y
colaboradores resumen en su trabajo las propiedades farmacoldgicas que presenta
esta toxina, enfatizando un gran potencial en células con alta taza de proliferacién
como lineas tumorales, sin afectar a células no transformadas (Marinovic et al.,
2017). Es importante mencionar que las dosis de analitos son vitales para la
determinacidon de una actividad toxica o terapéutica. En el caso del veneno de C.
molossus, concentraciones menores a los 100 pg/mL no producen mas del 10 % de
hemadlisis, lo cual resulta bastante alentador para su posible desarrollo y uso como

farmaco, ya que se trata de una concentracion relativamente alta de veneno.

4.1.1.3 Actividad Citotoxica de Toxinas

La actividad citotoxica de venenos de serpientes, asi como de toxinas
aisladas y/o purificadas sobre lineas celulares tumorales ha sido de gran interés
para el sector farmacolégico (Mohamed Abd El-Aziz et al., 2019). Lo anterior se
debe a la gran variabilidad de moléculas capaces de inducir apoptosis in vitro e in
vivo, abriendo una gran area de investigacion y desarrollo para medicamentos
oncologicos. Calderon y colaboradores resumen en su trabajo los mecanismos por
los que algunas familias de toxinas presentes en los venenos de serpientes
presentan citotoxicidad, incluyendo algunas que se encuentran en los venenos de
serpientes de cascabel, Crotalus spp. (Calderon et al., 2014). En ese sentido, es
importante delimitar el tipo de células tumorales a estudiar debido a la gran
variabilidad que presentan. Considerando lo anterior, histologicamente se ha
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reportado que la mayoria de tipos de cancer de mama son de caracter infiltrante
(Bahena et al., 2007). Con base en lo anterior, la linea celular de carcinoma mamario
ductal infiltrante se ha reportado como un excelente modelo para estudios in vitro
debido a las caracteristicas que presenta (retencibn de caracteres claves
especificos de epitelio mamario, asi como la sensibilidad de receptores de
estrégeno a), ayudando a extrapolar los resultados hacia futuras pruebas in vivo (Yu
et al., 2017). En la figura 14 se presenta la grafica de viabilidad celular de la linea
de carcinoma mamario ductal infiltrante, T-47D, en presencia de veneno de C.
molossus como tratamiento por 24 h.
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Figura 14. Actividad citotoxica del veneno de C. molossus sobre la linea celular T-47D.
De manera general, los mecanismos de actividad citotoxica sobre lineas
tumorales del veneno y toxinas estan relativamente poco estudiados. Calderon y
colaboradores mencionan que el mecanismo de familias como las PLA2s esta ligado
al metabolismo de lipidos membranales, mientras que de SVMPs y SVSPs se
presume por cambios en el microambiente celular, por interacciones con

componentes de la matriz extracelular (Calderon et al.,, 2014). En ese sentido,
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realizamos un analisis para determinar la ICso del veneno como se muestra en la

figura 15.
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Figura 15. Determinacion de ICso de veneno de C. molossus sobre la linea celular T-47D.
Se evaluaron y ajustaron los resultados de citotoxicidad del veneno de C.
molossus a una curva de regresiéon no linear, donde se determiné un valor de ICso
de 1.46 pug/mL, con un intervalo de confianza del 95 % en el rango de 0.92 — 2.32
pug/mL. Anteriormente, nuestro equipo reporto una ICso: 15.45 pg/mL para el veneno
de un ejemplar adulto de C. molossus en células T-47D (Jimenez-Canale et al.,
2022A). Las diferencias tan notorias entre el estudio anterior y actual realizado por
nuestro equipo, aun y cuando el estudio electroforético presume la presencia de las
mismas toxinas, puede deberse a diferentes motivos, siendo el mas importante, la
produccion de toxinas de las serpientes durante su desarrollo, lo cual puede
representar un reto en este tipo de estudios. Considerando que anteriormente solo
se evaluo el veneno de un ejemplar, en esta ocasion se optd por una combinacion
de venenos extraidos de tres ejemplares adultos, representando de manera mas
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homogénea la composicién de las especies en esta zona geografica. Lo anterior
puede explicar de alguna manera la discrepancia de nuestros resultados anteriores

y actuales.

Los valores de ICso suelen variar si se comparan toxinas aisladas o veneno
total. Por ejemplo, Li Lee y colaboradores reportaron una ICso para una LAAO
proveniente del veneno de la cobra rey (Ophiophagus hannah) evaluada en dos
lineas tumorales (MCF-7 y A5549) con valores de 0.04 y 0.05 pg/mL (Li Lee et al.,
2014). Adicionalmente, Yalcin y colaboradores evaluaron el veneno de la vibora
otomana (Montivipera xanthina) en las lineas tumorales LNCaP, MCF-7, HT-29 y
Saos-2, reportando una ICso de 3.8 y 1.9 pg/mL (Yalcin et al., 2014). Song y
colabores evaluaron el potencial del veneno de la vibora lebetina (Macrovipera
lebetina) contra células de cancer cervicouterino (PA-1 y SK-OV3) reportando una
ICs0 de 4.5 y 6.5 pg/mL respectivamente (J. K. Song et al., 2012). Por otro lado,
medicamentos como la doxorrubicina (DOX) libre han reportado valores de ICso en
intervalos de 1 — 2 pg/mL (Teran-Saavedra et al., 2020; Thao et al., 2017), por lo
cual podemos asumir que la capacidad citotoxica del veneno de C. molossus
reportada en este trabajo es favorable para continuar estudiandolo.
Complementariamente, se evalud la actividad citotoxica de la crotamina, la cual se

puede observar en la figura 16.
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Figura 16. Actividad citotoxica de la crotamina sobre la linea celular T-47D.
Como se describio anteriormente, la crotamina es una neurotoxina altamente basica
que se comporta como un péptido penetrador de células (CPP por sus siglas en
inglés), la cual se ha reportado como citotoxica sobre varias lineas tumorales
(Marinovic et al., 2017). Se ha reportado que el mecanismo por el cual se presenta
dicha actividad citotoxica se debe a una interaccion de la crotamina con las
vesiculas de lisosomas, la cual consta de una ruptura de ellas, liberando sus
contenidos en el citosol (Nascimento et al., 2012). En la figura 16 se observa la
actividad citotoxica de la crotamina sobre la linea tumoral T-47D, evaluada a
concentraciones de 10 — 0.08 pg/mL. Se determiné la reduccion de un 30 % de la
viabilidad celular a la mayor concentracion evaluada. Nascimento y colaboradores
reportaron valores de la ICso de crotamina purificada de C. durissus terrificus en la
linea tumoral de melanoma de ratébn B16F10 a las 4 y 24 h de tratamiento,
resultando en un rango de valores de 24 — 48 y 2.4 — 4.8 pg/mL (Nascimento et al.,
2012). Por otro lado, Hayashi y colaboradores reportaron una ICso de 24 pg/mL en

una linea no tumoral de ovario, CHO-K1 (Hayashi et al., 2008). Por otro lado, Jang
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y colaboradores, recientemente evaluaron la actividad citotoxica de crotamina
recombinante en dos lineas celulares: BT474 (carcinoma mamario ductal invasivo)
y MDA-MB-231 (carcinoma mamario triple negativo), determinando valores de ICso
de 0.024 y 0.36 pg/mL (Jang et al., 2023). Evaluando nuestros resultados,
esperariamos una mayor actividad citotoxica de la crotamina sobre la linea T-47D,
por lo cual sera necesario eficientizar el proceso de aislamiento, almacenamiento y

transporte, pare evitar cualquier pérdida de la actividad de la toxina.

De esta manera concluimos la caracterizacion del veneno de C. molossus y

crotamina, continuando con la de las NPs PLGA-Veneno y PLGA-Crotamina.

4.1.2 Sintesis y Caracterizacion de Nanoparticulas de
PLGA

La encapsulacion de medicamentos o moléculas de interés anticancerigeno
dentro de nanoparticulas es una de las principales estrategias para: explotar el
efecto EPR, protegerlos de una rapida degradacioén, o bien, dirigir de manera pasiva
hacia sitios tumorales. Para ello se caracteriza el didametro hidrodinamico (Dn) asi
como la estabilidad coloidal dada por el potencial Z (¢) y el indice de polidispersidad
(PDI). Estos valores nos brindan informacion valiosa con respecto al método de
sintesis empleado, respondiendo preguntas basicas como ¢Podemos obtener
nanoparticulas con tamafios de interés? ¢Las NPs obtenidas presentan una
poblacién de tamarfios Optima? ¢Las NPs obtenidas son estables en un sistema
coloidal? Para contestar lo anterior, asi como futuras preguntas con respecto a la
biocompatibilidad de las NPs, asi como su efecto citotoxico sobre una linea celular
tumoral, se realizaron una serie de estudios, cuyos resultados se presentan

continuacion.

4.1.2.1 Tamaio y Potencial Z de Nanoparticulas

En la tabla 4 se presentan los resultados de diferentes sintesis realizadas a

fin de determinar el mejor sistema de encapsulacion para proteinas provenientes
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del veneno de C. molossus, asi como de crotamina. Una de las principales ventajas
de usar PLGA como material matriz es la relativa facilidad con la que se puede
modificar el método de sintesis, para generar las caracteristicas deseadas (Feczkd
et al., 2011). Modificando variables como el tipo de solvente orgénico, cantidad de
proteina a encapsular, asi como tiempos y amplitud de sonicacién, se pueden

obtener NPs con tamafos especificos y altas eficiencias de encapsulacion.

Tabla 4. Resultados de sintesis de NPs de PLGA bajo distintas condiciones de solvente
organico (DCM: diclorometano, ACN: acetonitrilo, TCM: triclorometano) y tipo de
sonicacion (C: sonicacién continua, P: sonicacion pulsada). nm: Nanémetros, PDI: indice
de polidispersidad, Potencial ¢: Carga superficial. Datos son promedios, + para desviacion

estandar de triplicado.

Solvente Tamafio Diametro Hidrodinamico
organico (Dv) () PDI Potencial
Control (C) 227.3+5.21 0.06 + 0.03 -31.0 £ 0.05
Veneno (C) 251.9+4.87 0.10+0.01 -26.0 + 1.30
DCM Control (P) 286.9 + 3.49 0.11 + 0.02 -32.5+0.65
Veneno (P) 310.2 £ 5.36 0.15 +0.02 -32.8 £ 0.46
Crotamina (P) 290.3+£3.10 0.10+£0.03 -27.5+0.49
Control (C) 286.5 + 15.99 0.09 + 0.02 -29.1+0.15
ACN Veneno (C) 224.8 +3.85 0.04 £ 0.02 -19.5+0.40
Control (P) 272.8+5.20 0.08 + 0.04 -24.9 + 0.52
Veneno (P) 220.6 £ 0.64 0.03 £ 0.02 -19.7 £ 0.17
Control (C) 2495 + 2.58 0.09 + 0.01 -14.6 + 0.46
Veneno (C) 232.4+2.26 0.06 + 0.02 -176+1.21
Tem Control (P) 284.9 + 2.50 0.15 + 0.01 -17.7+0.25
Veneno (P) 289.2+2.93 0.19 + 0.00 -20.8+0.41

Existen varias técnicas para generar NPs con PLGA, considerando si se
desea encapsular compuestos hidrofébicos, como ciertos medicamentos,
compuestos fendlicos o poco polares, asi como como compuestos hidrofilicos como

péptidos y proteinas. Para lo ultimo, la técnica de doble emulsién con evaporacion
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de solvente es generalmente la mas utilizada (Igbal et al., 2015). Dependiendo del
tiempo de sonicacion/homogenizacion, asi como sus intervalos (emulsificacion
continua o pulsada (C) (P), respectivamente), se pueden generar particulas de
mayor o menor tamafio. En la tabla 4 se resumen los resultados de sintesis
obtenidas al evaluar condiciones de sonicacion (continua y pulsada) y tipos de
solventes organicos (DCM, ACN y TCM). De manera general, se observa un
incremento de tamafio en las NPs obtenidas con sonicacién pulsada (P) (~ 290 nm)
con respecto a la sonicacién continua (C) (~ 242 nm). Este efecto se debe a que la
formacién de las NPs se da una vez evaporado el solvente orgénico, por ello, si se
presenta una sintesis con sonicacién (C) se generan nanogotas mas pequefas que

con sonicacion (P) (Danhier et al., 2012).

Tabla 5. Resultados de eficiencias de encapsulacion (EE%), capacidad de carga (LC%) y

rendimientos de NPs. Datos son promedios, * para desviacion estandar.

Solvente EE% LC% Rendimiento (%)
Control (C) - - -
Veneno (C) 86.56 + 3.45 20.14 +1.20 33.32
DCM Control (P) - - -
Veneno (P) 74.54 + 422 9.19+0.92 50.68
Crotamina (P) 73.19+10.24 6.40 + 3.39 49.08
Control (C) - - -
Veneno (C) 42.30 +5.02 12.56 £1.79 31.78
ACN
Control (P) - - -
Veneno (P) 14.49 £ 9.02 4.39+1.18 30.70
Control (C) - - -
Veneno (C) 71.11+1.25 15.40 £ 0.97 35.30
TCM
Control (P) - - -
Veneno (P) 78.93 +1.88 11.52 £ 0.26 51.89

Feczkd y colaboradores evaluaron los parametros para optimizar la eficiencia

de encapsulacion (EE%). En su estudio reportan los diferentes mecanismos
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fisicoquimicos que explicarian los resultados en la EE% y el tamafio de NP (Feczkd
et al., 2011). En ese sentido, ellos destacaron tres parametros para poder obtener
el mejor tamafo de NP con una alta EE%, la concentracion de PLGA, el volumen
de la fase acuosa y la concentracion de proteina a encapsular. Por otro lado, Liao y
colaboradores reportaron que para mantener Optima la actividad de enzimas
encapsuladas en NPs de PLGA se recomienda realizar una sonicacion pulsada
(Liao et al., 2020). Lo anterior genera un tamafo de particula relativamente mayor
a las NPs obtenidas mediante un proceso de sonicacidén continua, como se observa
comparando los Dns de la tabla 4, las NPs (C) vs (P). Al evaluar la actividad
citotoxica en lineas tumorales se optd por mantener la metodologia de NPs
pulsadas, a fin de evitar comprometer la bioactividad de las toxinas durante el
proceso de sintesis. Adicionalmente, el DCM es probablemente el solvente orgéanico
mas utilizado en este tipo de sintesis, por su excelente capacidad de solubilizar
PLGA rapidamente y una enorme evidencia que respalda su uso para obtener
grandes eficiencias de encapsulacion (Feczké et al., 2011). En contraste con la
utilizacion de ACN, como se observa en las tablas 4 y 5, se lograron obtener NPs
relativamente mas pequefias que con DCM y TCM, sin embargo, con una EE%
significativamente inferior a los otros solventes. Finalmente, se ha estudiado el
potencial de TCM para este tipo de sintesis, principalmente para determinar la
posible formacién de productos tdéxicos secundarios durante la sonicacion (Liao et
al., 2020). Liao y colaboradores previamente reportaron que, de manera general,
las NPs obtenidas por medio de sonicacion pulsada, permiten mantener mayor
bioactividad que aquellas obtenidas por sonicacién continua, aunque se presenta
un ligero aumento del Dy, por ello, las NPs que a partir de aqui se presentan son
aquellas obtenidas utilizando DCM como solvente orgéanico y mediante sonicacion

pulsada.
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4.1.2.2 Caracterizacion Electroforética de Veneno y Crotamina

Extraidos de Nanoparticulas de PLGA

Una vez que se determinaron las condiciones de sintesis de NPs de PLGA 'y
la optimizaciéon de encapsulacion del veneno de C. molossus y crotamina, se
procedi6 a realizar la extraccion de éstas de la matriz polimérica, y evaluar

electroforéticamente las proteinas incorporadas, como se muestra en la figura 17.
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Figura 17. Geles de SDS-PAGE de (A) veneno de C. molossus, (B) veneno extraido de
NPs de PLGA, (C) crotamina y (D) crotamina extraida de NPs de PLGA.

En el carril A se presenta el patron de migracion de veneno de C. molossus,
se observa gran diversidad de bandas asociadas al intervalo de 100 — 10 kDa,
presentandose dos prominentes en ~70 y 25 kDa, finalmente, se observa una
tercera banda en el intervalo de 15 — 10 kDa. En el carril B se evalué el perfil
electroforético obtenido de la extraccion de proteinas de nanoparticulas de PLGA.
Destacan las mismas 3 bandas previamente mencionadas, con base en ello,
podemos inferir la encapsulacion de esas proteinas dentro de la matriz polimérica.
Por otro lado, en el carril C se agregaron 15 pg de crotamina, obtenida del veneno
de C. culminatus. De manera similar al carril B, en el carril D se observa la banda
perteneciente a la crotamina extraida de las NPs de PLGA, infiriendose de nuevo la

encapsulacién de esta toxina dentro de la matriz polimérica.
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4.1.2.2 Forma de Nanoparticulas por AFM

En la figura 18 se muestran imagenes topograficas de las NPs (A) de PLGA,
(B) PLGA-Veneno y (C) PLGA-Crotamina, obtenidas por la técnica de AFM. De

manera general se observan NPs de forma esferoidal y superficie lisa.

A. NPs PLGA B. NPs PLGA-Veneno

C. NPs PLGA-Crotamina

Figura 18. Imagenes de Nanoparticulas (A) NPs PLGA, (B) PLGA-Veneneo y (C) PLGA-
Crotamina, reconstruidas en AFM en modo no-contacto.

Dependiendo del tipo de solvente organico empleado durante el proceso de
sintesis, se pueden generar cambios en la superficie de NPs de PLGA (K. C. Song
et al., 2006). En las imagenes de la figura 18 se observa claramente la morfologia
esferoide y apariencia lisa, caracteristicas deseadas para optimizar el efecto EPR
en ceélulas tumorales (Maeda, 2021). Adicionalmente, el tamafio observado en las
figuras es relativamente similar con lo determinado mediante los analisis de DLS
observados en la tabla 4. Es importante resaltar que los tamafios observados
mediante este tipo de técnicas tienden a variar con respecto a lo evaluado en DLS,
lo anterior debido a que en este caso las NPs se encuentran deshidratadas, lo cual

tiende a reducir un poco su tamafo.
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4.1.2.3 Estructura Molecular de Nanoparticulas por FT-IR ATR

Continuando con la caracterizacion de las NPs de PLGA-Veneno, se
realizaron analisis de estructura molecular mediante espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FT-IR) en modo de atenuacion total reflejada (ATR) por
sus siglas en inglés. En la figura 19 se observan los espectros obtenidos de NPs
PLGA-Crotamina (verde), PLGA-Veneno (morado), PLGA (azul), crotamina (rojo) y

veneno de C. molossus (negro).
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Figura 19. Analisis de FT-IR en modalidad ATR de Veneno de C. molossus, crotamina,
NP PLGA, PLGA-Veneno y PLGA-Crotamina, en orden ascendente.

En la figura 19 se observan los espectros de las NPs de PLGA control,
encapsulando veneno de C. molossus y crotamina, en todos los casos se puede
observar picos caracteristicos en un rango de 1085 — 1150 cm asociados a las
vibraciones por estiramiento de enlaces éster (C-O-C). Generalmente estos picos
se reportan en un intervalo de 1110 — 1150 cm™, probablemente se observen en

47



1085 cm por efecto del proceso de sintesis de las NPs. Adicionalmente, en 1350
cm® se observan las series de picos asociados al doblez de los enlaces C-H, en un
intervalo de 1300 — 1400 cm. Finalmente, el pico mas notorio se observa en 1750
cmt, asociado al estiramiento del grupo éster (C=0) presente en el PLGA (Fu et al.,
1999). Practicamente todas las NPs con o sin proteinas, presentan el mismo

espectro de FT-IR sin diferencias significativas o desplazamientos de picos.

Con respecto a los picos observados para la muestra de veneno de C.
molossus, resaltan los grupos de la amida Ill en 1235 cm!, asociada a una posible
combinacion del doblez de N-H y estiramiento de C-N y C-C, amida Il en 1535 cm-
1, asociada al doblez de N-H y estiramiento de C-N, y por ultimo, la amida | en 1635
cm™ la cual se asocia al estiramiento de C=0 del enlace peptidico (Fu et al., 1999).
En ese sentido, tal y como se observa en la figura 19, aparentemente no se
distinguen los picos de las amidas en los espectros de las NPs. Lo anterior no es
indicativo de una encapsulacién efectiva o no de proteinas, sino un analisis
cualitativo. Es probable que variando algunos ajustes en el andlisis, como la
utilizacion de pastillas de KBr, se pueda observar alguna diferencia con respecto a
lo obtenido por ATR.

Nuestro equipo de investigacion previamente habia reportado el espectro de
FT-IR en modo ATR del veneno de un ejemplar adulto de C. molossus, asi como
los espectros de NPs de quitosano encapsulandolo. De manera similar, tampoco se
reportaron diferencias significativas entre los espectros de las NPs CS control y NPs
CS-Veneno (Jimenez-Canale et al., 2022A). Lo anterior probablemente ocurra
debido a una baja proporcién de proteina con respecto a PLGA, asi como a la

capacidad de penetracién de la modalidad ATR sobre las muestras.

4.1.2.4 Biocompatibilidad de Nanoparticulas

Los eritrocitos o globulos rojos son las células mas abundantes de nuestro
cuerpo. Por ello es importante determinar la compatibilidad de materiales con fines

farmacéuticos. En la figura 20 se observan los resultados de ensayos de actividad
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hemolitica directa a 24 h en presencia de las NPs de PLGA, PLGA-Veneno y PLGA-

Crotamina.
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Figura 20. Actividad hemolitica directa de NPs de PLGA, PLGA-Veneno y PLGA-
Crotamina.

Entre los principales sintomas derivados de la mordedura de C. molossus se
encuentran aquellos referentes a patologias hematicas, como hemorragia y
coagulopatias. En este estudio se evaluaron concentraciones en intervalos de 125
— 1.95 pug/mL con respecto a la cantidad de veneno y crotamina para determinar la
actividad hemolitica (AH) de las NPs. Se ha reportado que ensayos de AH in vitro
gue se encuentren con valores <10 %, no se consideran como formulaciones
hemoliticas, por otro lado valores >25 %, se consideran como formulaciones con
riesgo alto de presentar hemalisis (Amin & Dannenfelser, 2006). En todas las
formulaciones, no se presentdé AH >10 %, lo que va de acuerdo con los resultados
anteriores presentados en la figura 13. Estudios anteriores realizados por nuestro
equipo con veneno de C. molossus encapsulado en NPs de quitosano, tampoco se

observo AH en las mismas concentraciones (Jimenez-Canale et al., 2022A).
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4.1.2.5 Cinética de Liberacion de Veneno y Crotamina

Una de las caracteristicas mas notorias de sistemas de micro/nanoparticulas
de PLGA es su capacidad de presentar perfiles de liberacién controlada.
Dependiendo de los pardmetros utilizados durante el proceso de sintesis se puede
modificar la cinética de liberacion (Giteau et al., 2008). A continuacion, la figura 21

muestra la liberacion cumulativa del veneno y crotamina durante 75 h.

—— NP PLGA-Veneno
NP PLGA-Crotamina

100

Liberacion cumulativa (%)

Tiempo (h)

Figura 21. Determinacién de porcentaje de liberacién cumulativo de veneno de C.
molossus en NPs PLGA-Veneno y crotamina en PLGA-Crotamina.
De acuerdo con lo observado en la figura 21, se determiné que el veneno de
C. molossus es liberado aparentemente de manera controlada de la matriz de
PLGA, cuantificandose un ~25 % a las 75 h. Por otro lado, se observo una clasica
liberacion bifasica por parte de la crotamina, cuantificandose un ~40 % durante las
primeras 24 h, y cerca de un ~50 % a las 75 h. La degradacién de
micro/nanoparticulas de PLGA depende de variables como el tipo de PLGA
utilizado, el peso molecular del mismo, el grado de cristalinidad y su temperatura de

transicion vitrea (Makadia & Siegel, 2011). De manera general, se ha reportado,
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tanto en sistemas in vitro como in vivo, que la degradacion de la matriz de PLGA
depende de un proceso colectivo de erosion del material y su superficie, asi como
difusién del contenido encapsulado, lo cual puede llegar a tomar hasta 60 dias. Lo
anterior entonces, hace que la liberaciébn de farmaco o moléculas encapsuladas
dentro de NPs de PLGA sea relativamente dificil de estudiar, considerando todas

las variables que pueden afectar este proceso.

4.1.2.6 Actividad Citotoxica de Nanoparticulas

Similar a lo observado en la figura 14, en la figura 22 se muestran y comparan
los resultados de la actividad citotdxica de las NPs. Es importante mencionar que
las concentraciones mostradas se encuentran con respecto a la cantidad de veneno
y no de peso de NP, para el caso de NPs control, se utilizé la maxima concentracion
mostrada (100 pg/mL). En los analisis de actividad citotoxica por ensayo de MTT es
muy importante considerar el tiempo empleado en el analisis, en este caso todos
los analisis se realizaron considerando un tiempo de 24 h en presencia de los
tratamientos.

La actividad citotoxica de las NPs PLGA-Veneno se evalu6 en un rango de
concentraciones de 100 — 0.78 pug/mL, con respecto a la cantidad de veneno. En el
rango de concentraciones de 12.50 — 25 pug/mL se observa una viabilidad de ~50 —
25 %, indicando probablemente la concentracion donde se encuentra la ICso de las
NPs PLGA-Veneno. Asimismo, se observa que conforme disminuye la
concentracion es mas notoria la diferencia de viabilidades comparando el veneno

de C. molossus con las NPs PLGA-Veneno.
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Figura 22. Actividad citotoxica de NPs PLGA-Veneno en células T-47D.

Calderon y colaboradores reportan que un gran numero de familias de
proteinas presentes en los venenos de especies pertenecientes a las familias
Elapidae y Viperidae, siendo esta ultima donde se encuentran las serpientes de
cascabel (Crotalus spp.), presentan actividad antitumoral in vitro y en algunos casos,
in vivo (Calderon et al., 2014). Por otro lado, nuestro equipo recientemente publicé
las propiedades farmacolégicas que los componentes de venenos de cascabel en
el estado Sonora, México pueden tener (Jimenez Canale et al., 2022B). De manera
general, los componentes proteinicos mayoritarios en los venenos de serpientes de
cascabel pertenecen a las familias primarias SVMPs, SVSPs y PLAzs, y presentan
mecanismos de citotoxicidad con sus respectivos mecanismos moleculares. De
manera similar, algunas toxinas que pertenecen a familias secundarias y terciarias
(LAAOs, CTLs, CRIiSPs, DIS, DEF, NP, etc.) también se han reportado en el mismo
contexto.
Previamente nuestro equipo de trabajo identifico las mismas bandas de proteinas
que se observan en el gel de electroforesis SDS-PAGE (figura 11) como: VAP2A
(P-Ill SVMP, 65 kDa), Apoxina | (LAAO, 56 kDa), Ruberlysina (P-I SVMP, 23 kDa) y
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Fosfolipasa A2_2 (PLA2, 16 kDa). Continuando con la evaluacion de la actividad

citotoxica, se determiné la ICso de las NPs PLGA-Veneno, como se muestra en la

figura 23.
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Figura 23. Evaluacién de ICso de NP PLGA-Veneno.

Se determiné una ICso de las NPs PLGA-Veneno en 22.24 ug/mL, de acuerdo

con los datos presentados en la figura 23. Las SVMPs, también conocidas como

zinc-metaloproteasas, son proteinas de masa molecular variable y multi dominio. Se

asocia su accion al desarrollo de hemorragias y cambios en el proceso de

coagulacion. Se ha reportado que su principal mecanismo de accién es sobre

componentes de la matriz extracelular (colageno, laminina, fibronectina, entre

otros). Dependiendo de su estructura se pueden clasificar en P-I, P-Il, P-1ll y P-IV

SVMPs, las cuales hacen referencia a solo el dominio de SVMP, SVMP + DIS,

SVMP + DIS + dominio rico en cisteina y SVMP heterodiméricas, respectivamente.

Se ha reportado que algunos de sus mecanismos de accion anticancerigena se

basan en la accién que presentan inhibiendo procesos adhesion celular (al actuar
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sobre receptores de integrinas), reduciendo la probabilidad de iniciar un proceso
metastasico (Calderon et al., 2014; Gutiérrez et al., 2016; Jimenez Canale et al.,
2022B).

Por otro lado, las LAAOSs se clasifican como glicoproteinas, de las que se ha
reportado su presencia en organismos como bacterias, plantas y animales. Su
mecanismo de accion es catalizar una deaminacion oxidativa de L-aminoacidos,
dando como productos &cidos alfa-keto, NHs y H202. Se ha reportado que la
actividad de las LAAOs puede llegar a producir altos niveles de H202 en la
membrana celular, produciendo hipotension en modelos mamiferos. Hacen falta
estudios para determinar a profundidad los mecanismos de accion de estas toxinas
en el contexto de su futuro desarrollo como farmacos (Calderon et al., 2014; Costa
et al., 2014; Jimenez Canale et al., 2022B).

Por udltimo, las PLA2s son enzimas sumamente interesantes para el desarrollo
de farmacos, no solo anticancerigenos. Su mecanismo de accion esta relacionado
con el metabolismo de lipidos membranales, lo cual llega a generar productos como
acido araquidonico, reconocido precursor de compuestos biolégicamente activos
como prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, entre otros. Las PLA2s se han
posicionado como moléculas de alto interés en el desarrollo de agentes
anticancerigenos ya que se ha reportado pueden inducir apoptosis en varias lineas
tumorales, inhibir la migracion celular y la angiogénesis, procesos altamente activos
en procesos de metastasis (Calderon et al.,, 2014; Cummings, 2007; Jimenez
Canale et al., 2022B).

Considerando lo anterior, si como lo observado en las figuras 11 y 17,
podemos inferir que las toxinas que fueron encapsuladas y liberadas son las mismas
que nuestro equipo identificO anteriormente como SVMPs, LAAO y PLA2. Es
importante resaltar que la viabilidad celular observada en las figuras 22 y 23, es con
base en la cantidad de veneno encapsulado, no con respecto a la cantidad de
veneno liberada por la NP a 24/48/75 h. Continuando con la evaluacion de las NPs
PLGA-Crotamina, se realizaron sus respectivos analisis de actividad citotoxica, los

cuales se observan en la figura 24.
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Figura 24. Evaluacién de actividad citotoxica de NPs PLGA-Crotamina en linea celular T-
47D.

De manera similar en comparacion con la crotamina sola, en la figura 24 se
observa una disminucién del ~30 % de la viabilidad celular de T-47D a la mayor
concentracion evaluada (10 pg/mL). Adicionalmente, practicamente se observa que
en todas las concentraciones evaluadas se obtuvo mayor citotoxicidad por parte de
las NPs que de la crotamina sola, indicando un efecto deseado, donde podemos
inferir una correcta internalizaciéon de las NPs y liberacién intracelular de la
crotamina. Contrario a lo observado en la figura 22, no se logré determinar un valor
de la ICso de las NPs PLGA-Crotamina, por lo que se recomienda aumentar las
concentraciones evaluadas para ello. Hasta el momento, no se han encontrado
otros trabajos publicados donde se pretendiera la encapsulacion de crotamina en
NPs de PLGA para su evaluacion en células tumorales. En ese sentido, Macedo y
colaboradores sintetizaron microparticulas (MPs) de PLGA encapsulando
crotamina, para su evaluacion de actividad antiparasitaria en Leishmania

amazonensis, sin reportar valores de ICso, en su trabajo reportaron una efectiva
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liberacion de la crotamina de manera intracelular al presentarse mayor citotoxicidad
por las MPs que con la crotamina por si sola (Macedo et al., 2015). Por otro lado,
considerando los valores de ICso para crotamina, reportados por varios autores en
lineas tumorales, esperamos que aumentando la dosis al doble (20 pg/mL)
observariamos una disminucion del 50 % de la viabilidad, o en su defecto,
evaluando a las mismas concentraciones que el veneno (100 — 0.78 pg/mL)

determinariamos con mayor facilidad las concentraciones necesarias a evaluar.

Con base en los resultados anteriores, podemos concluir que el veneno de
C. molossus y las NPs PLGA-Veneno son efectivos agentes citotéxicos con
potencial farmacoldgico en la linea cancerigena T-47D. La crotamina y NPs PLGA-
Crotamina presentan citotoxicidad en menor medida a las concentraciones

evaluadas, por lo que hace falta realizar mas analisis al respecto.
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CAPITULO 5
5.1 CONCLUSIONES

En el presente trabajo se logré caracterizar las proteinas que se encontraron
en el veneno de la vibora de cascabel cola negra, C. molossus. Dicho veneno y la
crotamina fueron sometidas a evaluaciones de biocompatibilidad, donde se
determind que a concentraciones < 125 pg/mL no producen hemodlisis en los
glébulos rojos. Posteriormente, se determiné que el veneno de C. molossus s
citotdxica en la linea de carcinoma mamario ductal infiltrante, T-47D, con una ICso
de 1.55 pg/mL. La crotamina redujo la viabilidad celular de la linea celular
mencionada en un 30 %.

Se logré sintetizar NPs de PLGA encapsulando veneno de C. molossus y
crotamina (PLGA-Veneno y PLGA-Crotamina, respectivamente), ambas con
promedios de Dn: 300 nm, PDI: 0.11 y P-C: -28.5 mV. Ambos tipos de NPs no
produjeron hemodlisis en glébulos rojos, presentaron una morfologia esferoidal y
superficie lisa, como se confirmé por imagenes de AFM en modo no contacto.

El perfil de cinética de liberacion determiné una liberacion prolongada y
aparentemente controlada del veneno de la matriz polimérica, mientras que la
crotamina present6 un perfil de liberacién bifasico clasico. Finalmente, las NPs de
PLGA-Veneno redujeron la viabilidad celular de las células T-47D, determindndose
una ICso: 22.24 pg/mL. Similar a la crotamina libre, las NPs PLGA-Crotamina
redujeron la viabilidad celular de T-47D en un 30 %.

Lo anterior representa un escalon en el desarrollo de nuevos agentes
farmacéuticos basados en la encapsulacion de agentes peptidicos/proteicos

provenientes de venenos de serpientes.
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5.2 PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

El sistema de encapsulamiento de proteinas bioactivas de interés, mediante un
proceso de sintesis de NPs de PLGA basado en la doble emulsion-evaporacion de

solvente es efectivo, pero cuenta con areas de oportunidad para mejorar.

Se recomienda lo siguiente:

» El aislamiento y/o purificacion de las fracciones del veneno de C. molossus
permitird evaluar de manera mas efectiva el potencial farmacoldgico de cada toxina,
asi como determinar los mecanismos de esta.

* Mejorar el sistema de sintesis, a manera de evitar la mayor pérdida posible de la
actividad de las toxinas durante este proceso, para ello se ha reportado el uso de
diferentes agentes que ayudan a proteger a las proteinas.

* Mejorar la eficiencia de encapsulacion del sistema para disminuir o evitar la pérdida
de material, y de esta manera aumentar la capacidad de carga de las NPs.

* Evaluacion de la capacidad de internalizacion de las NPs mediante tincién de
toxinas con FITC, a manera de confirmar en la manera de lo posible la liberacién de
las toxinas de manera intracelular.

» Evaluacion de actividad citotoxica utilizando controles positivos ya aprobados por
la FDA para tratamiento oncoldgico de cancer de mama (doxorrubicina, epirrubicina,
docetaxel, paclitaxel, carboplatino, ciclofosfamida, entre otros).

* Evaluacion de actividad sinérgica de toxinas provenientes del veneno de Crotalus

spp., con los medicamentos mencionados en el punto anterior.
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Nanomedicine has led to the development of new bio-
compatible and biodegradable materials able to improve
the pharmaceutical effect of bioactive components,
broadening the options of treatment for several diseases,
including cancer. Additionally, some snake venom toxins
have been reported to present cytotoxic activity in dif-
ferent tumor cell lines, making them an auspicious op-
tion to be used as cancer drugs. The present study aims
to evaluate the cytotoxic activity of the northen black-
tailed rattlesnake (Crotalus molossus molossus) venom-
loaded chitosan nanoparticles (Cs-Venom NPs) against the
T-47D breast carcinoma cell line. To do so, we first iden-
tified the significant proteins composing the venom; af-
terward, hemocompatibility and cytotoxic activity against
tumoral cells were evaluated. The venom was then loaded
into chitosan nanoparticles through the ionotropic gela-
tion process, obtaining particles of 415.9+21.67 nm and
C-potential of +28.3+1.17 mV. The Cs-Venom complex de-
livered the venom into the breast carcinoma cells, inhibit-
ing their viability and inducing morphological changes in
the T-47D cells. These features indicate that these nano-
particles are suitable for the potential use of C. m. molos-
sus venom toxins entrapped within polymer nanoparticles
for the future development and research of cancer drugs.
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INTRODUCTION

Nanomedicine can be defined as nanotechnology ap-
plied to health and medicine (Tran er al, 2017). Hence,

nanomedicine involves the use of different materials to
achieve a medical benefit. Materials obtained through
nanomedicine may enhance the pharmaceutical proper-
tics of bioactive agents (Tran er al, 2017; Biswas e al.,
2012, 2014; Rizvi & Saleh, 2018; Teran-Saavedra ¢ al.,
2019). The properties of these nanomaterials could pre-
vent their rapid degradation, help target specific tissue or
control its release in a stable manner (Tran e a/, 2017).
Throughout recent years, nanomedicines have been ap-
proved by the FDA for their clinical use. Doxil™/Cae-
lyx™! was the first nanomedicine, indicated for Kaposi’s
sarcoma, to be approved in 1995, and by 2016 more than
50 nanomedicines have been already approved for can-
cer and other pathologies (Hare ez af., 2017). Some nano-
medicines consist of liposomal nanoparticles (Myocet™
and DoxyI™), polymeric conjugates (Oncaspar™(PEG)),
polymeric micelles (Genoxol-PM™), and polymeric na-
noparticles (Accurin™) (Hare ¢ al, 2017). One of the
main advantages of using nanomaterials 2. micro or
larger particles is the retention of particles smaller than
500 nm in the tumor duc to the Enhanced Permeabili-
ty and Retention effect (LPR) (Tran e al, 2017; Hare e
al., 2017; Maeda, 2021; Subhan er al, 2021). By encap-
sulating poorly soluble drugs within nanocarriers, their
bioavailability may be improved and prevent their rapid
clearance from the bloodstream (Tran ez al., 2017).

Polymers, such as albumin, PLGA (poly(lactic-co-gly-
colic acid)), alginate, and chitosan have been widely used
as vehicles for drug transportation to different sites within
an organism (Goycoolea e al., 2009; Li e al., 2018; Sar-
mento ¢ al., 2006; Gallegos-Tabanico e/ al, 2017; Danhier
et al., 2012; Mir et al, 2017), making them encouraging
tools for drug delivery. Polymeric nanoparticles (NPs) are
of particular mnterest due to their properties, such as the
simplicity of the synthesis method, biocompatibility, and
biodegradability (Calvo e al., 1997; Goycoolea e al., 2009;
Soares ¢ al., 2018; Carrefio-Gomez & Duncan, 1997).

Chitosan (Cs) is a cationic polysaccharide composed
of B (1—4) linked units of N-acetyl-D-glucosamine and
D-glucosamine (Quilones e/ al, 2018; Argiielles-Monal
e al, 2018). It is obtained by the partial deacetylation
of chitin and is also naturally found in some fungi asso-
ciated with other polysaccharides (Peniche er al, 2008).
Chitosan-based NPs have attracted scientific interest in
encapsulating and delivering therapeutic biomolecules,
such as drugs, genes, and proteins, among others.
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Some of the nanoparticles synthesis methods include
water-in-oil emulsion (Riegger ez al., 2018), nanoprecipi-
tation (Luque-Alcaraz ez al, 2016), the self-assembling
mechanism (Quifiones ¢z af., 2018), and ionotropic gela-
tion (Goycoolea ef al, 2009; Calvo e al., 1997, Fernan-
dez-Quiroz ¢ al., 2019). The latter has been used to pre-
pare nanoparticles from polyelectrolytes in the 100-600
nm range (Goycoolea e al., 2009; Soarcs er al., 2018;
Sawtarie e al., 2017; Wu ez al., 2017) with relatively mild
and straightforward procedures (Wu ez al., 2017).

The possibility of using Cs for drug delivery has been
thoroughly studied (Li ez a/, 2018a; Rampino ez al., 2013;
Ahmed & Aljaeid, 2016); nevertheless, few studies have
been conducted with the association of animal venoms
(Soares er al., 2018; Mohammadpourdounighi ¢ al., 2010;
Naser ¢ al., 2015). The association of some animal ven-
oms toxins and nanoparticles has been reported as an
effective way to enhance therapeutical effects (Biswas
e al., 2012). Additionally, snake venom toxins pose an
incredible source of potential drugs for many types of
diseases, including cancer (Calderon er a/., 2014; Li ez al.,
2018).

Sn)nkc venom comprises diverse molecules, such as
carbohydrates, lipids, proteins, and isoforms (Tasoulis
& Isbister, 2017). Recent advances in genomics, tran-
scriptomics, and proteomics have led to new insights
regarding how they are composed. Tasoulis and Isbis-
ter reviewed the venoms of 130 different snake species
and reported that 63 different protein families were
generally found in them (Tasoulis & Isbister, 2017).
Amongst those, four major protein families consist-
ing of A, phospholipases (PLA,), snake venom metal-
loproteinases (SVMPs), snake venom serine proteases
(SVSPs), and three-finger toxins (3FTXs) (Tasoulis
& Isbister, 2017). Some of these protein families are
responsible for many of the clinical symptoms devel-
oped by snakebite envenomation, such as local or sys-
temic hemorrhage, neurotoxicity, and blood clotting
anomalies (Masuda ¢ al., 1998; Torii ef al., 1997; Suhr
& Kim, 1996; Meléndez-Martinez e/ al., 2017; Chel-
lapandi, 2014; Park er @/, 2009; Bénard-Valle er al.,
2014; Calderon er al., 2014; Calvete er al., 2009). In-
terestingly enough, several studies have reported that
some of these toxin families have cytotoxic action
against tumoral cells (Calderon er @/, 2014; Li er al.,
2018b; Hayashi er al., 2012; Kerkis ez al., 2014; Lee e
al., 2016; Marinovic er al., 2017; Azevedo er al., 2016).
Given the biological mechanisms by which they inter-
act with different tissues, cells, and receptors, snake
venom toxins can induce apoptosis, inhibit angiogen-
esis, tumoral growth, and cell migration (Biswas ez a/.,
2012; Calderon e al, 2014; Al-Sadoon e al, 2013;
Badr er al, 2013). Additionally, it has been report-
ed that the interaction of some of these toxins with
nanoparticles may enhance their therapeutical effects
(Glaucia-Silva ez al., 2018; Soares er al., 2018; Agarwal
er al., 2019; Karpel ez al., 2018; H & N, 2009; Biswas
et al., 2012).

The purpose of the present study was to character-
ize the venom of a northern black-tailed rattlesnake
(C. m. molossus) for protein identification and evaluate it
for hemocompatibility in human red blood cells and cy-
totoxic activity in the T-47D breast carcinoma cell line.
Additionally, chitosan nanoparticles were prepared as a
matrix to evaluate their ability to entrap the rattlesnake
venom, their hemocompatibility, and evaluate if the cy-
totoxic activity presented in the tumoral cell line stayed
unhinged.

MATERIALS AND METHODS

Materials

All the reagents used were analytical grade and, un-
less specified, purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). Low molecular weight chitosan (Cs, Sigma-
Aldmch, the degree of deacetylation was certified by
the supplier as ~76%, with an M, of ~95 kDa), pen-
tasodic tripolyphosphate (=98%) (IPP), sodium chloride
(299%) (NaCl), Glycerol (299%), bovine serum albumin
(66.5 kDa and ~96%) (BSA), Dulbecco’s Modified Ia-
gle Medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), and
[3-5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bro-
mide (MT'L). 147D cells were obtained from the ATCC
(American Type Culture Collection, Manassas, VA,
USA). All the experiments were carried out using Type 2
ultrapure water (0.18 pS/cm).

Ethics Statement

The Research Ethics Committee approved the present
study of the Universidad de Sonora. Experiments com-
ply with the principles expressed in the declaration of
Helsinki. Blood was drawn from participants who signed
informed consent and agreed for their blood to be used
in hemolysis assays.

C. m. molossus Venom Extraction

Venom extraction was performed at the Itinerant
Wildlife Museum (MIVIA) following the American So-
ciety of Ichthyologists and Herpetologists guidelines for
the use of live amphibians and reptiles were followed.
Secretariat of Agriculture and Livestock (SAGARHPA)
issued captive animals, and venom extraction for sci-
entific purposes permit numbers 12/09-00462/15 and
DGFF/12/09-1106/18.

T'hree male adult snakes from the scientific collection
of the MIVIA in Hermosillo, Sonora, Mexico, were used
for venom extraction. Venom was extracted manually by
allowing the snakes to bite sterile 100 mL plastic con-
tainers covered with parafilm, obtaining an average of
800 uL. per extraction. Afterward, venom was stored at
—80°C for 24 h and then lyophilized. For use, the lyo-
philized venom was resuspended in ultrapure water and
centrifuged at 2000Xg for 15 minutes for debris removal.

Protein Concentration

The protein concentration of the venom samples and
the encapsulation efficiency (EE%) were determined
with slight modifications by the Bradford microplate
protein quantification method (Bradford). Briefly, differ-
ent samples of known concentrations of BSA were pre-
pared (1:10, BSA sample: Bradford reagent), and absorp-
tion (ABS) was read in a UV-spectrophotometer at 595
nm to obtain a protein calibration curve and equation
(Thermo Scientific Multiskan GO). Afterward, samples
from C. 7. molossus venom were quantified by measuring
the ABS of the supernatant and comparing the values
with the calibration curve previously obtained.

Venom Characterization

SDS-PAGE. Proteins from the venom were analyzed
by electrophoresis using reducing and denaturalizing
conditions (SDS-PAGE) in a 15% polyacrylamide gel
according to Lacmmli (Lacmmli, 1970). PAGE analysis
was done using 10 pg of venom protein and subsequent-

74



Vol. 69

Cytotoxic activity of Crotalus molossus molossus 235

ly stained with Coomassie. The molecular weight of the
proteins was estimated by comparing them to broad-
range molecular weight markers (Bio-Rad, Tlercules, CA,
USA).

Protein Digestion and Liquid Chromatogra-
phy-Tandem Mass Spectrometry Analysis (LC-
MS/MS). The three electrophoretic protein bands with
the highest intensity were excised from the gel, reduced
with 10 mM DTT in 25 mM ammonium bicarbonate,
and subsequently alkylated with 55mM iodoacetamide,
according to a procedure described by IMuerta-Ocampo
and others (Huerta-Ocampo e al., 2014). Protein diges-
tion was carried out overnight at 37°C with sequencing-
grade trypsin (Promega, Madison, WI, USA). Tryptic
peptides were dried by centrifugation in a vacuum, sus-
pended in 0.1% trifluoroacetic acid, and purified using
ZipTip (Merck Millipore, Darmstadt, Germany).

Trypsinized peptides were subjected to reverse-phase
ultraperformance liquid chromatography using the 1290
Infinity 1.C System (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA) associated with an analytical column ZOR-
BAX 300SB-C8 (5 umx2.1 mmx150 mm, Agilent Tech-
nologics, Santa Clara, CA, USA), coupled to a Dual AJS
EST ionization source (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA). Afterward, they were analyzed by tandem
mass spectrometry through a data-dependent analysis
in the 6530 Accurate-Mass Quadrupole Time-of-Flight
(Q-TOF) LC/MS system (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) with the chromatographic and MS/MS
conditions (Morales-Amparano ¢z @/, 2019) using Agi-
lent MassHunter Workstation Software package (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA).

Protein Identification. The MS/MS raw data of
the tryptic digests from the electrophoretic bands were
interpreted to determine protein identities and rela-
tive abundances using a Spectrum Mill MS Proteom-
ics Workbench software package (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA), also using PA Croralus + cont.fasta
in-home database. Search parameters included carbami-
domethylation of cysteines as fixed modification, me-
thionine oxidation as variable modification, 50% mini-
mum matched peak intensity, individual ion scores 212,
and scored peak intensity (SPI) 260 were considered as
suitable matches. In contrast, protein score 225 and at
least two peptides were necessary for confident protein
identification. In addition, the MS/MS raw data were
converted to .mgf files in the MassHunter Workstation
Software Qualitative Analysis and processed in search
engine MASCOT free version. The using search parame-
ters including carbamidomethylation of cysteines as fixed
modification, methionine oxidation as variable modifica-
tion, 50% minimum matched peak intensity, 20 ppm and
0.1 Da on precursor tolerance and production masses,
respectively, 1 missed tryptic cleavage, and ESI-Q-TOF
scoring parameters.

Hemolytic Activity Assays

The Research Lthics Committee approved the present
study of the Universidad de Sonora. Experiments com-
ply with the principles expressed in the declaration of
Helsinki. Blood was drawn from participants who signed
informed consent and agreed for their blood to be used
in hemolysis assays. Experiments were performed as de-
scribed by Diaz-Galvez and others (Diaz-Galvez e al,
2019), with slight modifications. Briefly, these blood
samples were drawn and then transferred to clean tubes
(BD Vacutainer EDTA anticoagulant); afterward, 15 pL
of blood were diluted in 1 mL of PBS. Then, 0.046—

3 mg/ml. of snake venom samples were incubated at
37°C for 24 h and then centrifuged at 2000XgX1 min-
ute. ITemolysis was determined by the absorbance of
the supernatant at 540 nm, using a spectrophotometer
(Thermo Scientific Multiskan GO). Blood diluted in PBS
was used as a negative control for hemolysis, and blood
diluted in water was used as a positive control. For the
Cs NPs, the same procedure was followed, but instead
of using C. 2. molossus venom, concentrations ranging
from 0.0046-3 mg/mL of Cs-Blank and Cs-Venom NPs
were evaluated.

Cell Viability Assays

The Rescarch Ethics Committee approved the pre-
sent study of the Universidad de Sonora. Experiments
comply with the principles expressed in the declaration
of Helsinki. Cell viability assays were performed in the
T-47D breast carcinoma cell line, using [3-5-dimethyl-
thiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
(Diaz-Galvez ez al., 2019). Briefly, cells were seeded in
48-well plates at a density of 10 000 cells/200 uL per
well using DMEM containing 10% FBS. Cells were incu-
bated at 37°C and 5% CO, for 24 h. Afterward, the me-
dium was replaced for 0.98-31.25 ug/mL of venom in
DMEM for 24 h. The Cytotoxic Concentration,, (IC.)
value of the venom in the '1-47D) breast carcinoma cells
was thus determined. For the Cs NPs, the same proce-
dure was followed, but instead of using C. m. molossus
venom, concentrations ranging from 0.98-31.25 pg/mL
of Cs-Blank and Cs-Venom NPs were evaluated.

Venom-loaded Nanoparticle Synthesis

The preparation of Cs NPs was done similarly to
what Calvo and others (Calvo e al, 1997) described,
with slight modifications. Briefly, chitosan (Cs) was dis-
solved (2 mg/mL) in 1% acetic (v/v). Afterward, NaCl
(0.4% w/v) was added to the Cs solution and stirred for
15 min. A mixture of TPP (4 mg/ml.) and snake venom
(5 mg/ml) was prepared for the crosslinker solution.
Then, the TPP-Venom solution was added dropwise
(10:1, Cs: crosslinker solution) to form the Cs-Venom
NPs spontancously.

For blank NPs, the same procedure was done but
without adding C. . molossus venom in the TPP so-
lution. Nanoparticles were isolated by centrifugation
(13000 rpm for 30 min at 4°C) using a bed of glycerol
(20 pL) at the bottom of the vial. The supernatant was
carefully removed, and the pellet was resuspended in wa-
ter for characterization. The venom’s encapsulation ef-
ficiency (EE%) was determined by the Bradford method;
the supernatants of the particles obtained through the
isolation process were quantified following the same
procedure described in section 2.4. The EE% calculation
was determined with equation (1).

Total protein—Supematant protein
EE% = rotal protein

x 100

Nanoparticle Characterization

Dynamic Light Scattering and ¢-Potential. ‘T'he
particle size (mean particle diameters and size distribu-
tions) and {-potential of NPs were measured at 25°C us-
ing dynamic light scattering (DLS) at a scattering angle
of 90° with Zetasizer Nano 7890 (Malvern Instruments
Ltd, Malvern UK) with a doppler anemometry laser.
Samples were diluted in water (0.5:1 mL). All the meas-
urements were done in triplicate.
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Fourier Transformed Infrared Spectroscopy. The
structural characterization of these nanomaterials was
performed by infrared spectra using Agilent Cary 630
FTIR Spectrometer (Agilent, Cary 630 FTIR Spectrom-
eter, Santa Clara, CA, USA) a resolution of 4 cm ! in
the range of 650 to 4000 cm~! in ATR mode.

Nanoparticle Morphology. The morphology of NPs
was characterized by atomic force microscopy (AFM,
Alpha 300RA, WiTec, Germany). AFM images were
reconstructed in the non-contact mode using nanosen-
sors with a spring constant of 42 N/m and a resonant
frequency of 285 kHz. The analyses were performed us-
ing 5X5 pm scanning images with WiTec project FOUR
v4.1 software.

Fluorescence Intensity of Rhodamine 123

T-47D cells were seeded in 48-well plates at a density
of 10000 cells/200 ul. per well using DMEM containing
10% FBS. After incubation (37°C and 5% CO, for 24 h)
cells were washed three times with 200 ul. of physiologi-
cal saline solution (PSS). Subscquently, the cells were in-
cubated with PBS containing venom from C. 7. molossus
and NPs (Cs-Blank and Cs-Venom) at a 7.81-31.25 uL/
mL at 37°C for 30 min. Then, they were rinsed three
times again with PSS (200 uL). The fluorescence intensity
(FT) was measured as follows: the cells were stained with
1 pg/mL of rhodamine 123 and incubated for 15 min at
37°C. Finally, fluorescence and cell morphology were ana-
lyzed under confocal microscopy (Nikon TiEclipse C2+,
Japan) with 488 nm lasers. Images were obtained with a
1024x1024 pixels resolution and 20X magnification and
analyzed by imaging software NIS-Element.

Statistical Analysis

Two-way ANOVA followed by Sidak’s and Tukey’s
multiple comparison tests were performed in Graph-
Pad Prism 8.0.2 for Windows (GraphPad Software, San
Diego, California, USA, www.graphpad.com). P val-
ues=0.005 were considered significantly different.

RESULTS AND DISCUSSION

Venom Characterization

When using snake venom, it is imperative to know
what toxins or toxin families compose it, which helps to
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Figure 1. 15% SDS-PAGE gel electrophoresis of C. m. molossus
venom from Hermosillo, Sonora, Mexico under reducing condi-
tions.

Different bands with molecular masses of ~65 kDa, 23 kDa, and
16 kDa (A, B, and C, respectively) were separated from the ven-
om. LC-MS/MS analysis identified these bands as a P-lll SYMP and
LAAO (band A), a P-l SVMP (band B), and a PLA, (band C). 10 ug of
venom were loaded in lane 2.

discuss the possible outcomes of any performed analysis
and facilitate any experiment replications. Electrophore-
sis gel analysis was performed in reducing conditions to
separate the protein bands in the black-tailed rattlesnake,
C. m. molossus, venom. Proteins migrated with relative
molecular mass from ~65 kDa to ~16 kDa. Three ma-
jor protein bands A, B, and C (Tig. 1) were selected for
further analysis.

Intraspecific venom variation has been previously re-
ported for several species of rattlesnakes (Borja e al.,
2018; Castro e al., 2013; Tasoulis & Isbister, 2017). The
presence of molecular weights in the 50-75 kDa and
20-25 kDa, as well as the absence of molecular weights
under ~10 kDa, are similar to the adult Mexican black-
tailed rattlesnake (C. . nigriscens) venom reported by
Borja and others (Borja e al., 2018).

Additionally, the three main protein bands (A, B, and
C) were analyzed by LC-MS/MS. Table 1 shows the
two identified proteins by MS/MS spectra analysis of
the tryptic digest of band A using two search engines
(Spectrum Mill and Mascot). These proteins were the
Zinc disintegrin-like metalloproteinase (VAP2A) that be-
longs to the P-IIT SVMPs toxin family. Also, this band
contained more than one protein, I.-amino acid oxidase
(Apoxin I) was also identified. SVMP H'1-2 metallopro-
teinase that belongs to the P-I SVMPs toxin family with
a relative mass of ~30 kDa was identified in the band
B. Lastly, a Phospholipase A2_2 with a relative mass of
~16 kDa was identified in band C. Borja ¢/ al. reported
that the venoms of 20/27 of the studied specimens of
C. m. nigriscens presented bands with a similar mass to
that of the identified PLA, Borja e al., 2018).

In previous reports, it has been found that some of
the toxin families found in the C. . molossus venom, like
SVMPs and PLA,s, have cytotoxic effects in different
tumoral cell lines (Calderon er al., 2014; Tang er al., 2004;
Boldrini-Franca e al., 2020; Marinovic ¢ al, 2017; Du
& Clemetson, 2002; Rivas-Mercado & Garza-Ocarias,
2017). A P-TIT snake venom metalloproteinase (SVMP)
was identified in band A figure 1; this band may con-
tain another protein. VAP2A, also known as vascular ap-
optosis-inducing protein 24, is a P-III type SVMP first
described by Masuda and others (Masuda er af, 1998).
It can induce apoptosis in vascular endothelial tissue
(Masuda e al., 1998). It has been previously proposed a
possible therapeutic use for this toxin due to its proper-
ties to inhibit angiogenesis, a vital process for tumoral
cell growth (Masuda e al, 1998). SVMPs usually cause
hemorrhagic symptoms in clinical patients through blood
coagulation changes or interaction with the extracellular
matrix (ECM) components, such as collagen, laminin,
and fibronectin (Calderon ¢/ al, 2014). The formation
of new blood vessels has been reported with the action
of matrix metalloproteases/ ADAM proteins and in cell-
cell/cell-ECM adhesion (Calderon er 4., 2014). Thus, the
action of SVMPs takes an exciting role in the possible
antitumoral effect by inhibiting tumoral growth, as well
as tumoral adhesion. The latter is because some SVMPs
have been reported to interact with important recep-
tors that mediate metastasis and cell migration (Calde-
ron ¢ al., 2014; Arvelo & Cotte, 2006; Kamiguti ez al.,
1998; Gutiérrez & Rucavado, 2000). The simiarity that
the SVMPs and mammalian matrix metalloproteinases
(MMPs) have opens the possibility that these snake ven-
om toxins may be used as potential therapeutic targets
or agents against cancer (Calderon e al, 2014; Tang er
al., 2004; Alaseem e/ al., 2019).

Apoxin I is an L-amino acid oxidase (LAAO), was
also identified in band A Fig. 1. Apoxin I has been de-
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Table 1. Venomic analysis of the C. m. molossus venom through Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS).

Molecular mass

EI:rc“tjrophoretic I(Brggii) Organism Protein Toxin Family kDa)
. A4PBQO Crotaliis atiok glzr}f) disintegrin-like metalloproteinase (VA- P-lIl SYMP 65.854
P56742 Crotalus atrox L-aminoacid oxidase (Apoxin 1) LAAO 56.737
B P20897 Crotalus ruber SVMP HT-2 metalloproteinase (Ruberlysin) P-1 SVYMP 23.321
€ ANN23923 Crotalus molossus  Phospholipase A, (Phospholipase A2_2) PLA, 16.251

scribed as an apoptosis-inducing factor, considered one
of the causes of hemorrhagic symptoms in rattlesnake-
bite patients (Torii ez al., 1997). Several biological effects
have been attributed to the action of this toxin, such as
edematogenic processes, hemolysis, antibacterial and an-
tiparasitic activity, and regulation of platelet aggregation
(Torii er al., 1997, 2000). Although the LAAOs mecha-
nisms’ have not been fully comprehended, it has been
hypothesized that their interaction with different cell re-
ceptors can increase hydrogen peroxidase (I1,0,) levels
in cell membranes. High peroxidase levels due to oxi-
dative processes may induce apoptosis in different cell
lines, such as human embryonic cells (2931), human
promyelocytic leukemia cells (ITL-60), rat lymphocytic
leukemia cells (L1210), and human leukemia cells (To-
rii er al., 1997; Calderon er al., 2014; Zhang er al., 2003;
Samel ¢/ al., 2006; Suhr & Kim, 1996). Apoptosis induc-
tion from this toxin is a polemic one within the scien-
tific community. Although it has been reported that it is
related to the rise in peroxide levels, reports have shown
that it is not the only reason (Calderon e/ al., 2014; Suhr
& Kim, 1996; DiPietrantonio ¢ al, 1999) and thus, fur-
ther research is necessary.

Ruberlysin, a P-T SVMP, was identified in band B fig-
ure 1. It has been reported that ruberlysin induces lo-
cal hemorrhages by acting within blood vessels” inner
walls (Takeya e al, 1990). As has been mentioned be-
fore, SVMPs can interfere with components in the ECM
(Calderon er al., 2014). Ebrahimian evaluated its capacity
to induce apoptosis in Neuro-2a, neuroblastoma cell line,
alongside other toxins from the red diamondback rattle-
snake (Crotalus ruber) (Ebrahimian, 2013).

Finally, A2_2 phospholipase was identified in band C
figure 1, as its name suggests it is an A, type phospho-
lipase (PLA,). PLA,s have a wide diversity of biological
effects, such as inducing neurotoxicity and myotoxicity
and play essential roles in lipid metabolism (Calderon ez
al., 2014). PLA,s activity is highly related to the metabo-
lism of cell membranes. Different types of PLA,s, such
as basic and acidic, have shown antitumoral and antian-
glogenic activity z viiro and in vivo, suggesting a new ap-
proach for developing antitumoral agents (Calderon e
al., 2014). Modahl and Mackessy (Modahl & Mackessy,
2016) described in their extensive study that the C. molos-
sus venom presented three different isoforms of PLA,s.
Amongst those different isoforms, they reported se-
quences belonging to neurotoxic and myotoxic PLAs.
For example, Crotoxin B is a ~14 kDa PLA, neurotoxin
that binds and activates cell receptors in the cell mem-
brane, thus interfering with the epidermal growth factor,
inhibiting tumoral growth (Calderon es al, 2014; Corin e/
al., 1993). Borja and others (Borja e al, 2018) reported
more presence of crotamine-like toxins in the venom
from young Mexican black-tailed rattlesnakes, C. 7. ni-
griscens (Borja e al., 2018). These crotamine-like toxins
had an average molecular mass of ~10 kDa (Borja ez al.,
2018a). In our study, the smallest toxin observed in the

electrophoretic gel had a relative mass of ~16 kDa, as-
sociated with PLA,s. In this case, more studies and re-
search are needed for the complete profiling of the C. 7.
molossus in the northwestern region.

Hemolytic Activity of C. m. molossus venom. The
red blood cells (RBCs) are the most abundant in the
blood and are in continuous contact with exogenous
compounds; therefore, the HA of the venom of C. .
molossis was evaluated. Values obtained below 10% he-
molysis can be considered non-hemolytic, while those
equal to or higher to 25% are hemolytic (Amin & Dan-
nenfelser, 2006). The snake venom was slightly hemo-
lytic at the higher concentrations evaluated (0.75-3 mg/
ml.) and non-hemolytic below those (Fig. 2). Water-
treated RBCs were used as the positive control and PBS
as the negative one for hemolysis.

Some of the clinical symptoms of rattlesnake bite en-
venomation include proteolytic activity such as fibrinoly-
sis, hemolysis, or platelet aggregation (Meléndez-Martinez
er al., 2017). As observed in the black-tailed rattlesnake
venom HA assay (Fig. 2), C. m. molossus venom was not
hemolytic at concentrations below 0.75 mg/ml.. Con-
trary to what we observed, Macias-Rodriguez and others
(Macias-Rodriguez ez al., 2014) compared the TTIA of the
venom of two subspecies of C. molossus, C. m. nigriscens
and C. ». molossus, and reported that both presented HA.
Borja and others (Borja ¢z al, 2018a) reported ontoge-
netic differences in the venom composition of C. z. ni-
griscens, where juvenile specimens had a more neurotoxic-
like venom, and adults had a more hemorrhagic-like one.
The snakes used in this study were adults, and it is note-
worthy to consider the last since different ages between
these snakes could provide different venom copositions,
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Figure 2. Hemolytic activity (HA) of the C. m. molossus venom.
Lower tested concentrations of the venom were slightly hemo-
lytic, while higher ones tested were hemolytic. Water treated RBCs
were used as the positive control; data represents means and
+ standard deviation from triplicates.
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Figure 3. MTT cell viability assay was performed with different
concentrations of C. m. molossus venom.

An IC,, value of 15.45 pug/mL was determined. Cell viability was
lowered by >60% at 31.25 pg/mL; data represents means and
+ standard deviation from triplicates.

thus, different results in these types of assays. Thus, hav-
ing a < 0.75 mg/ml. venom concentration could help
avoid the TIA observed at higher concentrations. Addi-
tionally, the black-tailed rattlesnake venom was evaluated
for cytotoxic activity against the T-47D breast carcinoma
cell line.

C. m. molossus Venom Tumoral Cytotoxic Ac-
tivity. MTT assays were performed to determine the
cytotoxic activity of the black-taled rattlesnake venom
in the 1-47D breast carcinoma cell line. We observed a
significant diminish of T-47D cells viability provoked by
the snake venom toxins (Fig. 3). The IC,, of the venom
was 15.4510.93 pg/ml. As expected, the lowest tumoral
cell viability, ~36 %, was observed at the highest venom
concentration used, 31.25 pg/mL, well below the HA
concentrations shown in figure 2. Thus, we confirmed
that the venom of the black-tailed rattlesnake (C. . mo-
lossus) presents cytotoxic activity in the T-47D breast car-
cinoma cell line.

Tasoulis and Isbister (Tasoulis & Isbister, 2017) re-
viewed different snake venoms contents from the
world’s prominent medically necessary snake families.
They concluded that three main toxin families (SVMPs,
SVSPs, and PLA,) are found in the Viperinac snake
sub-family venoms, where the genus Croalus is located.
Meléndrez-Martinez and others (Meléndez-Martinez ¢ al.,
2017) reported that C. molossus venom contained several
different toxin families, including the aforementioned. In
their review, Calderon and others (Calderon e/ al., 2014)
described the different mechanisms by which many
snake venom toxins present tumoral cytotoxic effects. A
lower T-47D breast carcinoma cell viability was observed
at higher concentrations of C. ». molossus venom. Our
study shows an IC,, value of 15.45 pg/mL (Fig. 3). Dif-
ferent venom compositions could change the outcome
of these types of tests, and said compositional changes
might happen due to ontogenetic changes (Borja e /.,
2018a), geographical range (Borja e al., 2018a; Borja e
al., 2018b) and, not as common as the aforementioned,
sex (Borja ¢ al, 2018a; Furtado es al., 2000).

Considering the identified toxins (Table 1), we infer
that the cytotoxic activity observed in the MTT assays
is duc to the action of the different SVMPs, LAAO and
PLA, found. As mentioned before, SVMPs can inter-
act with components of the ECM and produce apop-
tosis in vascular endothelial cells (Masuda er al, 1998;
Calderon er al, 2014; Takeya er al., 1990; Chellapandi,

2014), thus, inhibiting tumoral proliferation and reduc-
ing angiogenesis. On the other hand, LAAOs have been
reported to produce high concentrations of IT1,0,, hy-
drogen peroxide by interacting with different cell mem-
brane receptors (Calderon e al., 2014; Torii e/ al., 1997).
LAAOs from different rattlesnake species like C. adaman-
rens and C. arrox have been reported to act specifically
with mammalian endothelial cells (Calderon er al., 2014,
Suhr & Kim, 1996; Du & Clemetson, 2002) as it was
mentioned above. PLA,s have been reported with antitu-
moral and antiangiogenic activity. Commonly, their inter-
actions with different cell membrane receptors in mem-
brane lipids have shown inhibition in tumoral growth
and cell adhesion (Calderon ¢ al., 2014; Chwetzoff e al.,
1989). Additionally, the observed IC,; of the snake ven-
om was 15.4520.93 pg/ml., a much lower concentration
than that of the recommended use in section 3.1.2. More
studies are required to observe how these toxins interact
with the T-47D breast carcinoma cells. Once the venom
was characterized and evaluated, venom-loaded polymer-
ic nanoparticles were obtained and evaluated.

Cs-Venom Nanoparticles

In this research, the black-tailed rattlesnake venom
was cntrapped into a Cs nanoparticle system using TPP
as a crosslinking agent by ionotropic gelation.

Formation of Nanoparticles. Cs-Venom NPs were
obtained spontaneously by the addition of the TPP-
Venom solution to the Cs solution. It is known that the
mechanism of Cs-1PP ionotropic gelation is driven by
the process of intra- and intermolecular linkages, which
is promoted by amine groups of chitosan and the nega-
tively charged species of TPP (Calvo er al, 1997; Pedro-
so-Santana & Fleitas-Salazar, 2020; Rampino e af., 2013;
Fernandez-Quiroz ¢ al., 2019).

Results for different formulations are shown in Ta-
ble 2. Cs-Blank NPs were obtained with a hydrodynam-
ic size (Dy) of 506 nm. These values are slightly higher
than those reported for similar nanoparticle systems
(Goycoolea er al., 2009). These results may be duc to the
molecular characteristics of the polysaccharides, such as
molecular weight and degree of deacetylation of Cs.

Table 2. Different formulations of Cs NPs with and without ven-
om.

Cs-Blank NPs Cs-Venom NPs
D, (nn;u) 7506,41714.05 415.9121:67 o
PDI 0.47+0.01 0.44+0.03
C-potential 27.3+1.65 28.3+1.17

Data are means and + standard deviation for triplicate.

Cs-Venom NPs exhibited a positive C-potential,
which suggests the presence of a shell of chitosan in
the formulations. The formulation exhibited a D, of
~415 nm and a {-potential of ~28 mV (Table 2). The
decrease in the size of venom-loaded NPs concerning
the blank NPs is shown. The electrostatic forces be-
tween the venom extract and chitosan are the domi-
nant interaction in this system. The venom extract used
for the preparation of nanoparticles may provide the
presence of a polypeptide mixture, which may lead to
additional intra- or inter-molecular interactions. Hence
the decrease in particle size.

The encapsulation cfficiency (EE%) of the ven-
om entrapped in the Cs-Venom-NPs was determined
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Figure 4. FTIR analysis of venom-loaded (A) and blank (B) NPs,

as well as their main individual components, (C) C. m. mol
venom, (D) LMW Chitosan.

through a Bradford protein stain microplate protocol.
The EE% was 48.29%3.84%. Soares and others (Soares
et al., 2018) entrapped the snake venom of two differ-
ent viperids, Borhrops erythromelas and B. jararaca, achiev-
ing an EE% of over 65% of both venoms with a Cs-
TPP NP system. Goycoolea and others (Goycoolea er
al., 2009) were able to achieve an EE% of up to 41—
52% for insulin, using a hybrid Cs-ALG NP system,
they suggested that the electrostatic interactions given
between the Cs and insulin were the most dominant,
nevertheless, other interactions should also be consid-
ered.

ATR-FTIR Analysis. FTIR analysis was performed
to cvaluate the molecular composition of the obtained
products. Figure 4 shows the spectra of Cs-Venom NPs
(A) as well as Cs-Blank NPs (B) and their main individ-
ual components, C. 7. molossus venom (C) and LMW Cs
(D). There are apparent differences between the spectra
obtained from the NPs and their main individual com-
ponents. The signals observed at 1540 cm and 1620
cm! in the venom-loaded and blank NPs (A and B)
spectra correspond to the Amide T and Amide IT bands
of chitosan (Soares e al, 2018), respectively. A slight shift
from a small peak at 1640 cm! from LMW chitosan (D)
to 1620 cm ' (A and B) is observed. Additionally, LMW
chitosan and both NPs show the characteristic 1375 cm!

A. Cs-Blank NPs

N

Figure 5. 2D and 3D AFM images of blank and venom-loaded NPs.

corresponding to -CH; symmetrical deformation vibra-
tion of chitosan.

Soares and others (Soares ¢r al., 2018) reported the
FTIR spectra of Cs-TPP NPs entrapping the snake
venom of B. erythromelas and B. jararaca. They mentioned
how the interaction between the NP components and
the snake venom might result in band shifts and sepa-
ration of the absorption bands. They observed a shift
in the C=0O prmary (1540 cm') and secondary (1640
c¢m 1) protein bands. In contrast with our results, there
was no apparent shift in said bands (A and B), but a
slight shift from 1640 cm! to 1620 ¢cm! is noticed. Ad-
ditionally, the peaks corresponding to the C-N stretches
of chitosan’s primary and secondary amines can be ob-
served at 1025 cm™!' and 1150 cm!, respectively, in A,
B, and D (Coates, 2000). These results confirm the Cs-
TPP conjugation (Mohammadpourdounighi ¢ af., 2010).
There was no difference between the spectra of blank
and venom-loaded NPs (A and B) in our study. The last
could be attributed to the relatively low penetration ca-
pacity of the ATR mode used. There are noticeable dif-
ferences between the pristine components (C) and the
obtained NPs (A and B).

NPs Morphology. The morphology of the venom-
loaded and blank NPs was observed through atomic
force microscopy (AI'M) (Fig. 5). Tigure 5A, Cs-Blank
NPs presented a smooth surface, semi-spherical shape,
and ~500 nm of size. Similarly, in Figure 5B, Cs-Venom
NPS showed a smooth surface, a semi-spherical shape,
and an estimated size of ~400 nm.

Similar to other studies that also entrapped snake ven-
om within Cs NPs, our venom-loaded NPs presented a
smooth surface and semi-spherical shaped morphology
(Fig. 5 A and B) (Soares e7 al., 2018). Naser and others
(Naser ez al., 2015) observed that the interaction of scor-
pion venom with the Cs chains could increase the NP
size, although no increase in size was observed with our
NPs, as confirmed by the DLS data in Table 2.

Hemolytic Activity of Venom-loaded NPs

HA assays were performed with Cs-Venom NPs
to study their behavior with RBC. It can be observed
(Fig. 6) that, similarly to the ITA observed in Fig. 2,
the higher concentrations (0.75-3 mg/mL) were slightly
hemolytic, whereas the lower ones were not. The entrap-
ment of the venom within the Cs matrix may protect
the RBCs; hence, further studies are required.

Zhou and others (Zhou ¢ al., 2015) studied the hemo-
compatibility of Cs dendrimers and Cs alone, and they
reported that at 50 and 100 pg/ml, the Cs dendrimers
induced higher hemolysis than Cs alone. Their study

B. Cs-Venom NPs

He
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Figure 6. Hemolytic activity (HA) venom-loaded and blank NPs.
Cs-Venom NPs were not hemolytic, specially at lower concen-
trations <0.187 mg/mL. PBS and water were used as (-) and (+)
control, respectively.

Data are means and + standard deviation for triplicate.

reported a 2%<HA<5% indicating that they were non-
hemolytic. In the present work, the results show that the
Cs-Venom NPs were slightly hemolytic (HA>10%) at
high concentrations (Fig. 6). In the same way, the Cs-
Blank NPs were slightly hemolytic (ITA>10%) at high
concentrations (Fig. 6). The venom from the black-tailed
rattlesnake, C. molossus, has been previously reported as
more hemolytic than the western diamondback rattle-
snake, C. arrox, or the tiger rattlesnake, C. 7gris, due to
its capacity to degrade fibrinogens and collagen (Melén-
dez-Martinez ¢r al., 2017). Although the venom of C. mo-
lossus has been previously studied, even more studies are
required to establish isolated toxins or whole venom to
be used as possible pharmaceutical agents. Although the
venom-loaded NPs have toxins that may interact with
RBC membranes or components of the ECM, there was
not enough decrease in the RBC viability to be labeled
as hemolytic (HA>10%). Hence, the latter suggests that

EE Cs-Blank NPs
B C. m. molossus Venom
B Cs-Venom NPs

100

50

T-47D Cell Viability (%)

098 195 391 781 4563 3125

Venom Concentration (ug/mL)

Figure 7. MTT assays were performed with Cs-Blank and Cs-Ven-
om NPs.

C. m. molossus venom and Cs-Venom NPs were both able to lower
the cell viability of the T-47D breast carcinoma cells by >60% at
31.25 pg/mL. *Are shown for statistical differences (p<0.005).

the evaluated concentrations of NPs formulations do not
produce hemolysis.

Venom-Loaded NPs Tumor Cytotoxic Activity.

The tumoral cytotoxic activity was analyzed through
MTT assays. As obscrved (Fig. 7), the Cs-Venom NPs
inhibit the cell viability, down to ~30%. Additionally,
the Cs-Blank NPs did not inhibit the cell viability of the
T-47D breast carcinoma cell line. Significant differenc-
es were found between the snake venom zs. Cs-Venom
NPs* cytotoxic effect in a 2-way ANOVA followed by
Sidak’s multiple comparison test.

Cs has been firmly established as a biocompatible and
low toxic polymer (Calvo e al., 1997; Goycoolea e al.,
2009; Soares er al., 2018; Wu er al, 2017); nevertheless,
Carrefio-Gémez and Duncan (Carrefio-Gémez & Dun-
can, 1997) reported cytotoxic activity of different Cs
salts, being time and exposed concentration the most
important factors for it. In another study by Zaki and
others (Omar Zaki er al., 2015), it was reported that for
Cs-TPP NPs, size and concentrations were determinant
factors in the obtention of cytotoxic activity zz vitro. Our
results show, as expected, no apparent cytotoxic activity
from the Cs-Blank NPs, having average cell viability of
100.08£0.99% for all analyzed concentrations. The Cs-
Venom NPs could decrease the cell viability of the 'I-
47D breast carcinoma cell line (Fig. 7). A decrease to
30.03%1.27% viability was obtained at the highest Cs-
Venom NP concentration (31.25 pg/mL). It is notewor-
thy that all the concentrations used with the Cs-Venom
NPs were significantly different and lower than the cell
viability obtained by the whole venom. The last indicates
a possible potentiating cffect of the polymer matrix,
similar to what was reported for other pharmaceuticals
(Tran er al, 2017; Aftab er al, 2018). Biswas and oth-
ers (Biswas ez al, 2012) and Al-Sadoon and others (Al-
Sadoon ¢ al, 2013) had already reported the possible
use of combined nanostructure alongside snake venom
for pharmaceutical use. As reported elsewhere, the tox-
ins hercin identified (SVMPs, LAAO, and PLA,) have
been previously described as potential pharmaceutical
agents, inhibiting tumoral growth and inducing apoptosis
(Calderon e al., 2014; Suhr & Kim, 1996; Chellapandi,
2014; Al-Sadoon ¢r al, 2013; Badr er al, 2013; Park er
al, 2009). Our results indicate a potentiating effect of
the snake venom entrapped within the Cs NPs, hence
lower cell viability. As indicated before, snake venoms
have been reported as exciting and promising tools for
pharmaceutical research (Calderon er al., 2014; Park er al.,
2009; Azevedo e al, 2016; Chwetzoff er al, 1989; Mo-
hammadpourdounighi ¢z @/, 2010), and, we were also
able to confirm that the cytotoxic effect was produced
by the entrapped venom and not the Cs NPs by them-
selves (Fig. 7). More studies are required to confirm any
possible cffect between the proteins encapsulated within
the matrix and evaluate the safety of their use on iz vivo
models.

Fluorescence Intensity Assays

Fluorescence intensity (FI) assays were performed
to observe the effects of the free C. #. molossus venom
and the Cs-Venom NPs, in the '1-47D breast carci-
noma cells. The venom of the C. . molossus and Cs-
Venom NPs (Fig. 8) lowered the FI of rhodamine
123, generally associated with cell death due to a com-
promised cell membrane (Darzynkiewicz e/ al., 1982).
Additionally, there were significant differences be-
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Figure 8. Fluorescence intensity assays were performed with the
(C.m

black-tailed rattl: ) venom, Cs-Venom NPs,
and Cs-Blank NPs stained W|th Rhodamine.

A decrease in fluorescence intensity indicates the death of cells.
*Are shown for statistical differences (p<0.005). No significant dif-
ferences were observed between the snake venom and Cs-Venom
NPs.

tween the FI of the Cs-Blank NPs and snake venom
and Cs-Venom NPs.

Several studies have shown how some snake venom
toxins have specific interactions at ccll membranes.
Suhr and Kim (Suhr & Kim, 1996) reported how some
LAAOs presented specificity, and thus, they observed
different cytotoxic levels for different cell lines. Tt can
be observed in Fig. 8, that the venom significantly af-
fects cell morphology, and as reported elsewhere, this
could be due to the specific action of certain toxins like
SVMPs, LAAOs, and PLA s, like the ones in Table 1.
Park and others (Park ¢ al., 2009) reported the morphol-
ogy changes and apoptosis induction in SK-N-MC and
SK-N-SII, neuroblastoma cells, after 1jpera lebetina snake
venom internalization. These changes were probably
caused by reactive oxygen species (ROS), due to rup-
ture in the cell’s membrane potential (Park er al, 2009)
or pore formation due to PLA,s (Chwetzoff e al., 1989;
Cummings, 2007; Gutiérrez & Lomonte, 1995). Our re-
sults show clear and noticeable morphological changes
consistent with the MTT cytotoxicity assays, where cell
viability of ~30% was observed at a venom concentra-
tion of 31.25 pg/mL (Figs 3 and 7).

In contrast with the Cs-Blank NPs (Fig. 8), no dis-
tinctive morphology changes were observed. The data
obtained through the MTT assay of said NPs (Fig. 7)
shows no apparent cytotoxic effect of the blank NPs.
The FI assay shows that the Cs-Venom NPs could de-
liver the venom of C. #. molossus inside them. This study
has contributed to the development of new potential
anti-cancer drugs. The use of snake venom against tu-
mor cells could be a viable option to treat this type of
disease, as supported by the presented data.

CONCLUSIONS

It was demonstrated that the northern black-tailed
rattlesnake (C. #. molossus) venom (formed majorly by
VAP2A, Ruberlysin, Apoxin I, and Phospholipase A2_2)
maintains cytotoxic activity against the T-47D breast car-
cinoma cell line after a chitosan NPs synthesis process.
Cs-Venom (ELE% of 48.29%) NPs presented a smooth
and semi-spherical morphology with an average size of
~415 nm and (-potential of +28 mV. Cs-Venom NPs
did not have hemolytic activity in human RBC (HA <
10%), especially at lower concentrations [0.187 mg/mL].
FI assays showed that the snake venom and Cs-Venom
NPs both induced changes in cell morphology by com-
promising the cell mitochondria membrane potential.
Although more rescarch and data are required, for our
results, the black-tailed rattlesnake (C. 7. molossus) ven-
om-loaded in the chitosan polymeric NPs appears to be
a promising candidate to be researched for cancer phar-
maccuticals.
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Resumen

Los venenos son mezclas complejas de biomoléculas producidos en
glédndulas especializadas en diversas plantas o animales. Se ha reportado que
los componentes mayoritarios de dichos venenos son péptidos y proteinas;
los cuales son principales causantes de los sintomas clinicos derivados de un
piquete/mordedura. Adicionalmente, por razones culturales y médicas, las
serpientes son, probablemente, los animalesvenenosos mésrepresentativos.
Entre estos animales, las serpientes de cascabel son altamente temidas y
en muchos casos sus venenos han sido poco estudiados. En el estado de
Sonora, México se han descrito 12 especies de serpientes de cascabel, todas
consideradas altamente venenosas ya que su mordedura requiere atencion
EPISTEMUS médica. En ese sentido, se ha reportado que componentes del veneno de
ISSN: 2007-8196 (electrénico) estas especies presentan actividad antibacteriana, anticancerigena, entre
otras. En este articulo describimos brevemente que los venenos de algunas
serpientes sonorenses contienen prometedores componentes de alta
importancia farmacéutica y biotecnoldgica y por qué deberiamos prestarles
atencion.
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species of rattlesnakes have been described, all considered as highly venomous
since their bite requires medical attention. It has been reported that some
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of these venom components found in the venoms of Sonoran rattlesnakes, are
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INTRODUCCION

Existen distintos organismos capaces de producir sus-
tancias nocivas o téxicas a la salud que conocemos co-
munmente como venenos. Un veneno se define como una
mezcla compleja, compuesta en su mayoria por péptidos
y proteinas [1], la cual es producida en una glandula espe-
cializada. Algunos ardcnidos (escorpiones y arafias), ciertos
insectos como abejas y avispas, y algunas especies de ser-
pientes son capaces de producir venenos [2].

En México, las serpientes son animales sumamente
estigmatizados por muiltiples razones, entre ellas religio-
sas y culturales. De manera similar, un mal manejo de su
informacién y percepcioén en medios de comunicacion ha
influido en una percepcién negativa hacia ellas [3]. Por otro
lado, las serpientes en México también son animales em-
blematicos. Forman una parte importante de la mitologia
mexica y, también del Escudo Nacional y Bandera de Mé-
xico. Adicionalmente, el pais ocupa el primer lugar a nivel
mundial en diversidad de serpientes, ya que alberga mas
de 400 especies. Ello representa una cifra muy importante
considerando que se han descrito poco menos de 4000 es-
pecies en todo el mundo [4].

México es el segundo pais con mayor niimero de espe-
cies de serpientes de importancia médica (su mordedura
requiere atencion médica). Estas se distribuyen en 2 fami-
lias, Viperidae con 76 y Elapidae, con 17 especies respecti-
vamente [4]. En ese sentido, dentro de la familia Viperidae
encontramos a las serpientes de cascabel con 47 especies
descritas en el pais, 45 del género Crotalus spp., y 2 Sis-
trurus spp.

En México y Centroamérica, la familia de serpientes de
mayor importancia médica, por la cantidad de accidentes
que causan y la pronta accién de su veneno, es la familia
Viperidae. En la figura 1 se muestra una adaptacion evo-
lutiva sumamente peculiar de especimenes de la familia
Viperidae: la foseta loreal, estructura termosensora que les

ayuda a identificar a sus presas. Adicionalmente, los vipé-
ridos cuentan con glandulas productoras de veneno y col-
millos hipodérmicos conectados a ellas. Por otro lado, las
serpientes de cascabel se diferencian facilmente de otros
vipéridos por la presencia de un apéndice queratinoso so-
noro localizado el final de la cola, la cual se conoce colo-
quialmente como un “cascabel” [5].

..+ Orifico nasal

Foseta loreal

Glandula productora
de veneno

Conducto de veneno
Colmillo hipodérmico
Masculo compresor

Figura 1. Imagen de cabeza de serpiente de la familia
Viperidae donde se sefalan el orificio nasal, foseta
loreal y glandula productora de veneno. Fotografias por
Jorge Jiménez Canale.

serpientes en sonora

En Sonora sobresale la presencia de las serpientes de
cascabel. De las 75 especies de serpientes reportadas en
el estado, solamente 16 especies se consideran de impor-
tancia médica, 12 de las cuales son serpientes de cascabel
(Crotalus spp, familia Viperidae). Las otras especies son Ag-
kistrodon sp.(familia Viperidae) y Micruroides euryxanthus,
Micrurus distans e Hydrophis platurus (familia Elapidae).
En la figura 2, se observan algunas especies de serpientes
de cascabel que se encuentran en el estado de Sonora [6].
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Figura 2. Serpientes de cascabel presentes en el Estado
de Sonora: A. Serpiente de cascabel diamante del Oeste
(C. atrox) B. Serpiente de cascabel cola negra (C.
molossus) C. Serpiente de cascabel de cuernitos (C.
cerastes) D. Serpiente de cascabel de Mojave/Altiplano
(C. scutulatus) E. Serpiente de cascabel tigre (C. tigris).
Fotografias por Jorge Jiménez Canale.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que
al afo ocurren ~5.4 millones de mordeduras de serpientes,
las cuales llegan a causar de 80 000 a 137 000 muertes [7].
El panorama en México es un poco distinto, registrando-
se ~4000 mordeduras, con una taza de fatalidad del 0.5%.
Especificamente para el caso del Estado de Sonora suelen
reportarse ~100 mordeduras al afo [8]. En ese sentido,
cientificos han buscado desarrollar antivenenos mas ba-
ratos, eficaces y accesibles. Para ello, es de trascendental
importancia conocer la composicion y propiedades de los
venenos de las serpientes [9], [10].

Estudios recientes han demostrado que los venenos
de especies de serpientes, incluyendo las mexicanas, com-
parten la presencia de familias de toxinas [11]. En la figura
3 se muestra una representacion de la abundancia de las
familias de toxinas en serpientes de cascabel del género
Crotalus spp. Entre estas toxinas destacan como familias
dominantes las fosfolipasas A2 (PLA2s), metaloproteasas
(SVMPs) y serinoproteasas (SVSPs). Asimismo, proteinas
secretoras ricas en cisteina (CRisPs), L-aminoacido oxidasas
(LAAOs), lectinas de tipo C (CTLs/snaclecs), disintegrinas
(DIS) y péptidos natriurétricos (NPs) [1].
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CRIiSP
LAAO
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B

Figura 3. Composicion venémica de serpientes de
cascabel (Crotalus spp.). Imagen modificada
de Tasoulis & Isbister, 2017 [1].

Se presume que esta representacion va a cambiar rapi-
damente conforme se avance en el estudio de los venenos
de las distintas especies. Los avances en las investigacio-
nes sobre las propiedades toxicas de las sustancias que se
encuentran en los venenos de serpientes han permitido
descubrir que, utilizadas en cantidades y formas defini-
das, pueden tener usos terapéuticos contra diversas en-
fermedades, incluidos diversos tipos de cancer [12]. Dada
la abundancia de las serpientes de cascabel en el Estado
de Sonora, resulta de especial interés estudiar la compo-
sicion y propiedades de sus venenos, asi como su posible
aplicacién como agentes terapéuticos. Por tal motivo, en el
presente articulo nos enfocaremos en los avances que se
han realizado en la caracterizacién de los venenos de ser-
pientes de cascabel sonorenses, enfatizando los estudios
para el desarrollo de farmacos.

Composicién de venenos de
serpientes de cascabel sonorenses

Como se mencion6 anteriormente, en el estado de So-
nora, México se han descrito 13 especies de vipéridos, de
las cuales 12 de ellas son serpientes de cascabel (Crotalus
spp.). En la tabla 1, se enlistan dichas especies y algunas
familias de toxinas que se han reportado se encuentran en
sus venenos. En la figura 4 se muestra de manera general
el proceso habitual de extraccién de veneno de una ser-
piente, el cual es necesario para el estudio de sus venenos.
De forma breve, las serpientes se introducen dentro de un
tubo de plastico para evitar movimientos bruscos y con-
trolar la zona de la cabeza de donde son sujetadas, esto
reduce el riesgo que la serpiente sufra alguna lesién y otor-
ga seguridad al personal. Posteriormente, se permite que
la serpiente muerda un contenedor estéril cubierto con
Parafilm, para asemejar tejido. Una vez extraido el veneno,
se puede realizar un proceso de liofilizacion con lo cual el
veneno se podra usar para estudios pertinentes.
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Contenedor estéril

Parafilm

Veneno extraido

Figura 4. Imagenes de extraccion de veneno a serpiente de cascabel en
Sonora, México. Fotografias por Rodolfo Vega Littlewood.

Tabla 1. Lista de especies de serpientes de cascabel (Crotalus spp.) en Sonora, México [6], [11].

Serpiente de cascabel Diamante del
Oeste (C. atrox)

Serpiente de cascabel del Pacifico (C.
basiliscus)

Serpiente de cascabel de cuernitos (C.
cerastes)

Serpiente de cascabel de Isla San
Esteban (C. estebanensis)

Serpiente de cascabel gris (C. lepidus)
Serpiente de cascabel cola negra (C.
molossus)

Serpiente de cascabel de manchas
gemelas (C. pricei)

Serpiente de cascabel moteada (C.
pyrrhus)

Serpiente de cascabel de Mojave (C.
scutulatus)

Serpiente de cascabel tigre (C. tigris)

Serpiente de cascabel de praderas (C.
viridis)

Serpiente de cascabel de nariz surcada
(C. willardi)

José Andrei Sarabia Sainz et al.: El potencial farmacoldgico de venenos de serpientes ...

BIPs, BPPs, CNP, CRiSP, Dis, Hya, LAAO, CTL, PLA,, SVMP
P-1/11l, SVSP, VEGF

PP, CRISP, CTL, Dis, LAAO, PLA, (CRTX, non-CRTX), SVMP
P-I/11/11I, inhibidor de SVMP, SVSP

3FTx, 5'NT, BPP, CRiSP, CTL, Dis, Hya, Kun, LAAO, MYO,
NGF, PDE, PLA,, SVMP P-II/1ll, SVSP, VEGF, WAP

N/D

5'NT, CRiSP, CTL, Dis, LAAO, PDE, PLA,, SVMP-P-1/lll, SVSP
(TLE)

Dis, LAAO, MYO, PLA,, SVMP P-I/1ll, SVSP (TLE)
N/D

LAAO, SVSP, PLA, (CRTX/MTX)

5-NT, APase, BPPs, CRiSP, CTL, Dis, Hya, Kun, LAAO, MYO,
NGF, PDE, PLA, (MTX, no-CRTX), SVMP P-I/II/Ill, SVSP,
VEGF

CRiSP, Dis, PLA, (MTX), SVMP P-lll, SVSP, VEGF

5-NT, APase, BPP, CRiSP, CTL, Dis, GC, LAAO, MYO, OHA,
PDE, PLA, (CRTX, no-CRTX), PLB, SVMP inhibitor, SVMP
P-1/1/111, SVSP (TLE)

CRIiSP, CTL, Dis, LAAO, PDE, PLA , SVMP P-I/1ll, SVSP (TLE)

(113, 013]

[11], [14]

[111,15], [16]

N/A

[111, 0173, 8]

[111,[19], [20]

N/A

[11],[21]

[11], [22], [23]

[11], [24]

[11], [25], [26]

[11], [27]
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Notas: Toxinas de 3 dedos (3-FTX), 5'-nucleotidasa (5"
NT), acetilcolinesterasa (achase), péptido natriurétrico tipo
A (ANP), péptido natriurétrico tipo B (BNP), péptido natriu-
retrico tipo C (CNP), adenosina trifosfatasa (ATPase), pépti-
do inhibitor de bradiquinina (BIP), péptido potenciador de
bradiquinina (BPP), lectinas de tipo C (CTL), cisteina pro-
teasa (CysProt), proteina secretora rica en cisteina (CRiSP),
crotoxina (CRTX), disintegrina (Dis), factor de crecimiento
epidermal (EGF), factor de crecimiento de fibro-
blasto (FGF), guanilil ciclasa (GC), hialuroni-
dasa (Hya), inhibidor tipo kazal (Kazal),
inhibidor tipo kunitz (Kun), L-aminoa-
cido oxidasa (LAAO), Mojave toxina
(MTX), miotoxina (MYO), factor de
crecimiento nervioso (NGF), oha-
nina (OHA), fosfodiesterasa (PDE),
factor de crecimiento derivado
de plaqueta (PDGF), fosfolipasa
A2 (PLA2), fosfolipasa B (PLB),
fosfolipasa D (PLD), metalopro-
teasa de veneno de serpiente
(SVMP), serinoproteasa de veneno
de serpiente (SVSP), enzima tipo
trombina (TLE), factor de crecimiento
endotelial (VEGF), waparina (WAP), N/D
(no determinado).

Algunas familias de toxinas como las SVMPs y
SVSPs se asocian al desarrollo de coagulopatias en pacien-
tes [12], mientras que otras como la MTX y CRTX se asocian
a problemas asociados al funcionamiento neuromuscular
y neurotoxicidad [28]. En ese sentido, la gran variedad de
familias de toxinas que se han reportado en los venenos de
serpientes de cascabel promueve el estudio de los mismos
para la busqueda de posibles agentes farmacoldgicos [29].
Adicionalmente, una de las ventajas de utilizar compo-
nentes proteicos para el desarrollo de medicinas, es la alta
afinidad que tienen con receptores celulares, descartando
en ocasiones actividades no deseadas en el organismo por
interaccién en otras zonas [12].
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Potencial farmacéutico de familias de toxinas

La utilizacion de péptidos y/o proteinas provenientes
de venenos de serpientes para desarrollo de medicamen-
tos no es un concepto nuevo. Entre algunas de las des-
ventajas encontramos una baja distribucion en el cuerpo
cuando son administrados via oral gracias a la digestion
en el estdmago. De manera similar, estas moléculas son
eliminadas rapidamente del torrente sanguineo si se ad-

ministran via intravenosa, y pueden causar reacciones
) inmunogénicas. Por otro lado, algunas claras ven-
tajas son la alta especificidad que presentan en
ciertos tejidos y células, accion en procesos
metabdlicos, y actividad anticancerigena
mediante diferentes mecanismos. Con
base en esta idea, nuestro equipo de
investigacion ha reportado el poten-
cial uso del veneno de serpientes de
cascabel (C. molossus), al integrarlo a
estructuras nanométricas como nano-
particulas contra células de carcinoma
mamario (T-47D) [19]. A continuacién,
describiremos brevemente sobre el po-
tencial uso de toxinas aisladas y familias de
toxinas presentes en diferentes venenos de
serpientes de cascabel sonorenses, especifica-
mente en enfermedades como céncer.

Fosfolipasas A2 (PLA2s)

Las fosfolipasas son enzimas de gran interés biotecno-
légico y farmacoldgico, esto debido a que estan involucra-
das en diversas enfermedades inflamatorias en humanos,
asi como en el envenenamiento de venenos de serpientes
[30]. Su mecanismo de accion esta dirijido al metabolismo
de lipidos membranales y, entre sus productos de hidré-
lisis se genera acido araquidonico, precursor importante
de compuestos como prostaglandinas, tromboxanos, leu-
cotrienos, entre otros [12]. Una de las caracteristicas de
muchas células cancerosas es una biosintesis y lipogénesis
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atipica, por lo que estos componentes del veneno pudie-
ran ser utilizadas contra ellas. Se ha reportado que diversas
PLA2s tienen actividad antiproliferativa en modelos tanto
in vitro como in vivo, mediante mecanismos como induc-
tores de apoptosis, inhibicién de migracion celular y angio-
génesis [12].

Metaloproteasas (SVMPs)

También conocidas como zinc-metaloproteasas, son
proteinas de masa molecular variable y multi dominio, las
cuales mediante procesos autoproteoliticos pueden ge-
nerar agentes bioactivos. Se asocia su accion al desarrollo
de hemorragias y cambios en el proceso de coagulacién.
Se ha reportado que su principal mecanismo de accién
es sobre componentes de la matriz extracelular (colage-
no, laminina, fibronectina, entre otros) [31]. Dependiendo
de su estructura se pueden clasificar en P-I, P-Il, P-lll y P-IV
SVMPs, las cuales hacen referencia a solo el dominio de
SVMP, SVMP + DIS, SVMP + DIS + dominio rico en cisteina
y SVMP heterodiméricas, respectivamente. Se ha reporta-
do algunos de sus mecanismos de accién antiproliferativa
se basan en la accién que presentan inhibiendo procesos
adhesion celular (al actuar sobre receptores de integrinas),
reduciendo la probabilidad de iniciar un proceso metasta-
sico [12].

Serinoproteasas (SVSPs)

Las serinoproteasas son enzimas que se ha reportado
se encuentran en diversos organismos, tanto de plantas
como en animales. Aunque han sido relativamente menos
estudiadas que otros componentes del veneno de serpien-
tes de cascabel, sabemos que afectan diversas etapas de
la cascada de coagulacién [32]. Especificamente se reporta
que algunos de sus mecanismos de accién estan involu-
crados en la inhibicion de agregacién plaquetaria, coagu-
lacion y fibrinolisis. Si bien, la mayoria de los estudios refe-
rentes a estas toxinas estan enfocados en desordenes de
coagulacién, algunos reportes han indicado que pueden
inhibir metastasis en lineas cancerosas de pulmén median-
te un proceso de defibrinogenacion [33].

L-aminoacido oxidasas (LAAOs)

Estas glicoproteinas se encuentran presentes en orga-
nismos como bacterias, plantas y animales. Catalizan una
deaminacion oxidativa de L-aminoacidos dando produc-
tos como é&cidos alfa-keto, amoniaco y peréxido de hidré-
geno (H202) [12]. En ese sentido, se ha demostrado que
su interaccion con receptores de membranas celulares
produce altos niveles de H202. Lo anterior puede ayudar
a inducir un proceso de hipotension, y curiosamente, se
ha observado que esto ocurre de manera especifica en cé-
lulas endoteliales de mamiferos. Algunos estudios repor-
taron que la interaccion de estas enzimas en membranas
celulares produce un aumento significativo local de H202
y de esta manera induce apoptosis, sin embargo, también
se reporté que este proceso de apoptosis era diferente al
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inducido solo por H202 [34]. Asimismo, se ha reportado
que la accién de las LAAOs también esta ligada a caspasas
(proteasas comunes como marcadores apoptéticos). En
este contexto, estas enzimas resultan ser sumamente in-
teresantes, pero hace falta determinar sus mecanismos de
accién y seguridad de aplicacion.

Lectinas de tipo C de serpientes (CTL)

Las lectinas son proteinas que reconocen y se unen de
manera especifica a ciertos carbohidratos. Actualmente se
han estudiado diversos tipos de lectinas para el desarrollo
de agentes antitumorales [35]. Asimismo, se ha reportado
que algunas CTLs son capaces de inhibir crecimiento tu-
moral derivado de las interacciones con las membranas de
diversas lineas cancerosas. Estas toxinas pueden adherirse
a los receptores de integrinas compitiendo con receptores
de la matriz extracelular, los cuales son importantes en el
desarrollo celular y tumoral, promoviendo su uso como
potenciales agentes antiproliferativos [12], [36].

Desintegrinas (DIS)

Las desintegrinas representan una familia de péptidos
no enzimaticos y no téxicos de relativamente baja masa
molecular ( < 10 kDa) [37], [38]. Se ha demostrado que
ciertas integrinas como las o} y subtipos, son receptores
sumamente importantes en la adhesion celular de células
cancerosas. De manera general, el mecanismo de accién
de estas toxinas como inhibidores de crecimiento tumoral
y metdstasis se basan en el impedimento de la unién de
receptores de integrinas tumorales en la matriz extracelu-
lar [12]. Algo relevante es que ya se han aprobado medica-
mentos antiplaquetarios como Tirofiban [39] y Eptifibatida
[40], basados en desintegrinas.

En la figura 5 se muestran los componentes que se han
caracterizado en los venenos de serpientes de cascabel
que ocurren en Sonora. Se anticipa que esta grafica puede
cambiar conforme se profundicen los estudios en especi-
menes nativos del estado, asi como comparandolos con
especimenes juveniles y adultos.
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Figura 5. Composiciéon venémica de serpientes de
cascabel (Crotalus spp.) que ocurren en Sonora, México.
Imagen modificada segtin datos de Deshwal et al.
(2021) [11].

Es importante aclarar que existe una falta de estudios
con respecto a venenos de serpientes sonorenses. Hace
falta caracterizar de manera mas profunda sus contenidos,
asi como sus funciones en el cuerpo. En ese sentido, se
debe considerar que pueden existir cambios interespeci-
ficos derivado de diferencias geograficas, y también onto-
genéticos [41], por lo que comparar el veneno de serpien-
tes adultas y juveniles brindara informacién valiosa.

Las toxinas provenientes de serpientes venenosas re-
presentan oportunidades para la investigacion y desarrollo
de medicamentos, como el cancer. En la tabla 2 se observa
una lista de medicamentos aprobados por la FDA basados
en toxinas de serpientes.
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Tabla 2. Lista de medicamentos aprobados por la FDA
basados en toxinas de serpientes [42].

|_Fase | Farmaco | Origen | Indicacion

N Bothrops 5 :
Captopril jararaca Hipertension
: 3 Echis Ataques al
iofibany carinatus corazén
: 3 Sistrurus Sindrome
Eptifibatida miliarus coronario agudo
Infarto cerebral,
Aprobado embolia
por laFDA ot {Julmgnqr,
i othrops rombosis
Batroxibina moojeni venosa
profunda,
infarto a
miocardio
Cirugia
Bothrops plastica, cirugia
Hemocoagulasa atrox abdominal,
vitrectomia
Agkistrodon  Oclusion arterial
Alfimeprasa contortix periférica aguda
Fase clinica
Vipinex  Adkistrodon  jCCln Eerebrl
agudo

El potencial farmacolégico que las toxinas provenien-
tes de serpientes venenosas presentan es enorme. En ese
sentido, recomendamos aumentar el esfuerzo en los estu-
dios que se les realizan, con la confianza en que lo anterior
brindara frutos. Si bien la realidad de poder obtener un
producto farmacéutico aprobado por agencias regulado-
res es dificil, no es imposible y no debemos permitir que
eso frene a futuras investigaciones.

CONCLUSIONES

Sonora es un estado sumamente biodiverso donde
ocurren distintas serpientes de cascabel. Estas serpientes
venenosas también cumplen roles importantes en el am-
biente, como controladores de roedores. Adicionalmente,
los venenos de estas serpientes son fuentes de compuestos
con un gran potencial farmacéutico para diversas enferme-
dades, tales como diabetes, cardiovasculares y céncer. En
un futuro cercano sus venenos podran salvar un nimero
mayor de vidas que las muertes que ocasionan. Diversos
componentes mayoritarios del veneno de serpientes de
cascabel (PLA2s, SVMPs, SVSPs, LAAOs, DISs, CTLs, entre
otros) ya se han estudiado previamente, y analisis han re-
portado actividad anticancerigena. Debido a lo anterior,
el estudio de los venenos de serpientes de cascabel sono-
renses ofrece amplias oportunidades para el desarrollo de
nuevos y mejores medicamentos. En la Universidad de So-
nora, recientemente un grupo multidisciplinario de inves-
tigadores inici6 una linea de investigacién en este tema,
cuyos resultados iniciales son muy prometedores.
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Abstract: An electrochemical sensor was fabricated for the rapid and simple detection of enrofloxacin
(EF). Modification of screen-printed gold electrodes (SPE) with molecularly imprinted polymers
(MIPs) allowed the detection of enrofloxacin by square wave voltammetry (SWV), measuring the
oxidation peak at +0.9 V. The detection principle of molecularly imprinted polymers (MIPs) is based
on the formation of binding sites with affinities and specificities comparable with those of natural
antibodies. The detection of enrofloxacin showed a linear range of 0.01-0.1 mM with a detection
limit LOD of 0.02 mM. The development of a non-imprinted polymer (NIP) control sensor allowed
for better and more efficient detection. In addition, the sensor is portable, having the advantage of
analyzing and detecting molecules of interest without the need to take the sample to a laboratory.

Keywords: electrochemical; sensor; molecularly imprinted polymers; enrofloxacin; SPE

1. Introduction

The development of new devices and analytical techniques with high selectivity and
precision are of great importance in different areas—for example, environmental, food,
pharmaceutical, among others—to determine organic compounds [1]. Electrochemical
techniques have gained special interest due to their advantages such as low cost, fast
response, and portability compared with conventional methods [2,3]. Electrochemical sen-
sors have analytical applications as chemosensors converting physical, chemical, and/or
biological signals into a quantifiable electrochemical signal. Voltammetry, amperometry
conductivity, and capacitance or impedance properties can be used to determine an ana-
lyte [3]. Improvements to sensitivity and selectivity in substance detection processes and
modifications of electrodes with molecularly imprinted polymers (MIP’s) are currently
being investigated [4,5]. The use of MIPs has become a very important tool for the detection
of chemical substances and biological compounds for environmental and food monitoring.
In addition, MIPs have been used as new molecular recognition materials for applications
in the detection and removal of chemical and biological contaminants [6,7].

Molecular imprinting is a tool relying on the principles of molecular recognition of
biological processes to generate artificial macromolecular receptors [8,9] with a target
molecule acting as a template. Functional monomers interact around it, and subsequently,
the monomers cross-link them to copolymerize and form a shell-like structure [9]. After
polymerization and removal of the template, the binding sites are exposed in such a way
that they are complementary to the template in size, shape, and position for their functional
groups held in place in the newly formed cross-linked structure [10].

Chemosensors 2022, 10, 448. https:/ /doi.org/10.3390 /chemosensors10110448
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Electrode modification with MIPs represents an advantageous alternative, including
recognition properties, low cost, and the possibility of a comfortable and simple design.
For these reasons, electrochemical sensors have drawn much attention for the detection of
organic compounds, such as emerging contaminants [11,12].

Enrofloxacin, a member of the fluoroquinolone family, is an antimicrobial approved by
the Food and Drug Administration (FDA) for exclusive use in veterinary applications with
proven efficacy in the treatment of bacterial diseases derived from aquaculture farms [13].
The advantage of enrofloxacin relies on its wide spectrum of antibacterial activity, for
example, strong bactericidal power, fast action, and wide distribution in the body [14].
One of the main problems generated by the mishandling of enrofloxacin in aquaculture
uses is their association with environmental issues and health problems. Specifically, the
accumulation of enrofloxacin residues in shrimp tissues derived from improper practices
have caused potential problems to human health [15,16]. Therefore, it is important to
evaluate the presence of antibiotic residues in food. The agrifood sector has been carefully
monitored to verify compliance with the maximum levels of EF permitted by the FDA
(0.1 mg/kg) for toxic residues and contaminants in food products [17].

In this work, we describe the development of an electrochemical sensor based on the
use of screen-printed gold electrodes (SPE) modified with molecularly imprinted polymers
for the detection of enrofloxacin by electrochemical techniques (Scheme 1).

Enrofloxacin (YY)

X « IR (Templete) R p
o { d)); o
» ” Pow %=
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A’\Wﬂl of
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Electrode NIP
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Scheme 1. Graphical representation of an electrochemical sensor.

2. Materials and Methods
2.1. Materials and Reagents

Acetonitrile (ACN), 6-mercaptohexanol, potassium hexacyanoferrate (III) K3 [Fe(CN)¢],
sulfuric acid, 3-trimethosixylpropyl methacrylate (3-TPM), enrofloxacin (EF), methacrylic
acid (MAA), ethylene glycol dimethacrylate (EGDMA), ferrocenylmethyl methacrylate, and
ammonium persulfate (APS) was obtained from Sigma Aldrich, U.S.A. All the reagents used
were of analytical grade. Additionally, screen-printed gold electrodes and a portable po-
tentiostat, Sensit Smart (PalmSens, Houten, The Netherlands), using the PStouch software
were used for all electrochemical studies.
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2.2. Electrode Preparation

Screen-printed gold electrodes were subjected to washing and activation processes
using a Sensit Smart potentiostat. The process consisted of 80 cycles in a cyclic voltammetry
(CV) with a potential window from —0.7 to 1.2 V at a scanning rate of 50 mV, placing a
drop of a 0.1 M H,SOj solution and subsequent washings with H>O every 20 cycles.

2.3. Chemical Modification of the Screen-Printed Electrode

After washing and activating the gold electrode, it was chemically modified by adding
10 uL of the 6-mercaptohexanol monomer to the working electrode, dried at room tempera-
ture for 24 h, and washed with water to remove monomer excess. A second modification
was performed by adding 15 uL of 3-TPM to the electrode surface and allowing it to dry
at room temperature for 24 h. Finally, a wash with water was carried out to eliminate the
excess or residues of unreacted monomer, and it was stored for the following modifications.

2.4. Synthesis of Molecularly Imprinted Polymers

The synthesis of MIPs was carried out on the surface of the electrode previously
modified with the 3-TPM monomer. In a round bottom flask, 100 mL of acetonitrile
containing 52.1 mg of enrofloxacin as template, 100 pL of methacrylic acid as functional
monomer, and 1.09 mL of ethylene glycol dimethacrylate as cross-linking monomer were
added. The solution was subjected to an ultrasonic bath for 30 min. A total 20 mg of
ferrocenylmethyl methacrylate was added and the solution was kept under constant stirring
in a nitrogen environment to purge the oxygen present in the solution. The gold electrode
was suspended in the solution and 11.5 mg of ammonium persulfate were added to initiate
polymerization on the electrode under a nitrogen environment for 24 h at room temperature.

Once MIPs were polymerized on the surface of the electrode, they were washed with
methanol and acetic acid at a 9:1 ratio and kept under vigorous magnetic stirring overnight
to remove the template from the MIPs. Finally, additional washes were carried out with
80% methanol. Additionally, the synthesis of an NIP control sample was performed under
the same conditions without the enrofloxacin template.

2.5. Sample Preparation

A stock sample of 0.01 M enrofloxacin was prepared by weighing 36.70 mg dissolved in
10 mL of HSO4 0.1 M. To evaluate the optimal working pH, samples of 3 mM enrofloxacin
at pH 3 to pH 6 were analyzed. A total 15 uL of solution was placed on the bare gold
electrode and analyzed using the square wave voltammetry (SWV) technique.

2.6. Morphological Characterization

A morphological characterization of the screen-printed electrodes was carried out to
observe the modification on the surface of the electrodes with MIPs. This characterization
was carried out by atomic force spectroscopy (AFM) using the AFM model Alpha300RA
(WiTec, Ulm, Germany).

2.7. Electrochemical Characterization

As part of the characterization of the modified gold electrode, cyclic voltammetry and
impedance spectroscopy (EIS) techniques were used to study the degree of modification of
the electrode surface. Additionally, atomic force microscopy (AFM) was used to analyze
the modification in the electrode. A CV study was performed using a 2 mM Kj3[Fe(CN)g] in
0.1 M HSOy4 solution, where a 15 uL drop from the solution was placed on the working
electrode and a CV scan was then performed with a potential window from —0.7 to 0.7 V
at a scan rate of 50 mV. For the EIS study, a drop of K3[Fe(CN)] solution was placed
and analyzed using a frequency of 20 kHz. Additionally, a control sample of 0.5 mM
enrofloxacin was taken and a 15 uL drop of the solution was placed on the electrode
modified with MIPs and another drop on the control electrode with NIPs. The analysis was
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carried out using the SWV technique with a potential window from 0-1.1 V at a scan rate
of 0.08 v/s to observe a current signal corresponding to the drug concentration.

2.8. Determination of the Enrofloxacin

For the determination of enrofloxacin using gold electrodes modified with MIPs, a
study using the square wave voltammetry (SWV) technique was carried out. Enrofloxacin
samples were prepared at different concentrations from 0.01 to 0.1 mM using pH 3 acetate
buffer. A 15 uL drop of each solution was taken and placed on the MIPs-electrode; the
analysis was carried out using the SWV technique with a potential window from 0-1.1 V at

a scan rate of 0.08 v /s to observe a current signal corresponding to the drug concentration.

3. Results and Discussion
3.1. Morphological Characterization

Electrode surface modification was observed by atomic force microscopy, as indicated
in Figure 1. The bare electrode in Figure 1a represents a reference electrode without chemical
modifications. The material surface is observed as smooth fields with small protuberances
typical of electrodes. In Figure 1b,c, the images clearly show that the polymers are coated on
the bare electrode. Figure 1b represents our control NIP sample not molecularly imprinted
due to the absence of template and minimal changes that occurred. However, it is possible
to observe a disorganized morphology. Figure 1c shows the Au electrode modified with
the MIP; it shows great adherence on the surface of the electrode, forming clusters with
ordered arrangement of hemispherical structures with approximate size of 1 micrometer
corresponding to the molecularly imprinted polymer.

SPGE
feas ==
SPGE
&0 o W) )
e BT =
*-% SPGE

Figure 1. Atomic force microscopy. Bare electrode (a), NIP-modified electrode (b), MIP-modified
electrode (c).
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3.2. Electrochemical Characterization

Electrochemical studies based on the oxidation of organic substances are promising
techniques for analytical purposes. Here, studies were first carried out to determine the

electrochemical oxidation behavior of gold electrodes on each polymeric modification step.

This electrochemical study was performed by cyclic voltammetry with a potential window
from —0.7 to 0.7 V at a scan rate of 50 mV. Figure 2 shows the results obtained from the CV
analysis of the electrodes, where the oxidation and reduction peaks for K3[Fe(CN)g] can be
observed. As expected, with the modification of the electrodes, the cyclic voltammograms
also changed. A shift in the oxide-reduction peaks is shown and a decrease in the intensity
of the current peaks as the modification of the electrode is achieved. From here, we
can deduce that the degree of modification is related to the corresponding change in the
Kj3[Fe(CN)s] signal, as also shown by O’Sullivan et al., 2021 and Menon et al., 2018 [18,19].

Electrode
100 Electrode-modificated
Electrode-MIP
Electrode-NIP
50
1 o
—
-50 -
-100 A
T T L
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
E/V

Figure 2. Characterization by CV of screen-printed gold electrodes in solution of 2 mM K3[Fe(CN)4] in
H,S04. Bare gold electrode (black), 6-mercaptohexanol-modified gold electrode (red), NIP-electrode
(pink), and MIP-electrode (blue).

We noticed that the oxidation and reduction peaks of K3[Fe(CN)g] of the modified
and non-modified electrodes were not significantly different; therefore, to complement
the analysis of the modified electrodes, an electrochemical impedance spectroscopy study
was performed. Modified electrode spectra showed a characteristic Nyquist semicircle,
indicating an increase in resistance. Figure 3 shows the first chemical modification of the
electrodes with 6-mercaptohexanol and shows a small Nyquist semicircle referring to a
lower resistance for electron flow compared with the unmodified electrode, as presented by
Laschuk et al., 2021 [20] in their research. We would expect similar behaviors for MIP and
NIP since there would be no chemical difference. However, in our experimental conditions,
a considerable difference in charge transfer was observed in the MIP and NIP electrodes
attributed to a difference in the distribution of the polymer network on the electrode due
to the cavities formed by molecular imprinting of enrofloxacin. These results confirm the
successful modification of the electrode.
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Figure 3. Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) to screen-printed electrodes. Bare Gold
Electrode (Blue), MIP-Electrode (Red), NIP-electrode (Black), and electrode chemically modified with
monomer (green).

3.3. Influence of pH and Supporting Electrolyte

After electrochemical characterization of modified electrodes, we analyzed the en-
rofloxacin response on the non-modified electrodes. For this, square wave voltammetry
was used as the electroanalytical technique for enrofloxacin determination. The analysis
was performed to evaluate the influence of pH to obtain the best enrofloxacin peak with
sufficient current response for further quantitative analysis. The buffers used were in
the pH range from 3 to 6. Figure 4 shows that as the pH value of the solution increases,
the oxidation peak corresponding to the EF decreases. The maximum current intensity
peak and a shift in the window potential occurs for each pH of the solution. These results
correspond to the ones reported by Hernandez et al., 2021 [21]. The characteristic peak of
oxidation of enrofloxacin appears at 0.9 V, corresponding to the peak shown in the solution
with pH 3. Based on these results, we decided that the optimal working conditions for
further experiments were at pH 3. The following study consisted in obtaining a calibration
curve of the current response versus EF concentrations. Figure 5 shows a linearity current
peak proportional to EF concentrations with a coefficient of determination (R?) of 0.9947.
This study is important to understand the nature of the chemical and physical processes
involved in the electroanalytical procedure.

3.4. SWV Response of Electrodes to Enrofloxacin Detection

To compare the electrochemical response of the modified electrode with the molec-
ularly imprinted enrofloxacin, SWV analysis was performed for the MIP, NIP, and bare
electrodes in the presence of enrofloxacin. Figure 6 shows the well-defined oxidation peak
of enrofloxacin at the window potential of 0.9 v for the electrode modified with MIP. It was
also observed in the current peak shown in Figure 5 at a concentration of 1 mM. Likewise, a
small oxidation peak was observed for the NIP control electrode attributed to non-specific
interactions or small unmodified areas in the electrode, which was also observed for the
bare electrode presenting a small signal corresponding to the oxidation of enrofloxacin
at pH 3, as shown in Figure 4. However, when compared with the corresponding signal
from the MIP-electrode, the current peak is much higher due to the modification of the
electrodes with the MIPs, concentrating in a greater proportion the analyte sample in the
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cavities of the MIP polymer, as also reported by Seguro et al., 2022 [22]. Therefore, this
system may be used for the detection of enrofloxacin.

30

254

20+

T
0.2 0.4 06 0.8 1.0
E/V

Figure 4. Square wave voltammetry (SWV). Enrofloxacin samples prepared at 3 mM concentration in
different pH buffer solutions.
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Figure 5. Square wave voltammetry (SWV). Enrofloxacin samples prepared at pH 3 at different con-
centrations.

3.5. Detection of Enrofloxacin

As part of the results obtained from the determination of enrofloxacin, Figure 7 shows
the analysis by SWV using MIP-electrode and different concentrations of enrofloxacin pre-
pared in buffer pH 3. The study was carried out at different concentrations of enrofloxacin,
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detecting a linear range of concentrations from 0.01 to 0.1 mM with a detection limit (LOD)
of 0.02 mM; these concentrations of enrofloxacin are below the levels of 0.1 to 0.3 mM
allowed by regulatory commissions. In this sense, the development of biosensors from
molecular imprinted polymers for the detection of enrofloxacin presents great character-
istics comparable with the detection of conventional equipment such as HPLC or ELISA.
The main advantages of this detection system are its low cost and the ability to detect and
quantify analytes without having to take samples to a laboratory (portability).

15
— MIP
121 Electrode
— NIP
94
<
=
= 6
34
0 T T T
0.2 04 0.6 0.8 1.0

E/V

Figure 6. Square wave voltammetry (SWV) to modified gold electrodes in the presence of a sample
of enrofloxacin at 1 mM in a pH 3 buffer solution.
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Figure 7. Square wave voltammetry (SWV) to MIP-electrode in the presence of enrofloxacin at
different concentrations in buffer solution pH 3.
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4. Conclusions

In summary, a new electrochemical sensor was developed from the modification of
screen-printed electrodes with molecularly imprinted polymers for the detection of en-
rofloxacin. This easy and practical sensor can detect concentration levels of enrofloxacin,
performing comparably with conventional methods such as HPLC. Additionally, since it is
portable, it also has the advantage of being able to detect analytes in the field in around
~5 min, without taking the sample to a laboratory. Finally, these modified screen-printed
electrodes are reusable, making them highly interesting while considering their expense, es-
pecially when comparing our method to more conventional methods as mentioned before.
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