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RESUMEN

Los antivenenos siguen siendo la manera mas eficiente para el tratamiento de los
envenenamientos. Sin embargo, estudios de cinética y distribucion son necesarios
para mejorar su eficiencia, seguridad, y para optimizar su uso. En este trabajo se
realiza el analisis de biodistribucién de fragmentos de inmunoglobulina de tipo
F(ab’). en ratones, a nivel global y en 6rganos, con la utilizacion de fluorescencia y
utilizando un sistema que permite capturar imagenes a diferentes tiempos durante
los experimentos. Los fragmentos F(ab”), fueron marcados con un fluoréforo, y se
analizé la distribucion utilizando dos vias de administracion diferentes (intravenosa
-1.V. e intraperitoneal -1.P.) con el fin de comparar las dos vias. También se analizé
la biodistribucién del fluoréforo libre en ratones para comparar las diferencias tanto
en la distribucion como en las vias de eliminacion. Se encontré que no hay
diferencias en la distribucion de F(ab’), en los dérganos de los ratones
administrados por via L.V. o por via I.P. Sin embargo, la distribucion global
presento diferencias principalmente debido a la acumulacion de fluorescencia en
el sitio de inyeccion. Con respecto a la eliminacién, los ratones inyectados con el
fluoréforo libre eliminaron la mayor parte de la fluorescencia por orina a las 24 h de
la inyeccion, mientras que los ratones con F(ab’), no eliminaron los fragmentos por

orina, e incluso a las 72 h de la inyeccion hubo sefal de fluorescencia.
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1. INTRODUCCION

Las mordeduras y picaduras de animales venenosos representan un problema de
salud publica en todo el mundo, ya que el envenenamiento puede tener graves
consecuencias como dafo en los tejidos, inhabilitacion de los mismos e incluso
muerte, si no son tratadas adecuadamente. Las consecuencias del
envenenamiento a su vez tienen implicaciones sociales y econdémicas que hacen
que la investigacion sobre venenos y antivenenos sea cada vez mas necesaria
(Gutiérrez J.M et al., 2003). La inmunoterapia pasiva fue descubierta en 1894 y
hoy en dia sigue siendo la manera mas eficiente para el tratamiento de los
envenenamientos. Sin embargo, estudios de farmacocinética y biodistribucion de
antivenenos siguen siendo necesarios para mejorar su eficiencia, seguridad, y
sobre todo, para optimizar su uso durante la inmunoterapia. Por otra parte,
algunas de las caracteristicas de la administracién de los antivenenos, como el
tiempo de inicio del tratamiento después de la picadura o mordedura de un animal
venenoso Y la via de administracién debe basarse en un amplio entendimiento del
proceso de neutralizacidn en el organismo. De esta manera, el antiveneno
correcto puede emplearse dependiendo del tipo de envenenamiento (Riviére, G. et

al., 1997).

Los antivenenos deben tener ciertas caracteristicas para ser ideales: alta
capacidad neutralizante ante componentes toxicos de los venenos, volumen de
distribucion para poder neutralizar toxinas absorbidas, una alta vida media en la

circulacion para promover la redistribucion de las toxinas que no estén en el



sistema vascular, entre otras (Fry B.G., 2015). Especificamente, el volumen de
distribucion se refiere a la propiedad de un farmaco de permanecer en el plasma o
de redistribuirse a los compartimentos de los tejidos. El volumen de distribucion
indica la relaciéon que hay entre la concentracion de farmaco en el cuerpo, con
respecto a la concentracién de farmaco en el plasma, lo cual es un parametro
importante en los estudios farmacocinéticos (Oie, S., 1986; Smith, D.A. et al.,

2015; Toutain, P.L. & Bousquet-Meélou, A., 2004).

Un antiveneno consiste en la administracion de anticuerpos producidos por
animales hiperinmunizados contra las toxinas del veneno de alguna especie
especifica o alguna cercana (Fry B.G., 2015). La hiperinmunizacion consiste en la
generacion de grandes cantidades de anticuerpos que reconocen toxinas
especificas. Existen antivenenos dirigidos a toxinas de bajo peso molecular como
las de escorpiones y otros antivenenos dirigidos a toxinas de alto peso molecular
como las toxinas principales de Latrodectus o Loxosceles entre otros. Existen los
antivenenos monovalentes, que estan hechos con venenos de las mismas
especies y existen antivenenos polivalentes generados para neutralizar venenos
de diferentes especies. Dado que existen diferentes tipos de toxinas, de bajo y alto
peso molecular, los antivenenos que se generan son diferentes entre si y
contienen moléculas de diferente peso molecular que tienen propiedades y perfiles
farmacocinéticos distintos; lo que tiene implicaciones en el efecto del antiveneno.
El perfil farmacocinético, la especificidad y la capacidad de llegar al blanco en un

organismo in vivo sera lo que defina la eficiencia del antiveneno (Gutiérrez J.M et



al., 2003). Con respecto al peso molecular del antiveneno, existen tres principales
formatos de antivenenos: IgG, F(ab’), y Fab. Las IgGs son proteinas globulares
que tienen un peso de 150 kDa. También llamadas inmunoglobulinas, estan
compuestas por dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras unidas por al menos
15 puentes disulfuro. Las IgG tienen dos regiones: el fragmento cristalizable o Fc y
dos regiones Fab de union a antigeno de 50 kDa, juntos F(ab’), de 100 kDa. En la
punta de Fab, en el extremo amino terminal de las cadenas ligeras y pesadas, se
encuentra la region hipervariable, la cual interactua directamente con el antigeno

(Fig. 1) (Fry B.G., 2015).

WW&@W

Flab')z Fab Fv Fc

'Fig. 1 Fragmentos de IgG. Representacion de fragmentos de IgG, donde en orden se
muestran IgG, F(ab"),, Fab, Fvy Fc.

Existen antivenenos de primera, segunda y tercera generacion. Los de primera
generacion consisten en la administracion al paciente del suero del animal
hiperinmunizado practicamente sin modificaciones. Este tipo de antivenenos
causaban reacciones adversas, ya que no solo contenia IgGs especificas para el

antigeno, sino que contenia 200 o mas proteinas del suero del animal. Los

! Imagen adquirida de: https://www.thermofisher.com/mx/es/home/life-
science/antibodies/antibodies-learning-center/antibodies-resource-library/antibody-
methods/antibody-fragmentation.html.



antivenenos de segunda generacion consisten en inmunoglobulinas purificadas de
suero, lo cual disminuye drasticamente los efectos adversos. En gran parte, la
seguridad de los antivenenos de segunda generacion depende de la calidad y
efectividad de la purificacién. Por ultimo, los antivenenos de tercera generacion
consisten en la digestién enzimatica de 1gGs, retirando asi los fragmentos Fc para
la obtencion de fragmentos Fab o F(ab’), (Fry B.G., 2015). La region Fc esta
involucrada en la respuesta del sistema inmune. Es la regién responsable de la
funcién efectora de los anticuerpos. Por lo mismo, la regidn Fc es responsable de
la activacion del sistema inmune cuando se administra al paciente y por lo tanto,
responsable de la respuesta adversa (Alagén A., 2002). Asi, los antivenenos de
tercera generacion eliminan ese factor, dejando uUnicamente las regiones
implicadas en la neutralizacién de las toxinas. Sin embargo, aunque se aumente la
seguridad del antiveneno retirando esta zona, la farmacocinética, absorcion,
tiempo de residencia y eliminacion, varia considerablemente entre IgG y F(ab”),
(Alagon A., 2002). En el presente trabajo, se utilizara un antiveneno de tercera

generacion, del tipo F(ab")..

La farmacocinética se define como la rama de la ciencia que se enfoca en el
proceso de absorcidn, distribucion y eliminacién de una sustancia o molécula en
un cuerpo. Las propiedades que tengan las moléculas y su mecanismo de accion
generaran ciertas propiedades farmacocinéticas y por lo tanto, esto tendra un
efecto en la farmacodinamica, lo cual se refiere a los efectos fisiologicos y

bioquimicos del farmaco en el organismo. Los estudios farmacocinéticos de



antivenenos son importantes porque el desajuste o diferencia que puede existir
entre la cinética de un veneno y un antiveneno tiene repercusiones en pacientes
gue incluso después de haber sido tratados con antiveneno, presentan sintomas
de envenenamiento. En los estudios farmacocinéticos, los distintos modelos
pueden representar gran variacion, es decir, éstos pueden variar dependiendo del
modelo utilizado. Se sabe que la region Fc de IgG tiene influencia en eliminacion y
vida media, ya que esta region interactua con receptores del sistema inmune. Esto
también puede variar entre especies; por ejemplo, los anticuerpos murinos en
humano tienen una vida media mas corta que cuando son anticuerpos quimeéricos
o humanizados. En la administracion de un antiveneno, las proteinas endogenas
del organismo podrian modificar la farmacocinética, pero por lo general, el
antiveneno administrado de manera intravenosa neutraliza las toxinas
rapidamente impidiendo interacciones con otras moléculas. Uno de los factores
mas importantes para la biodistribucion de las moléculas es su peso y tamafio. De
hecho, es el aspecto predominante en la biodistribucion y eliminacion de
antivenenos. Las diferencias en los perfiles farmacocinéticos de los antivenenos
son de alta relevancia con respecto al tratamiento del envenenamiento ya que sus
volumenes de distribucion y vida media son parametros cruciales para que
funcionen de manera efectiva. Estudios muestran que Fab y F(ab"), tienen mayor
distribucion que 1gG pero que Fab presenta una vida media menor que los otros
dos formatos fisicoquimicos de antivenenos. Otros estudios proponen también que
Fab se distribuye en espacio extravascular y que por su bajo peso molecular y

tamafo, éste puede entrar en regiones profundas de tejidos para neutralizar



toxinas. Mencionan que una rapida distribucién de los antivenenos de bajo peso
molecular también conlleva a una eliminacion mas rapida. Esto implica que el
antiveneno se eliminaria mas rapido que las toxinas de un veneno. Por otra parte,
IgG tiene un menor volumen de distribucidon y menor rapidez que los otros
formatos, y por su tamafo y peso, no puede neutralizar toxinas que ya hayan sido
absorbidas en diferentes tejidos, aunque por lo mismo, IgG tiene una vida media
mayor en el organismo y baja velocidad de eliminacion, lo cual provoca que la
actividad del antiveneno permanezca en el organismo por horas. En cambio,
F(ab’). es un “punto intermedio” entre IgG y Fab, con la amplia distribucion de Fab
y la vida media lo suficientemente larga como IgG para la propia neutralizacion de
las toxinas (Fry B.G., 2015). Sobre la eliminacion, se sabe que el catabolismo de
IgG sucede principalmente en higado e intestino; para F(ab’), sucede en rifiones e
intestino, mientras que para Fab sucede en los rifiones principalmente. Fab se
filtra rapidamente por los glomérulos de los rifiones, mientras que F(ab“), e IgG no
pueden ser filtrados (no son eliminados por orina), permaneciendo asi mas tiempo
en circulacion (Paniagua D. et al, 2019). Por otra parte, se sabe que el
catabolismo de anticuerpos sucede también difusamente en todo el cuerpo,
estando implicados la piel, los musculos y tejidos periféricos. Sin embargo, es
necesario evaluar las vias de eliminacion y catabolismo porque pueden existir
diferencias significativas con respecto al tipo de anticuerpo o fragmento utilizado,

el origen de los mismos y el modelo experimental (Gutiérrez J.M et al., 2003).



Los antivenenos ademas de administrarse o mas pronto posible después de las
picaduras o mordeduras, deben administrarse de manera intravenosa, ya que asi
tiene una mayor difusion en menor tiempo. IgG y F(ab’), actuan mayormente en el
torrente sanguineo, donde se unen con las toxinas. Cuando un anticuerpo se une
a una toxina, esto genera un complejo antigeno-anticuerpo mediante el proceso de
neutralizacion, lo cual provoca que las toxinas que se encuentran en el
compartimento de los tejidos, salgan para incorporarse al torrente sanguineo
donde seran neutralizadas. Por otra parte, la dosis que se debe administrar
depende de varios factores: sintomas que se presenten, tiempo entre la picadura y
la administracion del tratamiento, titulo de anticuerpos o de neutralizacién, la
atencion meédica y si se administraron adyuvantes. Tanto la dosis como la via de
administracion son de suma importancia para la eficiencia del antiveneno

(Chippaux J.P. et al., 2012).

Las vias de administracion tienen gran influencia en la disponibilidad de los
antivenenos y de farmacos en general. Incluso dependiendo de la via, varia la
dosis requerida ya que los tiempos de absorcion y eliminacion tendran variaciones.
A pesar de que la via parenteral mas eficiente para administrar los antivenenos
sea la I.V., los antivenenos se administran de manera intramuscular en algunas
ocasiones. Como existen diferencias con respecto a la via de administracion, es
necesario realizar los estudios cinéticos no solo con diferentes tipos de
antivenenos sino que también con diferentes vias de administracion (Rowland, M.,

1972).



En este trabajo se realizé un estudio para conocer la biodistribucion global de un
antiveneno de formato F(ab"), capaz de reconocer las principales toxinas de las
aranas de los géneros Latrodectus, Loxosceles y 4 especies de escorpiones del
geénero Centruroides: Centruroides limpidus, Centruroides noxius, Centruroides
tecomanus y Centrurioides suffusus, las cuales son las que representan mas
peligro para la poblacion de México. Como tal, la especificidad del antiveneno no
sera relevante para este estudio, pero la utilizacion de este antiveneno en
particular podra dar pie a futuras investigaciones de cinética de venenos e incluso
sobre la cinética de inmunoconjugados in vivo para que asi el tema de
investigacion se resuelva con informacion completa, y se tengan estudios que
mejoren nuestro entendimiento del funcionamiento de los antivenenos. Por otra
parte, se utilizaron las vias de administracion intravenosa (I.V.) e intraperitoneal
(I.P.). Ya que el modelo a utilizar (modelo murino) tiene limitaciones como la
pequena cantidad de musculo en los ratones, se realizé la administracion por via
|.P., ademas de que ésta es la segunda via parenteral mas rapida de absorcion de

antivenenos después de la intravenosa.

1.1 Hipoétesis

La biodistribuciéon global de fragmentos F(ab’), administrados de manera

intravenosa (1.V.) e intraperitoneal (1.P.) es diferente.

1.2 Objetivo general



Conocer la biodistribucion de fragmentos F(ab’), en modelo murino in vivo, tanto

por via I.V. como |.P.

1.3 Objetivos particulares

- Obtener imagenes de la distribucion de F(ab’), marcados con un fluoroforo a
distintos tiempos con la utilizacion del sistema “In Vivo Xtreme Bruker”, tanto por

via I.V. como |.P.

- Analizar la distribucién de los fragmentos F(ab"), en los érganos al finalizar los

experimentos de distribucion global.

- Analizar la factibilidad de obtener datos farmacocinéticos por medio del analisis

de las imagenes producidas por el sistema “In Vivo Xtreme Bruker”.

2. ANTECEDENTES

En 2016, el grupo del Dr. Baltazar Becerril (Instituto de Biotecnologia, UNAM)
realizd pruebas preliminares de la difusibn del anticuerpo scFv-LR con
administracion |.P. en modelo murino. Evaluaron la diferencia cinética de difusion
entre scFv-LR y F(ab"), utilizando un fluoréforo para el marcaje covalente de los
fragmentos de anticuerpo. Administraron dosis idénticas de los fragmentos de
anticuerpos vy utilizaron tres ratones para cada experimento. Los ratones fueron
sacrificados 30, 60 y 90 minutos después de la administracion I.P. Los rifiones y el

higado fueron diseccionados y preservados para su analisis. Los dérganos se
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analizaron en el sistema “In Vivo Xtreme Bruker” midiendo la intensidad de
fluorescencia mediante el analisis de imagenes. Posteriormente se analizaron
cortes longitudinales de los 6rganos. Al encontrar mayor presencia de scFv-LR
acumulado en el rindn a los 60 minutos, los resultados sugirieron que hay una
mayor rapidez en la biodistribucion y en la eliminacion de scFv-LR comparado con
F(ab’),. Por lo tanto, scFv-LR se considera un formato adecuado de anticuerpo
cuando se busca la rapidez de distribucidn y eliminacion, como para casos graves
de intoxicacidn (como en las picaduras de escorpion), pero no adecuado para
casos en los que se necesite que permanezcan por mas tiempo en un organismo

(como en el caso de mordeduras de serpientes).

Ya que el tamafio y la forma de las moléculas tienen repercusiones en la
biodistribucidén y farmacocinética, Surinder K Batra et al., realizaron experimentos
modificando anticuerpos con ingenieria genética y radio-marcaje para conseguir
una biodistribucién ideal para que éstos lograran llegar a regiones especificas en
un organismo, como los tumores. Realizaron pruebas en modelo murino in vivo y
también pruebas in vitro con lineas celulares observando la capacidad anti tumoral

(Batra S.K. et al., 2002).

En el campo de la inmunoterapia contra el cancer, se ha logrado humanizar
anticuerpos monoclonales murinos dirigidos a una glicoproteina de tumor para que
éstos no tuvieran una respuesta inmunolégica en el humano y tuvieran la
especificidad requerida para el reconocimiento del tumor. Cambiaron la cadena

ligera murina por una linea de cadena ligera humana y realizaron estudios
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farmacocinéticos y de biodistribuciéon. Mencionan que las moléculas scFv tienen la
ventaja de penetrar tumores y se eliminan rapidamente. Los estudios de
biodistribucidn muestran que los anticuerpos monoclonales murinos y los del
anticuerpo modificado tienen una distribucion, vida media y eliminacidon similares

(Pavlinkova, G. et al., 2000).

Los venenos y antivenenos poseen caracteristicas farmacocinéticas distintas.
Estas diferencias hacen que el veneno no sea neutralizado eficientemente y que
por lo tanto, se presenten los efectos del envenenamiento. Precisamente porque
existe esta diferencia, se realizan estudios de cinética de venenos y de
antivenenos. Por ejemplo, estudios con veneno de Walterinnesia aegyptia
muestran que las toxinas presentan mayor disposicion y se adentran mas
rapidamente en los tejidos, es decir que se absorben y distribuyen mas
rapidamente que los fragmentos de IgG. Los estudios se realizan en conejos y
ratones, por lo que mencionan que el modelo experimental puede generar ciertas
variaciones en los perfiles cinéticos. Se utilizan dos vias de administracion
diferentes, mencionando que la via I.V. es las mas eficiente para los antivenenos.
Finalmente concluyen que el formato F(ab’), es mas conveniente para

implementar en la inmunoterapia (Ismail, M. et al., 1997).

La via de administracion esta directamente relacionada con la eficiencia del
antiveneno. Estudios realizados en ratas envenenadas con toxinas de
Androctonus australis (Hector) muestran como varia la eficiencia de los formatos

de antivenenos Fab y F(ab’), con diferentes vias de administracion (Hammoudi-
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Triki, D. et al., 2007). Observan que F(ab’), es mas eficiente por via |.V. mientras
que Fab es mas eficiente por via |.M. Por otra parte, muestran que Fab es mas
efectivo que F(ab"), para prevenir los primeros sintomas de envenenamiento por
cualquier via de administracion utilizada, aunque con una administracion |.P.,
ambos formatos de antivenenos son de igual efectividad para evitar los sintomas
de envenenamiento avanzado. Estos resultados sugieren que para mejorar el
tratamiento contra la picadura de escorpion, se podrian administrar una mezcla de
Fab y F(ab’), , de esta manera si el antiveneno no se pudiera administrar de
manera |.V. y si se administrara de manera |.M., el Fab tendria un mejor efecto

con respecto a F(ab’),.

Por otra parte en 2016, Irene Vergara (Instituto de Biotecnologia, UNAM) y
colaboradores realizaron un estudio sobre la biodistribucion de una B-neurotoxina
de serpiente (Micrurus fulvius) en ratas y ovejas anestesiadas. La toxina fue
rastreada en el sistema linfatico y para esto administraron por via subcutanea -
neurotoxina marcada con ®’Ga en ratas. Utilizaron un sistema hibrido: SPECT/CT
(“Single Photon Emission Computed Tomography/Computed Tomography”), el
cual permite rastrear moléculas in vivo. En el modelo de rata encontraron que la
toxina se acumula en nodos lumbares y popliteos. También proponen que el lugar
de la mordedura de serpiente permanece como un depdsito de veneno que se
libera incluso varias horas después de la mordedura. Mencionan que el sistema

linfatico es clave para la distribucion de biomoléculas y que en general, la
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biodistribucién depende del tamafio, la especificidad, afinidad, solubilidad y via de

administracion de las moléculas (Vergara I. et al., 2016).

El sistema linfatico participa en la respuesta inmune a antigenos externos. Por
esto, se desarrolld6 una manera de tenir nodos linfaticos en roedores con el
colorante Azul de Evans. De esta manera se obtiene informacion de los nodos

linfaticos iliacos, axilares, popliteos e inguinales de roedores (Harrell, M.1., 2008).

En este trabajo se utilizara este método para tefir nodos axilares y popliteos de

los ratones para ver el papel del sistema linfatico en la distribucién de F(ab"),.

3. METODOLOGIA

3.1 Purificacién de F(ab’), utilizando cromatografia por filtraciéon en gel

Para la purificacion de los fragmentos F(ab’), se utilizd6 cromatografia de filtracion
en gel, Sephacryl S-300, a partir de una muestra liofilizada del antiveneno
AAA2013-BB-IND 15757. A continuacion se dan las especificaciones de la

columna y el protocolo utilizado:

Especificaciones de la columna: Columna de vidrio 1.7 m de altura x 2 cm de

diametro. Volumen en columna de Sephacryl S-300: 540 mL.
Protocolo de purificacion:

1. Una vez empacada la columna se equilibra con 3 volumenes de PBS.
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2. Correr la columna a un flujo de 0.5 ml/min.
3. Cargar 2.5 mL de F(ab“), a 12.9 mg/mL (32 mg).

4. Una vez colectadas las fracciones, se lee la absorbancia a 280 nm en el

espectrofotometro y se grafica (Fig. 2).

Tubos juntados:

SR

0 10 20 30 40 50 60 70 80
No. tubo

Fig. 2 Grafica de lecturas del espectrofotometro. Gréafica de las lecturas de las
muestras obtenidas de la filtracion en gel de F(ab’),, donde el eje Y muestra la
absorbancia a 280nm y el eje x indica el numero de tubo. Las muestras se colectaron en
tubos de ensayo y se juntaron las fracciones de los tubos No. 48 y 49 ya que presentaban
la mayor absorbancia a 280 nm.

Una vez purificados los anticuerpos por la columna de filtracidn, se realizé un gel
de electroforesis (SDS-PAGE 12% acrilamida) para verificar la purificacion de los

fragmentos de anticuerpo (Fig. 3).
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Fig. 3 Gel SDS PAGE 12%. Gel de electroforesis donde los carriles 2 y 3 se encuentran
en condiciones reductoras y los carriles 4 y 5 en condiciones no reductoras. Los
carriles contienen lo siguiente: 1. MPM (a la izquierda de este se muestra el peso
molecular en kDa). 2. F(ab’), antes de la columna de Sephacryl S300 (15 ug). 3. F(ab’),
después de la columna de Sephacryl S300 (15 ug). 4. F(ab’), antes de la columna de
Sephacryl S300 (15 pg). 5. F(ab’), después de la columna de Sephacryl S300 (15 pg).

Las muestras purificadas se almacenaron en PBS a 4° C en alicuotas para su uso.
3.2 Dialisis y Liofilizacion

Para la dialisis, se tomaron 10 mg totales de F(ab’), (2.7 ml a 3.8 mg/ml) y se
colocod en una membrana para dializar contra una solucion 0.1 M de bicarbonato
de sodio. Se hicieron 3 cambios de al menos 1 h cada uno. Después, se hicieron

dos cambios mas contra una soluciéon 0.067 M de bicarbonato de sodio. Una vez

dializada la muestra, se hizo la liofilizacion en un frasco de centelleo.

3.3 Marcaje de F(ab’), con Alexa Fluor 790 y obtencién de Alexa Fluor

790 libre
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El marcaje de F(ab’), se realizé con el kit de Invitrogen™ Alexa Fluor™ 790 NHS
Ester (Succinimidyl Ester) (Alexa Fluor 790 labeling kit, 785/excitacion y
810/emision) por Thermo Fisher Scientific (REF A20189). Se llevé a cabo el

siguiente protocolo para obtener los conjugados:

1. Disolver F(ab’), 11purificado y liofilizado en 1ml de H>O (concentracion 0.2 M de

NaHCO3).

2. Preparar alicuotas de 0.5 ml a 2 mg/ml (100 pl de F(ab’)2 a 10 mg/ml + 400 pl

0.1 M de NaHCO3).

3. Adadir 200 pl (a 2 mg/ml) de F(ab’); a un tubo de reaccion de Alexa Fluor 790.

Mezclar por inversion e incubar 1 h a temperatura ambiente.

4. Preparar columna con resina incluida en el kit. Una vez retirado el exceso de

liquido, centrifugar la columna a 1,100 x g por 3 min.
5. Anadir la mezcla de reaccion a la columna y centrifugar por 7 min. a 1,100 x g.

6. Los conjugados se colectan en el tubo y el exceso de fluoréforo libre queda

retenido en la parte alta de la columna.

El fluoréforo libre se obtuvo utilizando las mismas columnas que se usaron para la
filtracion de los conjugados. Para colectar el fluoroforo libre sobrante en la

columna se realizaron se utilizé la centrifuga tres veces de la siguiente manera:
1. 5 min. con 1 ml de NaHCO3 0.1 M a 1,100 x g.

2. 5 min. con 400 yl de NaHCO3 0.1 Ma 1,100 x g.
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3. 7 min. con 600 yl de NaHCO3 0.1 Ma 1,100 x g.

Para asegurar la obtencion del fluoréforo libre se realizdé un gel de electroforesis
(SDS-PAGE 12 % acrilamida), en el cual no se observaron marcas del peso

molecular de F(ab’),.

3.4 Calculo de DOL (Grado de Marcaje o “Degree of Labeling”)

El calculo del grado de marcaje se realizd6 midiendo la absorbancia a 280nm y
785nm y se calculo la concentracion de proteina. Después se calculd la relacion
entre proteina y fluoréforo para obtener el grado de marcaje de cada muestra para
la planeacion de la dosis a inyectar a cada ratdn. Los calculos se realizaron con

las siguientes formulas (segun el protocolo de marcaje de Alexa Fluor 790):

Calculo de la concentracién molar de F(ab’),

[P1=[A280 nm-(A785 nm X C.F280 nm)]/ EFab)2

Donde [P] es la concentracion molar de proteina, Azso nm €S la absorcion de F(ab’),
a 280 nm, Arss nm €S la absorcion del fluoréforo a 785 nm, C.Fag0 nm €s factor de

correccion de la absorcion a 280 nm (la contribucidn del fluoréforo para la

absorcion), Eraby2 €s el coeficiente de extincion molar de F(ab’),,

Calculo de DOL

Moles Alexa Fluor 790/ Moles de F(ab“), o moles de proteina.
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F/P=AFiuor785 nm/EFluor785 nm X [P]

Donde F son moles de fluoréforo, P son moles de proteina, Aruor7ss nm €S la

absorbancia del fluor6foro a 785 nm y Erworrss nm €S €l coeficiente de extincion

molar del fluoréforo.

3.5 “In Vivo Xtreme Bruker”

Una vez obtenidas las muestras marcadas para inyectar, se usaron ratones CD1
machos y hembras de 18-20 g de peso. Los ratones se anestesiaron con
isoflurano inhalado al 1-2 % para recolectar las imagenes de la biodistribucién. Se
tomaron imagenes ventrales y dorsales de la fluorescencia y rayos X alas O h, 6 h,
24 h, 48 hy 72 h a la mayoria de los ratones inyectados. La mayoria de los
ratones inyectados con F(ab’), fueron sacrificados a las 72 h de la inyeccion,
mientras que los de Alexa Fluor 790 libre fueron sacrificados a las 24 h ya que la
eliminacién del fluoroforo libre es mas rapida y se queria conservar sefal de
fluorescencia en los 6rganos después de la diseccion. Los ratones fueron
inyectados con Azul de Evans a 5 mg/ml en PBS 1 X en las 4 patas para tefiir los
nodos linfaticos axilares y popliteos. Una vez sacrificados los ratones, los 6rganos
fueron retirados y colocados en una caja de Petri y ésta fue colocada en el sistema
In Vivo Xtreme Bruker para adquirir las imagenes para realizar el analisis de la

fluorescencia.

Las imagenes se analizaron con el programa para computadora Bruker MI SE. A

las imagenes de distribucion global se les modifico la escala arbitraria propuesta
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por el programa y se cambiaron las unidades a F/s/mm? (fotones por segundo por
milimetro cuadrado) para evitar la saturacién y quitar ruido de fondo de las
imagenes para tener unicamente la sefial del fluoroforo. También se calculo la
cantidad de fluorescencia (F/s/mm?) emitida por cada érgano en las imagenes de
diseccion. En Excel se normalizaron los datos y se promediaron las cantidades de
fluoresecncia emitidas por cada 6rgano de cada raton con la misma via de

administracion para conseguir las graficas presentadas en los resultados.

4. RESULTADOS

4.1 Organos obtenidos para el analisis de datos y cantidades

administradas

En la Tabla 1 y Tabla 2 se muestran los 6rganos obtenidos de los ratones para la
cuantificacion de la fluorescencia, tanto en ratones con inyeccion de F(ab’);
marcados con Alexa Fluor 790 como de Alexa Fluor 790 libre. Se obtuvieron la
mayoria de los 6rganos de cada raton, a excepcion de los nodos linfaticos,
peritoneo, piel y a excepcion de uno de los ratones macho con inyeccion |.V.,
donde sdélo se obtuvieron dos de los 6rganos de interés. La Tabla 3. y Tabla 4.
muestran las diferentes dosis administradas a cada raton (en n moles) de F(ab"),

Alexa Fluor 790 y moles totales.

F(ab). |H |R B Pu C N OR |E \" Pi Pe
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H, LV o |o o o o o o o o X X
H, LV o |o o o o X o o o X X
M, LV o |o o o o X o o o X X
M, LV o |o X X X X o X X X X
H, I.LP o |o o o o o o o o o o
H, ILP o |o o o o X o o o o o
M, L.P. o |o o o o o o o o X X
M, L.P. o |o o o o o o o o o o

Tabla 1. Obtencion de é6rganos de ratones inyectados con F(ab’),. Las columnas
indican las siglas de los 6rganos que se analizaron: H: Higado, R: Rifiones, B: Bazo, Pu:
Pulmones, C: Corazén, N: Nodos linfaticos, OR: Organo Reproductor, E: Estémago, V:
Vejiga, Pi: Piel, Pe: Peritoneo. La primera columna indica el género: H: Hembra, M:
Macho, y la via de administracion 1.V. o |.P. El circulo indica la obtencion del érgano para
el analisis de datos mientras que la x representa que no se obtuvo el drgano para el
analisis de datos.

Alexa H R B Pu C N OR |E \" Pi Pe

790

libre

H, LLV. o o o o o o o o o X X
H, L.P. o o o o o o o o o o o
M, LV. o o o o o X o o o X X

M, L.P. o o o o o X o o o X X
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Tabla 2. Obtenciéon de 6rganos de ratones inyectados con Alexa Fluor 790 libre. Las
columnas indican las siglas de los érganos que se analizaron: H: Higado, R: Rifiones, B:
Bazo, Pu: Pulmones, C: Corazén, N: Nodos linfaticos, OR: Organo Reproductor, E:
Estdmago, V: Vejiga, Pi: Piel, Pe: Peritoneo. La primera columna indica el género: H:
Hembra, M: Macho, y la via de administracion 1.V. o I.P. El circulo indica la obtencién del
organo para el analisis de datos mientras que la x representa que no se obtuvo el 6rgano
para el analisis de datos.

nmolesde F(ab’), ln moles de|n moles totales

Alexa 790 administradas de

F(ab’), y Alexa 790
M, L.V. (Fig. 13) 2.90 2.50 5.40
H, L.V. (Fig. 14) 1.40 1.04 2.44
M, I.P. (Fig. 15) 2 1.20 3.20
H, I.P. (Fig. 16) 2 1.20 3.20
M, L.V. (Fig. A5) 210 1.83 3.93
H, L.V. (Fig. A6) 1.40 1.04 2.44
M, I.P. (Fig. A7) 1 0.62 1.62
H, I.P. (Fig. A8) 2 1.20 3.20

Tabla 3. Cantidades de F(ab’), administradas (n moles). La primera columna indica el
género: H: Hembra, M: Macho, la via de administracién 1.V. o |.P. y entre paréntesis la
figura en la que aparece el raton. La segunda columna indica las n moles de F(ab’),. La
tercera indica las n moles de Alexa Fluor 790 y la cuarta indica el total de n moles de
conjugado administradas a cada raton.

n moles de Alexa 790

M, I.V. (Fig. 17) | 0.92
H, LV. (Fig. 18) | 0.92
M, I.P. (Fig. 19) | 0.88
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H, I.P. (Fig. 20) | 0.88

Tabla 4. Cantidades de Alexa Fluor 790 libre administradas (n moles). La primera
columna indica el género: H: Hembra, M: Macho, y la via de administracién I.V. o I.P. La
segunda columna indica las n moles administradas de Alexa Fluor 790 libre.

4.2 Graficas de distribucion de F(ab’), en 6rganos

En la Fig. 4 se muestran los porcentajes de F(ab’),, repartidos en cada uno de los
organos de los ratones macho inyectados por via I.V., donde el higado y rifiones
muestran que acumularon el 76 % de la fluorescencia total, seguido del aparato

reproductor (testiculos y epididimo), con el 9 % de la fluorescencia total.

Distribucion de F(ab'), en érganos
Via L.V en ratones macho

20, ¥ Higado
" Rifiones
6% “Bazo
5% Pulmones
® Corazon

H Testiculos y
epididimo
“ Estbmago

Vejiga
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Fig. 4 Distribucion de F(ab’), en é6rganos, via L.V. en ratones macho. Indica el
porcentaje de fluorescencia en cada 6rgano. Promedio de porcentaje de 2 ratones macho
sacrificados a las 72 h de la inyeccion.

En la Fig. 5 se muestran los porcentajes de F(ab’),, repartidos en cada uno de los
organos de los ratones hembra inyectados por via |.V., donde el higado y rifiones
de nuevo muestran los porcentajes mayores de fluorescencia, siendo juntos el 86
% de la fluorescencia total, de igual manera seguido por el érgano reproductor

(ovarios, uteros, cérvix y vagina) con el 13 % de la fluorescencia total.

Distribuciéon de F(ab'), en érganos
Via L.V en ratones hembra

1% ¥ Higado
" Rifiones
0% " Bazo
Pulmones
0% = Corazén
¥ Qvarios, uteros, cérvix y

vagina
“ Estobmago

Vejiga

Fig. 5 Distribucion de F(ab’). en 6rganos, via I.V. en ratones hembra. Indica el
porcentaje de fluorescencia en cada 6rgano. Promedio de porcentaje de 2 ratones hembra
sacrificados uno a las 24 h y otro a las 72 h de la inyeccion.
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Distribucién de F(ab'), en é6rganos
Via I.P en ratones macho
4, 3% ¥ Higado
¥ Rifones
‘\ 0% ®Bazo
“Pulmones
0% m Corazén

® Testiculos y
epididimo

“ Estbmago
Vejiga

Fig. 6 Distribucion de F(ab’), en érganos, via I.P. en ratones macho. Indica el
porcentaje de fluorescencia en cada 6rgano. Promedio de porcentaje de 2 ratones macho
sacrificados uno a las 72 h de la inyeccién.

Distribuciéon de F(ab'), en é6rganos
Via I.P en ratones hembra

E Higado
ERifones
0% " Bazo
“Pulmones
0% m Corazoén
¥ Qvarios, uteros, cérvix y

o/ vagina
0% wEs 6mago

v

Vejiga
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Fig. 7 Distribucion de F(ab’). en 6rganos, via |.P. en ratones hembra. Indica el
porcentaje de fluorescencia en cada dérgano. Promedio de porcentaje de 2 ratones
diferentes sacrificados a las 72 h.

En la Fig. 6 y Fig. 7 se muestran los porcentajes de F(ab’),, repartidos en cada
uno de los organos de los ratones macho y hembra, respectivamente, todos
inyectados por via I.P., donde el higado y rifiones nuevamente muestran los
porcentajes mayores de fluorescencia. La suma de los porcentajes de ambos
organos en ratones macho es del 79 % de la fluorescencia total, mientras que en
ratones hembra es el 77 % de la fluorescencia total. De igual manera el tercer
organo con mas fluorescencia es el reproductor, donde en machos y hembras es
el 14 % de la fluorescencia total. Graficas con la misma informacién de las cuatro
graficas anteriores se encuentran en el apéndice, Fig. A1, Fig. A2, Fig. A3 y Fig.
A4 en donde se muestran las graficas de pastel de cada uno de los ratones. Ya
que las dosis inyectadas fueron variables, se pueden observar ligeras variaciones
en los porcentajes de fluorescencia en cada 6rgano. La distribucion en érganos
fue mayor en el ratdn de la Fig. A1, ratdbn con mayor dosis administrada de F(ab’),

marcados con Alexa Fluor 790.

En la Fig. 8 se pueden observar los porcentajes de fluorescencia en cada uno de
los 6rganos en consideracion. Se pueden observar los casos individuales de cada
ratdbn, donde es claro que todos tienen tendencias o porcentajes parecidos en
cada organo. Los puntos representando cada uno de los ratones estan encimados

o cercanos en la misma zona de la grafica. Por otra parte, la Fig. 9 es la unién de
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la informacion de las figuras 4, 5, 6 y 7 mostrando la distribucién de F(ab’), en

organos, haciendo mas facil la comparacion entre las dos vias de administracion,

l.LV. e l.P.
Distribucién de F(ab“), en érganos en cada raton
80.00
70.00 2
— 60.00
X @
.g 50.00 AMacho I.V.
§ 40.00 =Macho I.V.
[72)
o ®Hembra I.V.
5 30.00 embra
|.T=. ¢oHembra L.V.
20.00 %
g AMacho I.P.
10.00 i ® +Macho I.P.
_I_
0.00 g g @ o ©Hembra I.P.
p N
Q’bo P OQQ’% Q)’z;bo o(\e'% &@4/00 boc}'o ‘ ((\‘bqo Aé;\\Q’(b =Hembra I.P.
& & RS O 50
< &<
{5\0
‘S
W&
Organos

Fig. 8 Distribuciéon de F(ab’), en érganos de cada uno de los ratones examinados. El
eje Y representa la cantidad de fluorescencia en % mientras que el eje X indica cada
6rgano examinado. Las diferentes figuras representan cada uno de los ratones inyectados
con F(ab’),, la mayoria sacrificados a las 72 h de la inyeccion. En la barra de la derecha
se describen sus especificaciones como el género y via de administracion (1.V./ .P.).
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Distribucion de F(ab“), en érganos
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Fig. 9 Comparacioén de la distribuciéon de F(ab’), en érganos con via I.V. e I.P. Cada
barra indica el porcentaje de fluorescencia encontrada en cada 6rgano, donde el total de
fluorescencia es la sumatoria de toda la fluorescencia encontrada en los 6rganos. Cada
barra representa un promedio de porcentaje de los érganos 4 ratones para cada una de
las vias de administracidn. Las barras en verde obscuro son de los 6rganos de los ratones
inyectados por via |.V. mientras que el verde claro es para la via |.P.

4.3 Diseccidén y fluorescencia en orina

La Fig. 10 muestra los 6rganos de uno de los ratones hembra que se sacrifico a
las 72 h de la administracion de F(ab’), marcados con Alexa Fluor 790 por via |.V.
Se ve que el F(ab’), se distribuye principalmente en higado, rifiones y aparato

reproductor, mientras que en la Fig. 11, se muestran los 6rganos de un ratén
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macho sacrificado a las 24 h de la inyeccion con Alexa Fluor 790, donde se ve que
sélo en los riflones se acumula el fluor6foro. De igual manera, de los érganos de
los 3 ratones inyectados con el fluoréforo ya sea por via L.V. o |.P., solo
presentaron fluorescencia los rifiones, tanto en machos como en hembras. Debido
a la observacion de que en ratones inyectados con F(ab“), o con Alexa Fluor 790
por cualquier via de administracion y en cualquier género hay acumulacion en los
rifones, se tomaron muestras de orina para verificar si las moléculas se eliminan
por esta via (Fig. 12). La orina de los ratones inyectados con F(ab"), no presenté
fluorescencia significativa, mientras que la orina de los ratones inyectados con
Alexa Fluor 790 presento fluorescencia significativa. La muestra de orina de los
ratones con F(ab’), se colecto a las 24 h de la inyeccion, mientras que la orina de
los ratones con Alexa Fluor 790 se colecto y se detectd fluorescencia a las 6 h y

24 h de la inyeccion, presentando a las 6 h la mayor intensidad.



29

1.0e+008 P/sec/mm/sq

6.9e+007 P/sec/mm/sq

3.8e+007 P/sec/mm/sq

8.0e+006 P/sec/mm/sq

Fig. 10 Organos con F(ab’),. Imagen de 6rganos de ratén hembra inyectada por via I.V.
con F(ab’), marcados con Alexa Fluor 790, sacrificada a las 72 h de la inyeccién.
Fotografia superpuesta con imagen de fluorescencia. Los numeros son: 1: Ovarios,
uteros, cérvix y vagina. 2: Higado. 3: Estomago. 4: Vulva. 5: Vejiga. 6: Rifiones. 7:
Corazon. 8: Pulmones. 9 :Bazo. 10 :Nodos linfaticos axilares. 11 : Nodos linfaticos
popliteos.
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-3.6e+007 P/sec/mm/sq
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8.0e+006 P/sec/mm/sq

Fig. 11 Organos con Alexa Fluor 790. Imagen de érganos de ratén macho inyectada por
via I.V. con Alexa Fluor 790, sacrificado a las 24 h de la inyeccion. Fotografia superpuesta
con imagen de fluorescencia. Los numeros son: 1: Vejiga. 2: Testiculos. 3: Bazo. 4:
Rifiones. 5: Estémago. 6: Corazén. 7: Pulmones. 8: Higado. 9 :Nodos linfaticos axilares.

i6.09+007 Plsec/mmisq

r4.3e+007 P/sec/mm/sq

2.7e+007 P/sec/mm/sq

1.0e+007 P/sec/mm/sq
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Fig. 12 Fluorescencia en orina. La imagen A) son dos imagenes superpuestas de
fluorescencia y fotografia en blanco y negro donde se muestran dos tubos donde se
recolectd la orina de dos ratones a las 6 horas de la inyeccidén con Alexa Fluor 790, el de
la derecha con via I.V. y el de la izquierda con via I.P. La imagen B) muestra unicamente
la imagen de fluorescencia donde se encuentra dos tubos con orina de dos ratones a las 6
horas de la inyeccién con F(ab’), (1.V., I.P.).

Por otra parte, las muestras de piel y peritoneo de dos hembras inyectadas con
F(ab’), por via |.P. presentaron también fluorescencia significativa. Las muestras
de piel y peritoneo de los ratones macho inyectados por via |I.P. no se obtuvieron y

tampoco de los ratones inyectados por via |.V.

Una de las hembras inyectadas con Alexa Fluor 790 por via |.P. presento
fluorescencia significativa en nodos linfaticos axilares y popliteos, mientras que los
nodos linfaticos de ratones inyectados con F(ab”), presentaron baja fluorescencia,

(cercana al ruido de fondo de la imagen).

4.4 Dinamica general de F(ab’), marcados con Alexa Fluor 790 por via

LV.el.P.

Las imagenes de distribucion global con inyeccién I.V. (Fig. 13 y Fig. 14) indican
cualitativamente donde se distribuye F(ab’),. Se puede observar que el sitio de
inyeccion (la cola del raton) siempre presenta fluorescencia, pero con esta via de
administracion, la distribucién en todo el cuerpo sucede rapidamente, es decir a
las 0 h de la administracion. Se puede observar en las vista ventrales (Fig. 13A y
14A) que a las 6 h hay mayor intensidad de fluorescencia en la zona donde podria

encontrarse el higado y en general en todas las imagenes ventrales y desde el
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inicio, se observa mayor intensidad de fluorescencia en los 6rganos sexuales (con
respecto a otras partes del cuerpo) tanto en machos como en hembras. En las
imagenes dorsales (Fig. 13B y 14B) se observan dos focos de fluorescencia que
podrian indicar fluorescencia en los rifiones. También resalta la fluorescencia en
regiones como las patas, hocico y orejas donde hay irrigacion de vasos
sanguineos y constante estimulacion del flujo por el comportamiento del ratdon
(estimulacion con las patas en el hocico y orejas). A pesar de ser diferentes dosis
inyectadas, en todos los ratones con via de administraciéon |.V. se observa el
maximo de fluorescencia a las 6 h y una disminucion notoria a las 72 h. La
fluorescencia global también puede deberse a la distribucion en la piel. Las
repeticiones de los experimentos con via I.V. se muestran en las figuras del

apéndice A5 y AG.

Inyecciones L.V.

i1 0e+008 Plsec/mmisq

r7.0e+007 P/sec/mm/sq

4.0e+007 P/sec/mm/sq

1.0e+007 P/sec/mm/sq
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F1.0e+008 Plsecimmsg

-7.0e+007 Plsec/mmisq
.

4.0e+007 Plsecimmisq

1.0e+007 Plsec/mm/sq

Fig. 13 Distribucion global de F(ab’);, via L.V. en raton macho. Imagenes de
fluorescencia y rayos X superpuestas mostrando la dinamica general con inyeccion 1.V. de
F(ab’), marcados con Alexa Fluor 790 (0.29 mg en 350 pl) y DOL= 0.87. A) Vista ventral,
cada una de las imagenes tomadas en los siguientes tiempos: primeros segundos, 1 h, 6
h, 24 h, 48 h 'y 72 h después de la inyeccién. B) Vista dorsal, cada una de las imagenes
tomadas en los siguientes tiempos: 1 h, 6 h, 24 h, 48 hy 72 h después de la inyeccion.

i1 06+008 Plsec/mmisg

-7.0e+007 P/sec/mm/sq

4.0e+007 Plsec/mm/sq

1.0e+007 Plsec/mm/sq
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i1 06+008 Plsecimmisq

-7.0e+007 P/sec/mm/sq

4.0e+007 P/sec/mm/sq

1.0e+007 P/sec/mmisq

B)

Fig. 14 Distribucién global de F(ab’);, via L.V. en raton hembra. Imagenes de
fluorescencia y rayos X superpuestas mostrando la dinamica general con inyeccion 1.V. de
F(ab”), marcados con Alexa Fluor 790 (0.14 mg en 200 pl) y DOL= 0.74. A) Vista ventral,
cada una de las imagenes tomadas en los siguientes tiempos: primeros segundos, 1 h, 6
h, 24 h, 48 h 'y 72 h después de la inyeccién. B) Vista dorsal, cada una de las imagenes
tomadas en los siguientes tiempos: 1 h, 6 h, 24 h, 48 hy 72 h después de la inyeccion.

La distribucién global de F(ab’), con via I.P. (Fig. 15 y Fig. 16) muestra una
distribucion donde inicialmente resalta la fluorescencia del sitio de inyeccién. Por
otra parte, también resalta que en la imagen de las 0 h de la inyeccion y en las
siguientes, también se observa la intensidad de fluorescencia mayor en la zona del
aparato reproductor tanto en machos como en hembras. La distribucion de F(ab”),
nunca alcanza a ser completa (en todo el cuerpo), ya que a las 72 h se ve la
disminucién de la fluorescencia global. Las repeticiones de los experimentos con

via |.P. se muestran en las figuras del apéndice A7 y A8.
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Inyecciones I.P.
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N

- 4064007 Plsec/mmisq

1.0e+007 P/sec/mm/sq

B)

Fig. 15 Distribucién global de F(ab’);, via I.P., en ratdn macho. Imagenes de
fluorescencia y rayos X superpuestas mostrando la dinamica general con inyeccion I.P. de
F(ab’), marcados con Alexa Fluor 790 (0.2 mg en 210 pl) y DOL= 0.6. A) Vista ventral,
cada una de las imagenes tomadas en los siguientes tiempos: primeros segundos, 1 h, 6
h, 24 h, 48 h y 72 h después de la inyeccién. B) Vista dorsal, cada una de las imagenes
tomadas en los siguientes tiempos: 1 h, 6 h, 24 h, 48 hy 72 h después de la inyeccion.
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4.0e+007 Plsec/mmisg

1.0e+007 P/sec/mmisq

B)

Fig. 16 Distribuciéon global de F(ab’),, via I.P., en ratdn hembra. Imégenes de
fluorescencia y rayos X superpuestas mostrando la dinamica general con inyeccion I.P. de
F(ab’), marcados con Alexa Fluor 790 (0.2 mg en 210 pl) y DOL= 0.6. A) Vista ventral,
cada una de las imagenes tomadas en los siguientes tiempos: primeros segundos, 1 h, 6
h, 24 h, 48 h 'y 72 h después de la inyeccién. B) Vista dorsal, cada una de las imagenes
tomadas en los siguientes tiempos: 1 h, 6 h, 24 h, 48 hy 72 h después de la inyeccion.
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4.5 Dinamica general de Alexa Fluor 790 con via l.V. e I.P.

La distribucion global con via |.V. de Alexa Fluor 790 libre se muestra en las Fig.
17 y Fig. 18. Se observa una marcada fluorescencia en el sitio de inyeccion y una
menor distribucion que con los fragmentos F(ab’),. También, la eliminacién del
fluoréforo libre ocurre mas rapidamente, ya que practicamente a las 24 h deja de
aparecer sefal. Por otra parte, con la inyeccion I.P. se percibe una distribucion
mas amplia (Fig. 19 y Fig. 20), aunque esto podria deberse a la diferencia de la
cantidad de fluoroforo inyectado. Por ambas vias de administracion, se observa

fluorescencia en el aparato reproductor, independientemente del género.
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Inyecciones L.V.

i1 0e+008 Plsecimmisq

~1.0e+007 P/sec/mm/sq

{ 4.0e+007 P/sec/mm/sq

1.0e+007 P/sec/mm/sq

i1 0e+008 Pisec/mmisq

-7.0e+007 P/sec/mm/sq

1 4.0e+007 P/sec/mm/sq

1.0e+007 P/sec/mm/sq

Fig. 17 Distribucion global de Alexa Fluor 790, via .V, en ratén macho. Imagenes de
fluorescencia y rayos X superpuestas mostrando la dinamica general con inyeccion 1.V. de
Alexa Fluor 790. A) Vista ventral, cada una de las imagenes tomadas en los siguientes
tiempos: primeros segundos, 1 h, 6 h y 24 h después de la inyeccion. B) Vista dorsal,
cada una de las imagenes tomadas en los siguientes tiempos: 1 h, 6 h y 24 h después de
la inyeccion.
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B)

Fig. 18 Distribucién global de Alexa Fluor 790, via I.V., en raton hembra. Imagenes de
fluorescencia y rayos X superpuestas mostrando la dinamica general con inyeccion 1.V. de
Alexa Fluor 790. A) Vista ventral, cada una de las imagenes tomadas en los siguientes
tiempos: primeros segundos, 1 h, 6 h y 24 h después de la inyeccion. B) Vista dorsal,
cada una de las imagenes tomadas en los siguientes tiempos: 1 h, 6 h 'y 24 h después de
la inyeccion.
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Inyecciones I.P.
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B)

Fig. 19 Distribucion global de Alexa Fluor 790, via I.P., en ratén macho. Imagenes de
fluorescencia y rayos X superpuestas mostrando la dinamica general con inyeccion I.P. de
Alexa Fluor 790. A) Vista ventral, cada una de las imagenes tomadas en los siguientes
tiempos: primeros segundos, 1 h, 6 h y 24 h después de la inyeccion. B) Vista dorsal,
cada una de las imagenes tomadas en los siguientes tiempos: 1 h, 6 h y 24 h después de
la inyeccion.
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B)

Fig. 20 Distribucion global de Alexa Fluor 790, via I.P., ratén hembra. Imagenes de
fluorescencia y rayos X superpuestas mostrando la dinamica general con inyeccion I.P. de
Alexa Fluor 790. A) Vista ventral, cada una de las imagenes tomadas en los siguientes
tiempos: primeros segundos, 1 h, 6 h y 24 h después de la inyeccion. B) Vista dorsal,
cada una de las imagenes tomadas en los siguientes tiempos: 1 h, 6 h y 24 h después de
la inyeccion.
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5. DISCUSION

Al analizar la factibilidad de obtener datos farmacocinéticos por medio del analisis
de las imagenes producidas por el sistema “In Vivo Xtreme Bruker’, se
encontraron limitantes para hacer el analisis. El sistema utilizado permite observar
la fluorescencia del volumen mas cercano a la lampara de los rayos de excitacion
del fluoréforo, mas el volumen completo del ratdon fue imposible de analizar. En las
imagenes de distribucion global, se muestran las vistas ventral y dorsal de cada
ratén, donde se observa que se detectan diferentes regiones de fluorescencia con
cada vista, lo cual indica que puede haber fluorescencia en otras secciones del
raton que no se estén detectando por el equipo. En la vista ventral se detecta
fluorescencia en la region donde se encontraria el higado, en el aparato
reproductor, patas y hocico, mientras que en la vista dorsal se observan dos focos
de fluorescencia que podrian ser los rifiones y que no se detectan en la vista
ventral. Ademas, el analisis que se esperaba realizar de las imagenes globales no
se pudo realizar consistentemente ya que el area de analisis variaba con respecto
a los ligeros cambios en el tamafo del ratdon y con el cambio de posicion de cada

ratén durante las horas del experimento.

Por otra parte, es claro que la concentraciéon de fragmentos F(ab’), con via de
administracion 1.V. o |.P. fue mayormente en higado y rifiones, seguido del aparato
reproductor, mientras que para los ratones inyectados con Alexa Fluor 790 solo se
detecto fluorescencia en los rinones. El detectar fluorescencia en la orina de los

ratones inyectados con el fluoréforo afirma que Alexa Fluor 790 es eliminado por



43

esta via, ademas de que ocurre mas rapidamente que con los fragmentos F(ab”).
Los ratones con Alexa Fluor 790 fueron sacrificados a las 24 h de la inyeccion y
los rifiones presentaron baja fluorescencia a comparacion de los 6rganos de los
ratones inyectados con F(ab’),, mientras que la mayoria de los ratones inyectados

con F(ab"), fueron sacrificados a las 72 h de la inyeccion.

Con respecto al papel del sistema linfatico en la distribucion del F(ab’),, los nodos
linfaticos axilares y popliteos sélo fueron recolectados de 4 de los ratones
inyectados con F(ab“), (por falta de sistematizacion al realizar los experimentos).
Estos presentaron baja fluorescencia (cercana al ruido de fondo de las imagenes).
Se sabe que el sistema linfatico esta implicado en la distribucion de antivenenos y
venenos (Vergara |. et al.,, 2016), asi que la falta de sefial en los nodos puede
deberse al tiempo del sacrificio de los ratones, ya que el sistema linfatico podria
estar implicado en la distribucion pero no en la acumulacion de los fragmentos
F(ab’).. En uno de los ratones inyectados |.P. con Alexa Fluor 790 se presento
fluorescencia significativa, mientras que en los otros 3 ratones que se trataron con

el fluoréforo no se encontrd tal fluorescencia.

La piel y peritoneo tampoco se colectaron de todos los ratones ya que fue una
propuesta posterior a varios de los experimentos realizados. Sin embargo, en las
muestras que se recolectaron se logré detectar fluorescencia significativa en los
ratones administrados con F(ab’); y administrados con Alexa Fluor 790. Esto
puede deberse a que tanto en piel como en peritoneo, hay células del sistema

fagocitico mononuclear o sistema reticulo endotelial (sistema inmunolégico) que
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podrian estar implicadas en la degradacion de los fragmentos F(ab“),. De igual
manera, esto podria explicar la acumulacion de F(ab), en higado, patas y hocico,
ya que este sistema se encuentra en la mayoria de los érganos de un organismo,
tanto en tejido conjuntivo como en organos implicados en el metabolismo de
farmacos como el higado. Por otra parte, la fluorescencia en la regién de los
organos reproductores tanto en hembras como en machos puede deberse a
abundante irrigacién de la zona. Para poder deducir con mas exactitud cual es el
papel de cada uno de los 6rganos en los que se present6 fluorescencia, se podria
realizar el analisis de cortes de estos o6rganos y analizarlos con un microscopio

confocal.

6. CONCLUSIONES

No hay diferencias en la distribucién de F(ab’), a nivel de érganos entre machos y

hembras por ninguna via de administracion (1.V. o I.P.).

La eliminacion y distribucion del fluoroforo libre fue diferente a la de los fragmentos
F(ab’),, lo cual indica que los fragmentos F(ab’), marcados con el fluoréforo se

mantuvieron estables durante el experimento.

Los fragmentos F(ab’), se acumulan en rinidbn pero no se eliminan por orina,
mientras que el fluoréforo libre se acumula en rifidn pero si es eliminado por orina.

El comportamiento del fluor6foro libre tiene una distribucion y eliminacion
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esperada, ya que es una molécula pequena (1.75 kDa) a comparacion de F(ab“);

(100 kDa).

Por otra parte, la distribucion global fue diferente con las vias I.V. e I.P. debido

principalmente a la acumulacion de la fluorescencia del sitio de inyeccion. Sin

embargo, la distribucion a nivel 6rganos fue la misma, independientemente de la

via de administracion y del género del raton.
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APENDICE

Distribucién de F(ab’), en érganos, graficos individuales de cada ratén.

Distribucién de F(ab'), en érganos Distribucion de F(ab’), en 6rganos
Via L.V. ratéon macho 1 Via L.V. ratén macho 2
2% EHigado
B Higado
9% 2% .
ERinones

7% HRifnones 10%
‘ \ uBazo ‘ 0% =Bazo

59 Pulmones Pulmones
° ¥ Corazon 0% ™ Corazon
“ u Te_sti’cglos y H Testiculos y
epididimo epididimo
Estomago .
Estémago
Vejiga
Vejiga
A) B)

Fig. A1 Distribuciéon de F(ab’), en érganos de ratones macho, via I.V. La grafica A)
muestra la distribucién de la fluorescencia en los érganos del ratbn macho 1 (inyeccion
con 0.29 mg de F(ab’), marcados con Alexa Fluor 790. En la grafica B) se muestra lo
mismo que en la A) pero en el ratbn macho 2 inyectado con 0.21 mg de F(ab’), marcados
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con Alexa Fluor 790. Es notorio que la fluorescencia estd mas distribuida en distintos
6rganos en el raton de la figura A), pero es necesario aclarar que del ratéon de la figura B)
no se obtuvieron la mayoria de los 6rganos para el analisis, como se indica en la Tabla 1.

Distribucion de F(ab'), en 6rganos
Via L.V. ratén hembra 1
EHigado

¥ Rifones
1%

11%

0% ®Bazo
Pulmones
0% m Corazoén

H Qvarios, Uteros
cérvix y vagina

Distribucion de F(ab'), en 6rganos
Via L.V. ratén hembra 2

EHigado

14% 1% ¥ Riflones

0% ®Bazo

Pulmones

v

0% H Corazon

Estémago ¥ Qvarios, uteros,
cérvix y vagina

Vejiga Estomago
Vejiga

A) B)

Fig. A2 Distribucion de F(ab’), en 6rganos de ratones hembra, via I.V. La grafica A)
muestra la distribucion de la fluorescencia en los 6rganos del ratdbn hembra 1 (inyeccion
con 0.14 mg de F(ab"), marcados con Alexa Fluor 790. En grafica B) se muestra lo mismo
que en la A) pero con el ratébn hembra 2 al cual se le administré la misma cantidad (0.14
mg de F(ab’), marcados con Alexa Fluor 790).

Fig. A3 Distribucidon de F(ab’), en érganos de ratones macho, via I.P. La grafica A)
muestra la distribucién de la fluorescencia en los érganos del raton macho 1 (inyeccion
con 0.20 mg de F(ab"), marcados con Alexa Fluor 790. En grafica B) se muestra lo mismo
que en la A) pero con el raton macho 2 al cual se le administr6 0.10 mg de F(ab’),
marcados con Alexa Fluor 790.
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Distribucién de F(ab'), en 6rganos
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Fig. A4 Distribucion de F(ab’), en 6rganos de ratones hembra, via I.P. La grafica A)
muestra la distribucion de la fluorescencia en los 6rganos del ratdbn hembra 1 (inyeccion
con 0.20 mg de F(ab"), marcados con Alexa Fluor 790. En grafica B) se muestra lo mismo
que en la A) pero con el ratébn hembra 2 al cual se le administré la misma cantidad (0.20
mg de F(ab’), marcados con Alexa Fluor 790).

Dinamica general de F(ab’), marcados con Alexa Fluor 790 con via I.V.

el.P.

Inyecciones L.V.
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Fig. A5 Distribucion global de F(ab’);, via L.V., en raton macho. Iméagenes de
fluorescencia y rayos X superpuestas mostrando la dinamica general con inyeccion 1.V. de
F(ab’), marcados con Alexa Fluor 790 (0.21 mg en 250 pl) y DOL= 0.87. A) Vista ventral,
cada una de las imagenes tomadas en los siguientes tiempos: primeros segundos, 1 h, 6
h, 24 h, 48 h y 72 h después de la inyeccién. B) Vista dorsal, cada una de las imagenes
tomadas en los siguientes tiempos: 1 h, 6 h, 24 h, 48 hy 72 h después de la inyeccion.



52

i1 0e+008 Plsec/mmisq

-7.0e+007 P/sec/mm/sq

4.0e+007 Plsec/mm/sq

1.0e+007 Plsec/mm/sq

i1 0e+008 Plsec/mmisq

-7.0e+007 P/sec/mm/sq

4.0e+007 P/sec/mm/sq

1.0e+007 P/sec/mm/sq

Fig. A6 Distribucion global de F(ab’),, via L.V., en raton hembra. Imagenes de
fluorescencia y rayos X superpuestas mostrando la dinamica general con inyeccion 1.V. de
F(ab”), marcados con Alexa Fluor 790 (0.14 mg en 200 pl) y DOL= 0.74. A) Vista ventral,
cada una de las imagenes tomadas en los siguientes tiempos: primeros segundos, 1 h, 6
h, 24 h después de la inyeccién. B) Vista dorsal, cada una de las imagenes tomadas en
los siguientes tiempos: 1 h, 6 h, 24 h después de la inyeccién.
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Fig. A7 Distribucion global de F(ab’);, via I.P., ratobn macho. Imagenes de
fluorescencia y rayos X superpuestas mostrando la dinamica general con inyeccion I.P. de
F(ab’), marcados con Alexa Fluor 790 (0.1 mg en 250 pl) y DOL= 0.62. A) Vista ventral,
cada una de las imagenes tomadas en los siguientes tiempos: primeros segundos, 1 h, 6
h, 24 h, 48 h y 72 h después de la inyeccién. B) Vista dorsal, cada una de las imagenes
tomadas en los siguientes tiempos: 1 h, 6 h, 24 h, 48 h y 72 h después de la inyeccion.
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Fig. A8 Distribucion global de F(ab’),, via I.P., en raton hembra. Imagenes de
fluorescencia y rayos X superpuestas mostrando la dinamica general con inyeccion I.P. de
F(ab’), marcados con Alexa Fluor 790 (0.2 mg en 210 pl) y DOL= 0.6. A) Vista ventral,
cada una de las imagenes tomadas en los siguientes tiempos: primeros segundos, 1 h, 6
h, 24 h, 48 h 'y 72 h después de la inyeccién. B) Vista dorsal, cada una de las imagenes
tomadas en los siguientes tiempos: 1 h, 6 h, 24 h, 48 hy 72 h después de la inyeccion.
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