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CAPITULO 1
INTRODUCCION

La Secretaria de la Salud produce varios sueros hiperinmunes heterdlogos para
aplicacién en humanos. Concretamente produce dos antiponzoiosos: antiviperino
y antialacran y las antitoxinas diftérica y tetanica. En el primer caso se emplean
animales, debido a la naturaleza de los inmunégenos que no se pueden aplicar a
humanos para obtener sueros homoélogos, posiblemente en un futuro se llegue a
contar con sueros monoclonales, y en cuanto a las antitoxinas se siguen
preparando en caballos debido a su bajo costo, comparativamente con las

gammaglobulinas hiperinmunes de origen humano.

En el Instituto Nacional de Higiene (INH) de la Secretaria de Salud, las
inmunizaciones se realizan de manera convencional usando adyuvantes, para
potenciar la respuesta inmunolégica del animal y lograr que el rendimiento sca lo
mis alto posible. Los que emplean, son el completo e incompleto de Freund y el
gel de hidroxido de aluminio, cuyos efectos potenciadores son ampliamente
reconocidos. Sin embargo, el adyuvante de Freund, que es el mas activo, puede
producir fibromas en los lugares de inoculacion que causan molestias al animal.
Un sistema de adyuvantes que se ha reportado con resultados satisfactorios es el
empleo de liposomas. En el presente trabajo se evaluan como una alternativa para
los esquemas de inmunizacion primaria y para el mantenimiento de altos titulos,
utilizando la ponzoiia de abeja como modelo de inmunogeno experimental,
debido a que esta constituido por péptidos y proteinas de diversos pesos
moleculares, la mayoria pequefios, por lo que es un inmundgeno dificil de
manejar para lograr una buena respuesta. En el presente estudio se empled una

ponzoiia de fuente comercial obtenida de la especie Apis mellifera.



1.1 JUSTIFICACION

En la actualidad es bién conocida la efectividad de los primeros auxilios ante un
ataque masivo de la abejas africanizadas, que consisten en la eliminacion de los
sacos que contienen la ponzofia mediante una navaja de hoja libre, con lo cual se

impide que se difunda la ponzofia y se presente un desenlace fatal.

Sin embargo seria de gran utilidad contar con un suero hiperinmune frente a la
ponzoia de abeja, de preferencia de origen caprino, para el tratamicnto de los
nifios que sufrieron un ataque masivo de cstos insectos, ya que por su talla

pequeiia la accién de la ponzofia es mds enérgica.

También se podria utilizar en los adultos que por no haber recibido los primeros
auxilios, presenten ya un cuadro de intoxicacion, homologando s conducta
terapéutica que se sigue con los pacientes que han sufrido una picadura de

alacran o una mordedura de serpiente venenosa.

1.2 HIPOTESIS DE TRABAJO

En numerosos estudios se ha demostrado la efectividad de los liposomas como
adyuvantes, por lo que es posible que wtilizandolos para encapsular la ponzona de
abeja, ésta sea un buen inmunodgeno y se facilite la obtencion de un sucro
hiperinmune para ¢l tratamiento de casos especiales de ataque masivo por abejas

africamizadas,



1.3 OBJETIVOS

El presente estudio tiene como objetivos:

1, Evaluar la inmunogenicidad de la ponzofia de abeja encapsulada cn liposomas,
comparandola con la respuesta a este inmundgeno empleando como adyuvantes
el de Freund, completo e incompleto, y el gel de hidroxido de aluminio, para
posteriormente desarrollar la metodologia para la fabricacion del correspondiente

suero hiperinmune de origen heterélogo.

2. Estudiar algunas de las propiedades biolégicas de la ponzoia de abeja que
pudieran emplearse como prucbas para determinar la potencia de los anticuerpos

obtenidos, una vez ya estandarizadas.



CAPiTULO 2
GENERALIDADES.

2.1.- CARACTERISTICAS DE LA PONZONA DE ABEJA.

La ponzoha de abeja estd clasificada como de baja actividad, y es dificil
detemminar con exactitud su composicion debido a la gran variedad de
compuestos presentes y que su obtencién es un procedimiento laborioso, que
requiere de gran cantidad de abejas para poder recolectar un voliimen apreciable
(1), sin embargo se cuenta en el mercado con la ponzofia desceada (2). El mayor
problema para su estudio es la separacion y caracterizacion de todos los
componentes, debido al bajo peso molecular que tienen algunos, y a que muchos
de ellos se encuentran en pequedia proporcion. Se considera que un 90% del total
del veneno es agua y en el restante 10% se encuentran los demis componentes y
otros compuestos organicos. Se ha demostrado que la cantidad de componentes

inoculados en un piquete de abeja es de 59 g (3.4), El siguicnte es un esquema
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En este trabajo se estudian solamente dos componentes, la mclitina y la
fosfolipasa A-2. El primer componente tiene accion neurotdxica, se encuentra en
mayor proporcién y ademds poseé la capacidad de lisar los eritrocitos de
diferentes especies animales (3.6,7.), aunque muchos no han sido cstudiados
todavia, se propone que el mecanismo de lisis es la alteraracion de la tension
superficial del medio, debido a fenémenos fisicoquimicos al actuar como un

detergente, provoca la destruccion de la membrana del eritrocito (7),

E! otro componente que se estudia ¢s la fosfolipasa A-2, que ain cuando se
presenta en menor proporcién en la ponzofia, ya que por su tamaio molecular

puede producir una respuesta inmunologica (8,6,3),
2.1.1. Principales componentes de la ponzofia de abeja.

HISTAMINA: Es una amina de bajo peso molecular que esta presente en bajas
concentraciones, entre 0.1 a 1.5 % de la ponzofia total. Es muy soluble en agua,

alcohol, cloroformo en caliente, poco soluble en cloroformo fiio e insoluble en
éter (8,6),

FOSFOLIPASA A2: Es una proteina cuya proporcion en la ponzona seca es de
aproximadamente 12%, su peso molecular varia de 19.0 KD (Determinado por et
método de N-terminal) a 14.5 KD (Por el método de Edman). Es una enzima que
contiene en su estructura azufre y carbohidratos. Se cree que fa diferencia de peso
entre los datos reportados por los dos métodos se debe a los carbohidratos, Tiene
128 residuos de aminodcidos de los cuales 8 son grupos -SH no libres v se
considera que ¢l aminoicido 13 es el punto de union a los carbohidratos que

constituyen la molécula. Su punto isoeléctrico es a pH de 10.0 (6.8,9),



Se desnaturaliza a temperaturas mayores de 65°C, presenta su actividad maxima
frente a la yema de huevo a 55°C, es mas activa que la fosfolipasa A del veneno
de Crotalus cuando se utiliza lecitina de huevo como sustrato y requiere la

presencia de iones calcio (3.8,6,9,10.11),

HIALURONIDASA: Esta enzima esta prescnte en concentracion del 3 al 9% en
ponzoiia seca, tiene un alto peso molecular que todavia no se ha determinado con
exactitud, se supone esta entre 35.0 y 50.0 KD. En su composicion se ha
encontrado glucosamina, manosa, galactosa, ficosa y tirosina. Es diferente a
otras hialuronidasas, ya que tiene mayor actividad que la obtenida a partir de
testiculos de toro. El pH optimo de actividad se encuentra entre 4.0 y 5.0, se
inhibe en plasma humano citratado o heparinizado, es mas activa en soluciones

con fosfato de sodio, acetato de sodio o cloruro de sodio. Es estable a 500C en
pH de 5.0 (6,8,9,10,11,12),

MELITINA: Constituye ¢l componente principal por su concentracion, es un
péptido que comprende aproximadamente el 50% del peso seco de la ponzona.
En su composicién tiene 26 aminodcidos en total: dcido aspirtico, tirosina,
fenilalanina, histidina y glicina como grupo terminal; su peso molecular es bajo,
del orden de los 2.84 KD, aunque no se considera una enzima, se ha demostrado
la existencia de un precursor; la promelitina. Este compuesto varia ligeramente
entre las diferentes especies de abejas, pero su actividad es similar, Tiene
caracteristicas basicas ¢ hidrofébicas debido a su composicion v estructura,
ademas presenta actividad sobre la tension superficial disminuyéndola, se cree
que adopta una estructura micelar en agua. Su punto isoeléctrico se presenta en
un pH de 12.2 (3.8,12,13),



2.1.2. Otros componentes:

PEPTIDO MCD: Es un péptido degranulante de mastocitos, se encuentra del 1 al
2% del peso seco total, su peso molecular es de aproximadamente 2.59 KD, tiene
22 aminoacidos y dos puentes disulfuro debidos a 4 cisteinas. Se le conoce

también como péptido 401 (3,12),

APAMINA: Es otro péptido pequefio con peso molecular de 2.31 KD, constituye
de un 2 a un 4% de peso seco, en su composicién no se encuentran aminodcidos

aromaticos (6).

MINIMINA: Compuesto peptidico que recibe este nombre por su efecto en el
crecimiento de larvas de mosca, su peso molecular es de 6.0 KD, no se conoce

todavia su cantidad en peso seco (6,8),

Estos son los datos mas generales de los componentes de la ponzoia de abeja
reportados en la literatura y varian segin la especie de la cual se obtuvo el

producto.

La ponzona de abeja es un alergeno que ocasiona reacciones anafilacticas en
personas sensibilizadas (14,15), siendo éste un problema de salud de mayor
importancia que sus actividades neurotéxica y enzimitica (Fosfolipidica,
hemolisis, necrosis, etc.). Sin embargo, en los casos de hipersensibilidad, con la
terapia inmunoldgica se obtienen buenos resultados al inmunizar a los pacientes
con ponzoiia de abeja para inducir la produccion de 1gG protectora que bloquea

la accion de la IgE (16,17,18) La hipersensibilidad puede presentarse en los



animales productores del suero pero se espera obtener, como sucede en la
produccion de otros sueros antiponzofiosos, la respuesta primaria de 1pG
protectora para lograr un dptimo rendimiento en la produccion del svero y que no

se oblenga una respuesta en IgE.
2.2, LIPOSOMAS.

Los liposomas se conocen desde 1961, fueron desarrollados por Alee D. Bagham
en Inglaterra; su hallazgo fue casual cuando evaluaba los cfectos de los
fosfolipidos en codgulos de sangre; al adicionar agua y colocando una muestra al
microscopio, observo pequefias micelas que presentaban una doble capa de
lipidos, muy parecida a la membrana celular (19), 10s liposomas son particulas
microscopicas que presentan formas muy variadas, que pueden tener en su
constitucion diferentes lipidos, ademas del producto o productos que se quicren
encapsular cn ellos. Por los componentes que lo forman, presentan carga eléctrica
la que permite que sean absorbidos o no por mucosas y membranas, influyendo
cn el tiempo de penmanencia en un organismo. En su interior pueden contener la o

las fases liquidas.

Sus caracteristicas varian segin los componentes grasos que se¢ empleen en su
preparacion, Hay una gran cantidad de formulaciones y métodos de preparacion,
aun cuando el método basico reportado por Bagham sigue empledandose con
pocas modificaciones. Segin la estructura que presenten las micelas pueden ser
multilaminares o unilaminares, dependiendo de la cantidad de capas lipidicas que
lo conformen. Su tamaio puede ser muy variado y es posible regularlo
pricticamente a voluntad (19.20.21), Se consideran dos formas basicas de

clasificacion: Micelas multilaminares, en inglés MLV's (Multilamellar vesicules),



cuando tienen varias membranas una dentro de otra separadas por una fase
acuosa y {as micelas unilaminares, en inglés ULV's (Unilamellar vesicules), en las
cuales sélo hay una membrana lipidica que encierra una fase acuosa. Su tamaiio

puede variarse con un tratamiento posterior como las radiaciones ultrasénicas.

Por su versatilidad, los liposomas se han utilizado para miltiples propositos, por
ejemplo debido al parecido que tienen con las membranas celulares se usan para
estudios sobre su comportamiento permeable, se emplean tambicn para la
encapsulacién de fArmacos, como adyuvantes, y hasta como soporte de reactivos
para determinaciones en pruebas inmunoquimicas, come por ¢jemplo ¢! LILA

(Liposome immune lysis assay), método desarrollado por Ishimori (22,23,24),

Desde un principio, se han usado como vehiculos para la administracion de
farmacos (19:21.25), en especial los de alto riesgo, que pueden producir efectos
nocivos en dosis altas (19,21). Los liposomas posibilitan su administracion en
cantidad menor para obtener el efecto deseado, causando un minimo de electos
secundarios en el paciente. Pueden utilizarse en farmacos que se caracterizan
porque al ser administrados se diluyen en el torrente sanguinco y gran cantidad
del principio activo es eliminado sin cambio alguno, o es degradado antes de
llegar al sitio "blanco” (19.26). Los liposomas pueden quedar en los espacios
extracelulares o en las células del sistema reticuloendotelial, permaneciendo
semanas antes de ser degradados por los macrofagos y otras células del

organismo.

Al realizar pruebas con los liposomas se demostré que los compuestos (ue
forman parte de su estructura no causan transtomos cn el organismo y por ser

material inerte no producen reacciones secundarias, debido a que en su



preparacion se utilizan fosfolipidos y lipidos de gran simplicidad molecular, como
por ejemplo colesterol y fosfatidilcolina o cualquier otro fosfolipido, como estos
compuestos se encuentran en cualquier especie animal, se evita el problema de

una respuesta no deseada al aplicar un farmaco,

Por definicién un lipido es una sustancia no miscible con el agua, como por
ejemplo triglicéridos, colesterol, la vitamina D, etc. y por lo tanto es posible
encontrar en 1a naturaleza lipidos que por su complejidad y tamaio puedan ser
inmunolégicamente activos. Tenemos como ejemplo el lipido A, estudiado cn
trabajos realizados con liposomas, es un componente de los lipopolisacaridos
bacterianos con el que se ha reportado una respuesta inmologica contra los
liposomas en si, cuando se ha utilizado como componente estructural de las
micelas, que puede llegar a estimular la formacion de anticuerpos contra las
membranas celulares del sujeto de experimentacion, dependendiendo de las
proteinas de superficie de fas células del organismo (27.28). En esos estudios se
destaca que el lipido A es capaz de crear una respuesta immunitaria contia los
liposomas, sin necesidad de estar unido a ellos, al administrarse simultincamente
o en forma aislada. Los anticuerpos obtenidos de esa inmunizacién reaccionan

contra los liposomas solamente cuando el lipido A forme parte de su cstructura
(28),

En los primeros ensayos, al administrarse a un organismo el farmaco encapsulado
en liposomas, no se obtenia el efecto deseado, porque el farmaco no llegaba al
lugar en donde se requeria. Si la via de administracion fue oral, la fiberacion del
farmaco ocurrio a nive! intestinal, dando el liposoma una proteceion moderada al
principio activo al pasar por el estomago, pero no mas alli de ese punto

(19,21,23), En algunas pruebas se aplicé en animales por via intravenosa (29), y

10



se determind el tiempo adecuado que pudieran estar los liposomas disponibles
para la liberacién del farmaco (De dias a semanas). Sin embargo, por la accién
fagocitaria de los macréfagos disminuye el efecto del fairmaco al ser degradado
antes de llegar al sitio "blanco” (19), En la aplicacién por via subcutinea o
intramuscular, la difusion de liposomas en el organismo se vio muy limitada
porque permanecieron en el espacio extracelular, sin llegar al torrente sanguineo
o linfético, logrando una mayor permanencia del farmaco, pero con un efecto muy

localizado en el drea de aplicacion (25:29,30,31),

El tamafio de los liposomas también permite que los macrofagos los reconozcan
como extrafios y al ser fagocitados, se presenten dos posibilidades para el
firmaco: los liposomas son degradados rapidamente, por la accion de enzimas,
liberando el farmaco y difundiendose éste por todo el organismo, favoreciendo su
eliminacion por via renal sin sufrir modificaciones metabolicas de importancia, La
segunda posibilidad consiste en el metabolismo del farmaco después de que el
liposoma es degradado por el macréfago. En ambos casos no se obtiene ¢l efecto
terapéutico deseado (25,26), Por Ia via subcutanea, intramuscular ¢ intravenosa,
los liposomas son afectados por la accion de los macréfagos pudiendo
desarrollarse, en algunos casos, una respuesta inmunoldgica contra ¢l farmaco al

ser éste presentado como inmunégeno (19:32),

Los fracasos que se presentaron con los liposomas como forma farmacéutica se
debicron a la falta de control sobre la direccion descada al momento de
administrarlos, en aquellos casos que requeria una accion en un Jugar
determinado. Por ¢! contrario, dieron buenos resultados en aquellos casos que no
se requeria un lugar determinado de accién. Por ejemplo, al ser utilizados como

vehiculos de administracién de firmacos para tratar enfermedades del sistema



reticuloendotelial, micosis sistémicas, pielonefritis y en cdncer, es decir, en

padecimientos que pueden encontrarse diseminados en el organismo (20,

Tomando como unidad un liposoma, y aun siendo un cuerpo extraiio, por su
naturaleza lipidica es poco probable que un organismo monte una respucsta
inmune especifica contra los lipidos, debido a la forma en que pueden ser
eliminados los liposomas, aunque si es posible que se monte contra las sustancias
contenidas en €l o en su superficie. La aseveracion anterior sirve de fundamento
para estimar el tiempo de liberacion de las sustancias administradas, que estd
dado por la capacidad de los liposomas de soportar la degradacion de sus
componentes, lo que estd directamente relacionado con la resistencia que
presente la membrana, ya que la eliminacién de la sustancia se retarda mis y
permite una mayor permanencia de ella, comparativamente con la administracién
de la sustancia sola (19.20,33) " En la aplicacién de farmacos, a través de
liposomas, y dependiendo de la preparacion de los mismos y de su procesamiento
posterior, existe la posibilidad de que se ocurra lo siguiente: A) parte del farmaco
permanezca en solucion fuera de los liposomas, B) parte quede en la superficic y
C) parte permanezca encapsulado en los liposomas al momento de ser
administrado e! medicamento en ¢l organismo, asi el efecto del firmaco (A)
comienza a gjercerse inmediatamente y tiempo después actuard ¢l firmaco que
esté en los liposomas (B,C), con lo que se logra un mayor tiempo de permanencia
del farmaco en el organismo, al evitar su rapida eliminacién por via renal o por
metabolismo en el higado, sin tener que aplicar dosis elevadas y repetidas para
conseguir ésto (33), como sucede con otras formas fammacéuticas. El éxito
logrado con las microesferas de liberacion controlada ha resuelto completamente

este tltimo problema, y los trabajos con liposomas han quedado a nivel de



investigacion para éste y otros campos mds, aunque en algunos casos pucden

tener ya aplicaciones practicas (19).

Los liposomas pueden utilizarse en dos formas de asociacion : La sustancia es
cubierta por la doble capa lipidica durante la encapsulacion, con lo que se
mantendran en el compartimiento acuoso del liposoma. En el segundo caso, la
sustancia puede estar expuesta en la superficie del liposoma, al quedar
intercalados e incluidos en la estructura de la membrana durante la encapsulacion.
Para fines inmunogénicos es importante la segunda forma de presentacion de la
sustancia, debido a que imita una célula con sitios antigénicos en su superficie lo
que permite obtener una respuesta inmune contra este compuesto. Dependiendo
de la cantidad expuesta del inmundgeno, los macrofagos podran tener fa
posibilidad de reconocerlo como extrafio mas facilmente, logrando asi la
fagocitosis del liposoma y su posterior degradacion por las fosfolipasas que
contienen esas células. Si los inmundgenos se aplican por via intravenosa en los
animales de experimentacion, llegan al bazo o al sistema linfatico y ¢éste puede
ser el primer contacto con las células del sistema inmune, logrando obtener wna
respuesta del organismo contra ¢l inmunégeno (20,34,43,44,)

En resumen, los liposomas cumplen ciertas caracteristicas que los hacen un buen
vehiculo para la administracion de ciertas sustancias que en otras condiciones no
logran despertar una buena respuesta inmunitaria en el organismo, los macrofagos
los reconocerdn como extrailos, iniciando la respuesta inmunologica. Los lipidos,
al ser degradados por las células que los fagocitaron, no presentan problemas por
la liberacién de productos toxicos o nocivos por su metabolismo. Por dltimo hay
una gran variedad de formas de preparacion y muchas de ellas son faciles y no

presentan interferencias con las sustancias administradas.
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2.2.1, Métodos de preparacion de liposomas.

Las técnicas de preparacion de los liposomas son muy variadas, sus
caracteristicas cambian de acuerdo al método de preparacion, ademas dependen
det tipo de lipidos utilizados en las micelas. Basicamente su preparacion consiste
en agregar una fase acuosa a los lipidos, agitando para favorecer la formacion de
las micelas. El método comunmente empleado es por evaporacion del disolvente,
basicamente el desarrollado por Bagham. En este método los lipidos sc disuclven
en éter, cloroformo, alcohol o mezclas de ellos, y se forma una pelicula sobre las
paredes del recipiente de vidrio al evaporar el disolvente con calor o climinandolo
por vacio, posteriormente se agrega la solucion que contiene la sustancia a
encapsular y por medios mecanicos se desprende la pelicula favoreciendo la
encapsulacion del medio acuoso (20.26,35,36,37), Los liposomas obtenidos
pueden tratarse paré variar sus caracteristicas, ya sea por ultrasonido para
fragmentarlos mas, o filtrando las suspensiones y lavando para obtener los
liposomas y la sustancia encapsulada, o se puede utilizar la scparacion por
tamafios en cromatografia de columna o por (ltimo se dejan como se prepararon

permitiendo que las sustancias queden tanto dentro de las esferas como en la fase
acuosa (26,35,36,38,).

Por la gran disponibilidad de lipidos y por las diversas técnicas de preparacion, se
pueden variar las caracteristicas de los liposomas (19,20,21). Como cjemplo se
dan a continuacion algunos métodos de preparacion, asi como las formulaciones

de los liposomas:



Meétodo 1:
relacion molar

Dipalmitoilfosfotidilcolina 1.0
Acido palmitico 1.0
Cloroformo cbp disolver

Se disuelven los lipidos en el cloroformo, se evapora en rotavapor a 50°C hasta
formar una pelicula en las paredes del recipiente, se enfria a temperatura
ambiente, se agrega la fase acuosa conteniendo la sustancia a encapsular y se
agita en vortex hasta desprender la pelicula. Se enfria en nitrégeno liquido y se
liofiliza. Para emplearlos se rehidratan con agua destilada a temperatura

ambiente. Con este procedimiento se obtienen micelas unilaminares dc tamafio

muy variable (35),
Método 2:

relacion molar
Fosfatidilcolina 1.5
Colesterol 1.0
Estearilamina 0.5
Cloroformo cbp disolver

Se disuelven los lipidos en el cloroformo, se evapora en rotavapor a 370C hasta
formar una pelicula en las paredes de! recipiente, se agrega una solucion 10-3M
de NaCl que contiene la sustancia a encapsular y se agita en vortex 5 min, los
liposomas resultantes se someten a sonicacion durante 15 minutos. [l tamaiio
resultante es de aproximadamente 0.595 +/- 0.383 pm. Estos liposomas son

unilaminares (36),



Meétodo 3:
relacion molar

Lecitina de huevo 280

Ergosterol 23

Anfotericina B 1.0 .
Cloroformo cbp disolver

Se disuelven los lipidos en el cloroformo junto con !a anfotericina B, que cn este
caso formara parte de los liposomas, y la solucién se distribuye en frascos
ampula. Se evapora el cloroformo con vacio hasta formar una pelicula en la
superficie de los recipientes. Se almacenan protegidos de la tuz, a -200C, en
atmosfera de nitrogeno. Para utilizarlos se agrega agua destilada, haciéndola
pasar a través de un filtro para esterlizarla, y se agita vigorosamente para

rehidratar los liposomas, agitando hasta separar la membrana lipidica y obtener la

suspension(39),
Meétodo 4:

relacion molar
L-a-fosfatidilcolina 4.5
Acido L-a-fosfatidico 0.7
Colesterol 5.0
Tween 80 variable
Tolueno/metanol(50:50) cbp disolver

Se disuelven las sustancias en la mezcla de tolueno/metanol, se evapora con
nitrgeno gaseoso hasta formar la pelicula en las paredes del recipiente, se agrega
una solucion balanceada de fosfatos, donde se encuantra la sustancia que se va a

encapsular, y se sonican durante 20 minutos para formar los liposomas. Se
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centrifuga a 3600 g durante 10 minutos para eliminar el sobrenadante, el
sedimento se corre en una columna con Sephadex G-50 para separar los
liposomas segin su tamafio. Los liposomas resultanes son multilaminares por la

accion del surfactante (Tween 80), su tamaiio varia de 70 a 200 nn(25),

Método 5:

relacion molar
Dipalmitoilfosfatidilcolina 7.0
Fosfatidilglicerol 1.0
Colesterol 20
Eter/cloroformo/metanol (9/4.2/1) cbp disolver

Se disuelven los lipidos en la mezcla eter/cloroformo/metanol se agrega la
sustancia a encapsular disuelta en amortiguador de fosfatos, se purga el recipicnte
con nitrégeno, y se sonica en bafio de agua a 40C durante 5 min. Los disolventes
organicos se eliminan en rotavapor a 300C. Se purga el frasco con nitrogeno y se
incuba a 459C durante 30 minutos. Se lavan los liposomas con solucion 10 mM
de fosfatos (pH 7.2) conteniendo 150 mM de NaCl y se centrifuga, la operacion
se repite dos veces mds. Este tipo de micelas se conoce como liposomas de fase

reversa o REV (Reverse phase vesicules) (20),

Como puede apreciarse en las formulaciones, la composicion de los liposomas
requiere de un lipido anfipitico, como un fosfolipido, que cumpla los
requerimientos necesarios para formar las membranas de doble capa. Los demads
lipidos tienen la funcién de dar forma y carga eléctrica al liposoma. Otra
particularidad que se puede apreciar es la necesidad de emplear agentes

surfactantes que permitan la formacion de liposomas multilaminares. En el caso



del método No. 3 el compuesto en estudio, anfotericina B, se incluye durante la
formacion de la pelicula de lipidos para posteriormente hidratarlos y tener en
suspension los liposomas. También es importante destacar que no importando la
formulacion, se requiere de medios mecanicos para propiciar la formacion de los
liposomas al desprender la pelicula de las paredes del recipiente o formar las
micelas en el medio acuoso, como en el caso de los liposomas de fase reversa,

para que engloben la sustancia presente en la fase acuosa.
. 2.2.2. Empleo actual de los liposomas.

Actualmente los liposomas tienen una gran variedad de aplicaciones, la mayoria
esta encaminada a la encapsulacion de fairmacos, por ejemplo, como el empleo de
la doxorrubicina, para la terapia antitumoral en humanos a escala clinica (26, 40),
en otros casos como productos cosméticos, en la industria de alimentos, como
adyuvantes para diferentes inmundgenos, para su estudio como ‘modelos de
membranas celulares (26), de sistemas mas complejos como el epitelio comeal
(41), soporte de reactivos para pruebas, como la técnica LILA (Liposome
immune lysis assay), desarrollada por Ishimori para la determinacion de
anticuerpos contra albitmina humana, en la cual solo se necesita cambiar la
proteina o la sustancia en el liposoma para poder determinar diversos anticuerpos
(22), o como particulas inertes para soporte de reactivos, suslituyendo a la
bentonita o a las particulas de litex (36). Estos cuantos ejemplos dan una idea de
la versatilidad del empleo de los liposomas y de su potencial que es bastante

amplio para muchos campos.



2.3, ADYUVANTES.

Los adyuvantes cumplen la funcién de potenciar la respuesta del organismo ante
el estimulo de un inmundgeno, el cual si se aplicara sélo no estimularia la
produccién de titulos altos de anticuerpos como cuando se usan con un
adyuvante. Potencian la respuesta inmune al retener mas tiempo el immundgeno
en el organismo, incrementando la fagocitosis del mismo, ademas favorecen la
inflamacién con lo que aumenta la presencia de linfocitos y macrofagos en la
zona de aplicacion. En inmunologia se conocen también otras sustancias que
estimulan al sistema inmune, que se denominan inmunoestimulantes, las que
producen una respuesta inespecifica y transitoria de la actividad inmunoldgica, es
decir, aumenta su respuesta pero de manera general reaccionando contra todo sin
distinguir inmundgenos, esto se conoce también como respuesta anamnésica
inespecifica, lo que puede dar como resultado que los sueros obtenidos tengan
alta concentracién de otros anticuerpos no deseados y que la canlidad total de

anticuerpos contra ¢l inmundgeno aplicado no sea la adecuada (42,43),
2.3.1. Propiedades inmunoldgicas, ventajas e inconvenientes.

Uno de los retos inmunoldgicos, en la produccion de sueros, es la obtencion de
altos titulos de anticuerpos protectores y para ello se emplean adyuvantes
adecuados. Varios de los adyuvantes, que se mencionaran a continuacion, tienen
grandes desventajas que limitan su uso. Los adyuvantes se utilizan para la
obtencién de sueros hiperinmunes a escala de produccion. También se adicionan
a las vacunas constituidas por virus inactivados y a los toxoides, tanto para uso

humano como para animales (42,43),



2.3.2. Adyuvantes empleados.

Los dos adyuvantes mds empleados en el Instituto Nacional de Higiene, de la
SSA, son el Adyuvante de Freund (Completo e incompleto) y el gel de AI(OH)3,
en el presente trabajo se comparan éstos con los liposomas ya que varios autores

han comprobado su efectividad como adyuvantes.

A) Adyuvante Incompleto de Freund: Consiste en aceite mineral, por ejemplo
Bayol F, un agente surfactante, como Arlace!l A al 15% v/v y la suspension
acuosa del inmundgeno. No induce estados de hipersensibilidad retardada, ni
actua sobre la inmunidad celular. Al igual que el adyuvante completo, estimula fa
respuesta secundaria y puede inhibir la induccién de tolerancia al inmunogeno,
Hegando en algunos casos a romper la tolerancia. El efecto que tiene es doble:
retarda Ja eliminacién del inmundgeno e incrementa su difusion, pero forma
granulomas en el sitio de la inoculacién. Su empleo continuo es seguro ya que no

induce artritis.(43)

B) Adyuvante Completo de Freund: La formulacion del adyuvante completo es la
misma que del incompleto, pero va adicionado de bacterias inactivadas como
Mycobacterium tuberculosis o Propionobacterium acnes, Los componentes
solubles e insolubles de las paredes de la bacteria, potencian todavia mds la
respuesta del organismo que la simple emulsion de aceites mincrales y el
inmunégeno. El adyuvante de Freund tiene un gran efecto con dosis pequeiias de
inmundgeno, es eficaz cuando se usa con haptenos y con antigenos muy variados.
Se considera que el adyuvante completo de Freund solo es activo sobre las
respuesta a inmundgenos timodependientes. Como caracteristica sobresaliente el

adyuvante completo estimula mas la produccion de IgG que de 1gM, en panticular
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de 1gGy. Se ha demostrado que desarrolla reacciones de hipersensibilidad
retardada, la aplicacion de este adyuvante en forma repetida puede inducir artritis

y produce fibromas en el sitio de 1a inoculacion (42,43),

C) Gel de Hidroxido de Aluminio [AlI(OH)3]: Aligual que los geles de otras sales
inorganicas y organicas, por ejemplo hidroxido de magnesio, fosfato de aluminio,
sulfato de berilio o alginato de calcio, actia formando un granuloma en el sitio de
aplicacion, el cual consta basicamente de macrofagos. La liberacion del
inmunégeno ocurre lentamente consiguiéndose que después de la respuesta
primaria se presente la respuesta secundaria con mayor produccion de IgGy en
vez de IgGy a diferencia del adyuvante incompleto de Freund, tienc el
inconveniente de propiciar el estado de hipersensibilidad con reaccion de tipo
retardado (42,43),

24. CARACTERIZACION DE VENENOS Y ESTANDARIZACION DE
SUEROS HIPERINMUNES.

Los pasos requeridos para la elaboracion de cualquier antiveneno o suero
hiperinmune varian de acuerdo con la especie animal de donde se obticne el
veneno y de la especie en donde se producira el suero. La metodologia se puede

resumir en los siguientes puntos (45):

A.- Obtencion y conservacion de las muestras de veneno y caracterizacion de la
actividad letal del veneno: En México se producen sueros frente a la ponzoiia de
los géneros Crotalos y Bothrops y ademas de alacranes del géncro Centruroides.
En ¢l caso de las serpientes es posible mantenerlas en cautiverio y obtener

periddicamente el veneno, el cual se seca para su conservacion, Para obtener la
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ponzoiia de los alacranes se atrapan en la region en que habitan para quitarles la
glandula venenosa, que se seca al sol. Para su empleo se trituraran para obtener el
veneno junto con algunas proteinas estructurales. También se puede obtener el
veneno sin matar a los alacranes por medio de descargas eléctricas "ordefiando"
periddicamente a los animales. Para la conservacion de las ponzofias sc pueden
refrigerar, congelar, desecar o liofilizar. Para cada lote de veneno obtenido se
realiza la determinacion de su potencia mediante la DLg( para poder establecer

las dosis que se aplicaran a los animales de produccién.

B.- Produccion de la respuesta inmune inicial, mantenimiento y seguimiento del
proceso: Para la produccion a gran escala generalmente se utilizan caballos,
debido al gran volimen de plasma que se obtiene en cada cosecha. Los animales
que s¢ emplean deberdn ser jévenes, sanos y no haber sido empleados para
obtener otros anticuerpos. El primer paso en el control de los animales es la

cuarentena, donde se comprueba que estan clinicamente sanos.

La inmunizacién primaria se obtiene al administrar el veneno al animal de
produccion empleando como adyuvantes el completo e incompleto de Freund y
gel de alimina. Los intervalos de inoculacion dependen tanto del animal de
produccion como del veneno utilizado; por ejemplo, en la inmunizacién en
caballos con veneno de serpiente de coral, se puede comenzar con una dosis de
200 mg hasta Tlegar a los 500 o 1000 mg (45), aunque siempre el indicador de las
dosis a administrar es la DLsg. Los animales que se utilizan para la produccién
deben vigilarse constantemente y recibir la atencion veterinaria que requieran en
cualquier momento del esquema de inmunizacion o de mantenimiento, debido a
que soportan un reto inmunologico fuerte, y la actividad propia del veneno. Al

obtener el titulo de anticuerpos deseado, se realiza la primera sangria de cosecha,
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se deja descansar a los animales por un minimo de 40 dias y se aplica un esquema
de mantenimiento para evitar que el titulo de anticuerpos baje, se deja descansar
a los animales y se procede nuevamente a realizar la sangria de cosecha. Todo el
proceso se controla mediante la determinacién del titulo de anticuerpos en
sangrias de prueba. En cada sangria de cosecha se procede a la plasmaféresis, Asi
se continua hasta que baja el titulo de anticuerpos en los animales o presentan

degeneracion almiloidea del higado y son sacrificados.

C.- Obtencion, purificacién y distribucion de los sueros hiperinmunes: Después
de realizar la sangria de cosecha, cuyo volimen depende de la especie animal
empleada, el plasma se somete a un proceso de purificacion que puede serla
precipitacion con sales inorgdnicas neutras o con alcohol en frio (Método de
Cohn).

Durante el proceso, asi como al producto purificado se le realizan pruebas de
control, en las cuales se verifica su potencia protectora, esterilidad, inocuidad,
ausencia de pirogenos, su pureza por medio de inmunoelectroforesis, presencia

de solidos totales, determinacio de pH, proteinas, cloruros y conservador.
Para decidir si la presentacién es liquida o liofilizada se consideran las zonas de

distribucion, donde hay mayor posibilidad de que ocurra un accidente, para

permitir asi su almacenamiento y transportacion optimas (45).
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CAPITULO 3
PARTE EXPERIMENTAL

3,1 REHIDRATACION DE LA PONZONA DE ABEJA

Se utilizé ponzofa de la abeja Apis mellifera, obtenida de fuente comercial*. Para
su rehidratacién se redisolvieron los cristales en solucién salina isotonica (ssi), a
una concentracion del 1%, que se emplearé en la mayor parte de las prucbas. Esta
concentracion se puede variar ya sea que se vaya a emplear como inmundgeno o
como pruebas de control. En cada lote se preparar6 la cantidad necesaria para

una semana.

La razén de utilizar ponzofia seca, obtenida de fuente comercial, fue el contar con
un producto estable y homogéneo, permitiendo conservarla durante aiios a -150C
mientras el envase permanezca cerrado, o meses si ya fue abierto. Para los fines
de este trabajo, la solucion se conserva estable entre 0 y 40C durante alpunas

semanas.

Al -lievar el producto desecado a una concentracion del 1% se tiene
aproximadamente una dilucion 1:100 de la ponzoiia desecada. Se eligio este valor
para tener un voliimen suficiente para las pruebas in vitro y las inoculaciones ya
que a esta concentracion tiene buena potencia inmunogénica y reactiva. El

desarrollo del proyecto se presenta en el diagrama de la pagina siguiente:

* SIGMA Chemical Co. Cat. No. V-3125
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3.2 ESTUDIO BIOQUIMICO DE LA PONZONA DE ABEJA.

3.2.1 Dializado de la ponzoiia.

La ponzoiia se dializo en una membrana de 12 mm de diamelro y con poro del
nimero 2, del dializado se recuperaron las moléculas de mayor tamaiio y de la
solucién de dialisis las de menor tamafio molecular, para posteriormente estudiar
la actividad hemolitica y enzimatica de las fracciones. Las dialisis se realizo con
ponzoiia al 10%, contra solucion salina isotdnica, a temperatura ambiente, por un
periodo de 24 h, El dializado se llevo al volimen original (5.0 ml). A esta
fraccion se le denomind "de alto peso molecular" (FAPM) por no pasar por la
membrana. El dializante se concentré por evaporacion a 40C hasta un volimen
de 5.0 ml, a esta fraccién se le denomind "de bajo peso molecular” (FBPM),
Posteriormente las fracciones resultantes se diluyeron 1:10 para trabajar la
ponzoiia en una concentracion aproximada del 1%, que es como s¢ reportan los

resultados.

3.2.2 Determinacion del poder hemolitico.

La ponzofa de abeja causa la lisis de los eritrocitos de diversas especics. Los
mecanismos por los cuales la produce son dos; la melitina ocasiona cambios en la
tension superficial del medio afectando a la membrana celular hasta su ruptura.
Este péptido también aumenta la actividad de la fosfolipasa A-2 sobre los
fosfolipidos de la membrana celular, como por ejemplo la lecitina que se
transforma a isolecitina, incrementando la permeabilidad a los iones y al agua,
produciendose la hemolisis, Cuando se determina la potencia hemolitica de la

ponzoiia se esta midiendo la actividad de la melitina y de la fosfolipasa A-2.
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Para esta prueba se prepararon diluciones seriadas en ssi de la solucion de
trabajo, considerando a ésta como una dilucién 1:100 de la ponzoiia natural, en
incrementos de 2 desde 1:1,000 hasta 1:1,024,000. A 0.5 m! de cada dilucion se
le adicioné 0.1 ml de una suspension en ssi de eritrocitos equinos, previamente
lavados y ajustados a la concentracion del 2% y de no mis de 4 dias de
obtenidos. El voliimen de cada tubo se ajustd a 1.1 ml con ssi. Se incluyo un
control negativo constituido por 0.1 ml de la suspensién de eritrocitos y 1.0 ml de
ssi, asi como un control positivo con 0.1 ml de eritrocitos y 1.0 ml de agua
destilada. Las mezclas se dejaron durante 15 minutos a temperatura ambiente y
después se centrifugaron los tubos a 3000 rpm durante 10 minutos para facilitar
su lectura. El titulo fue la maxima dilucion que produjo hemolisis total y
comespondié a la dilucidn 1:512,000 para la ponzofia sin dializar y de 1:64,000
para las fracciones dializadas (FAPM y FBPM).

3.2.3 Determinacion de la actividad de la fosfolipasa.

Para esta prueba se usé como sustrato yema de huevo diluida 1:3 con ssi,
adicionada de azida de sodio al 0.01% como conservador, este reactivo cs estable
por 30 dias en refrigeracion, Para las pruebas de actividad de la fosfolipasa el
sustrato se diluyd 1:10. Se probaron las mismas diluciones de la ponzoiia que se
emplearon para la determinacion de poder hemolitico, en cada tubo se midio 1.0
m! de ponzoiia diluida, se adicion6 0.1 ml del sustrato y se llevé ¢l volinen final
a 2.1 ml. Se incluy6 un control negativo constituido por 0.1 ml del sustrato y 1.0
ml de ssi. Las mezclas se dejaron 15 minutos a temperatura ambicnte y sc realizd
1a lectura comparando con el control negativo. El titulo fue la maxima dilucién en

la que el contenido del tubo estaba completamente claro y correspondié a la
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dilucién 1:256,000 de la ponzofa sin dializar y de 1:64,000 para la ambas
fracciones del veneno dializado (FAPM y FBPM).

3.2.4 Determinaciones de la dosis letal 50 (DL50)

Para esta determinacion se emplearon ratones de 18 a 20 g de peso,
administrandole a cada uno 0.5 ml por via endovenosa de las diluciones de la
ponzoiia 1:20, 1:25,, 1:30, 1:35 y 1:40 a partir de una dilucion de trabajo del 1%,
La lectura de los resultados se hizo a las 24 h y los célculos se hicieron por el
método de Reed and Muench, habiéndose encontrado que la ponzoiia tenia una

potencia de 166 DLgg/ml.
3.2.5 Obtencion del "anaveneno”.

Tomando en cuenta que con las exotoxinas bacterianas se pueden producir los
toxoides o anatoxinas y utilizando las mismas bases para la obtencitn de dichos
productos, se intento preparar el "anaveneno” de abeja . Para ello se tomaron tres
muestras de 5 ml de la fraccion APM y a cada una se le adicionaron 0.5 ml de
glutaraldehido 0.0250 mol/l, 0.01250 mol/l y 0.00625 mol/l respectivamente.

Las mezclas se mantuvieron a temperatura ambiente durante 6 dias y durante ese
tiempo, en intervalos que variaban de | a 18 horas se determinaron las
actividades hemolitica y enzimatica de las fracciones APM y BPM, obscervandose
la inactivacion completa. En otra parte del estudio, al realizar prueba de

precipitacién en gel, se demostr que también perdieron antigenicidad.
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Posteriormente se intenté la destoxificacion de las fracciones APM y BPM con
glutaraldehido a una concentracién 0.00125 mol/l. En otro lote se probd
formalina al 1:10,000 y en un tercer lote se probé el tiomersal al 1:10,000 para
evaluar la posibilidad de emplearlo como conservador. En estos experimentos se
inactivaron totalmente las fracciones y también en la fase posterior s demostrd
que perdieron la antigenicidad, por lo que se descart6 la posibilidad de utilizar

"anaveneno” asi como de emplear ¢l tiomersal como conservador.
3.3 ESTUDIO INMUNOGENICO DE LA PONZONA DE ABEJA.
3.3.1 Preparacion del inmundgeno.

Como las ponzoiias animales en general, son pobres inmunogenos y requieren del
empleo de adyuvantes para despertar una respuesta inmune adecuada, se planed
utilizar liposomas para obtener titulos altos de anticuerpos en los animales de
experimentacion y la ponzofia natural, es decir tal como se obtuvo de la fuente

comercial.

En este estudio se emplearon liposomas de fase reversa (I} y de tipo convencional
(11). Para obtener los primeros se disolvieron en 100 ml de cloroformo 5.0 ¢ de
colesterol y 5.0 g de lecitina, Esta solucion se esterilizé por filtracion. En un
matraz de 50 ml estéril se colocaron 10 ml de ponzoiia de abeja al 1%,
eslerilizada por filtracion, y 10 ml ssi estéril. La mezcla se coloco sobre un
agitador magnético y se adicionaron gota a gota 5 ml de la solucion de lipidos.
Trabajando en condiciones de esterilidad se decant6 el sobrenadante y los

liposomas se lavaron tres veces con aproximadamente 20 ml de ssi estéril. Ei
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volamen se llevo a 30 ml con ssi estéril, se envasé en frascos ampula y se

conservo a 40C, (Ver diagrama No. 1).

Para obtener los liposomas del tipo convencional (IT) se prepard una solucion de
lipidos igual que para los de fase reversa, que se esterilizé también por filtracion,
En un matraz estéril de 125 ml se colocaron 20 ml de la solucion y se conecté al
vacio para eliminar el disolvente, utilizando una trampa con algodon para
conservar la esterilidad. E! matraz se agitd constantemente para formar una
pelicula de lipidos sobre las paredes. Una vez que se evapord completamente cl
cloroformo se agregaron 10 ml de ponzoiia al | % estéril y unas perlas de vidrio,
también estériles, para facilitar el desprendimiento de la pelicula de lipidos, al
agitar el matraz. El inmundgeno se envasé en frascos ampula y se conservd a
40C, (Ver diagrama 2).

Estas fueron las cantidades con que se trabajd, pero el volimen de ponzoiia
estara siempre en funcioén de la cantidad que se utilizara para cada dosis y para
cada animal, por lo tanto se puede variar la concentracion de acuerdo a las

necesidades.
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DIAGRAMA No. 2
PREPARACION DE LIPOSOMAS. METODO 11
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3.3.2 Inmunizacion de los animales de experimentacién.

Para probar los inmunodgenos se utilizaron conejos y cabras, debido a que por ese
tiempo en todos los criaderos de conejos se presentd una epizootia de fiebre
hemorragica, solamente se pudieron inmunizar dos animales con el inmundgeno

preparado con liposomas de fase reversa.

Para la inmunizacién de caprinos se utilizaron 12 animales entre 25 y 30 Kg, de
mas de 2 afios de edad; a 10 se les aplicd la suspension de liposomas-
inmundgeno y el resto fue inmunizado con la ponzofia al | % adicionada de
adyuvante completo de Freund para la primera inoculacion, el inmundgeno con
adyuvante incompleto de Freund para la segunda, y después de la primera sangria
de prueba se inocularon con el inmunégeno adsorbido en gef de Al(OH)3. En las
tablas 1, 2, 3 y 4 se dan los datos del esquema de inmunizacion y sangrias de

prueba,
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TABLA 1
CALENDARIO DE INMUNIZACION PARA PRODUCCION DE
SUEROS HIPERINMUNES
DE ORIGEN CUNICULA CONTRA LA PONZONA DE ABEJA.

DIA CONEJO A CONEJO B OBSERVACIONES
Vol. Dosis Vol. Dosis -

ml { mg | DLso [ ml | mg { DLso

01 2.0 | 5.0 | 830 |ponzoiia+ ACF VSC
08 20 | 5.0 | 830 [ponzofia+ AIF VSC
13 1ra. sangria de prueba
15 10525 | 415 |05 25| 415 | L() VIM

17 2a. sangria de prueba

22 10525 415 10525 415 (L(HVIM

29 105125 415 {05425 1 415 [L(HVIM

36 1 05] 25 415 |05 )25 415 |L() VIM

43 10525 | 415 10525 415 [L()VIM

55 3a. sangria de prueba
57 | 05125 415 105 (25 415 |L()VIM
63 4a. sangria de prueba
65 11050 80 j1.0{50]| 830 |LHVIM
70 5a. sangria de prueba
72 11050 ] 80 |10 |50 80 |L(I)VIM
77 6a. sangria de prueba

79 1 101505 830 |1.0]50 | 80 |L()VIM

83 | 1.0 50 80 j101]50] 83 |L(H)VIM

87 7a. sangria de prueba
94 8a. sangria de prueba
101 Sangria a blanco de B
108 Sangria a blanco de A
CLAVES:

ACF : Adyuvante completo de Freund  VSC: Inoculacion subcutinea
AIF : Adyuvante incompleto de Freund SP : Sangria de Prucba
VIM : Inoculacién intramuscular  L(I): Liposomas del tipo(l)
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TABLA 2

CALENDARIO DE INMUNIZACION PARA PRODUCCION DE
SUEROS HIPERINMUNES DE ORIGEN CAPRINO CONTRA LA

PONZONA DE ABEJA.
10 cabras (C1 a C10) inmunizadas con liposomas
DIA | Volimen Dosis Observaciones
ml mg | DLso

01 2.0 0.1 ;166 [L{I)VSC

03 2.0 0.1 | 166 |L(1) VSC

06 2.0 0.1 {166 jL{DVSC

08 2.0 0.1 {166 |L{)VSC

10 2.0 0.1 {166 |L{HVSC

13 20 0.1 ]16.6 |L(I)VSC

15 2.0 02 [332 {L()VSC

171 20 0.2 (332 |L()VSC

28 1a. sangria de prueba

79 2.0 05 | 8 [L{NVSC

31 2.0 0.5 88 | L(I)VSC

34| 2.0 0.5 | 88 L) VSC

36 2.0 0.5 | 88 |LUNVSC

38 2.0 0.5 | 88 |LANVSC

4l 2.0 0.5 | 88 [L(il) VSC

43 2.0 0.5 88 | L(II) VSC 2a. sangria de prueba
. 166 { L(I) VSC

166 | L(II) VSC

1.0
; 1.0
51 2.0 1.0 | 166 | LA VSC
1.5 | 254 | L(1I VSC
15

254 | L) VSC

59 . 3a. Sangria de prueba

63 20 2.0 | 332 | L(InVSC

66 2.0 2.0 {332 |LANDVSC

73 20 50 | 830 ) L{IhVSC

80 2.0 10.0 | 1660 | L(1) VSC

87 2.0 100 | 1660 | L{11) VSC

94 4a. sangria de prueba

99 5a. sangria de prueba
CLAVES:

VSC: Inoculacién Subcutanea
} Liposomas del u{)
é ). Liposomas del tipo 11
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TABLA 3

CALENDARIO DE INMUNIZACION PARA PRODUCCION DE
SUEROS HIPERINMUNES DE ORIGEN CAPRINO CONTRA LA

PONZONA DE ABEJA.
2 Cabras (C11-C12) inmunizadas con adyuvantes de Feund y gel de AI(OH)
DIA | Volitmen Dasis Observaciones
ml mg | DLso
0l 2.0 1.0 | 166 |Ponzoiia + ACF VSC
07 2.0 1.0 166 | Ponzofia + AIF VSC
18 1a. sangria de prueba
19 2.0 2.0 | 332 |Ponzofia + AI(OH)3; VSC
21 2.0 2.0 | 332 |Ponzoia + Al(OH); VSC
24 20 4.0 | 664 | Ponzoiia + AI(OH)3 VSC
26 2.0 4.0 | 664 | Ponzoiia + Al(OH); VSC
28 20 40 | 664 |Ponzoiia+ Al(OH) VSC
31 2.0 8.0 | 1328 |Ponzoiia + AI{OH); VSC
33 2.0 8.0 [ 1328 (Ponzoiia + AI(OH)3 VSC 2a. sangria de pba.
35 2,0 8.0 | 1328 | Ponzoiia + AI(OH)3 VSC
38 2.0 8.0 | 1328 [ Ponzoita + AI(QH)s VSC
40 | 20 8.0 | 1328 | Ponzofia + AI(OH): VSC
42 2.0 8.0 | 1328 | Ponzoiia VSC
45 2.0 8.0 | 1328 | Ponzoila VSC
47 20 8.0 | 1328 | Ponzoiia VSC
49 2.0 8.0 | 1328 | Ponzoiia VSC 3a. sangria de prueba
63 2.0 10.0 | 1660 { Ponzofia VSC
70 2.0 10.0 | 1660 | Ponzoiia VSC
84 4a. sangria de prueba
89 5a. sangria de prueba
CLAVES:

VSC: Inoculacion Subcutanea
AlF: Adyuvante Incompleto de Freund
ACF: Adyuvante Completo de Freund
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TABLA 4

CALENDARIO DE INMUNIZACION PARA PRODUCCION DE
SUEROS HIPERINMUNES DE ORIGEN CAPRINO CONTRA LA

PONZONA DE ABEJA.
10 Cabras (C1 a C10) inmunizadas con liposomas
DIA | Voliimen Dosis Observaciones
ml mg_| DLso

135 20 15.0 | 2540 | L(1) VSC

139 2.0 30.0 | 4980 | L(II) VSC

143 2.0 30.0 | 4980 | L(II) VSC

150 6a. sangria de prucba

160 | 2.0 200 | 3320 [L(N VSC

163 2.0 20.0 | 3320 j L(Iy VSC

167 2.0 20.0 | 3320 | L(I) VSC

174 7a. sangria de prueba
2 Cabras (C11-C12) inmunizadas con liposomas
DIA | Volimen Dosis Observaciones
ml mg | DLso

125 20 15.0 | 2540 [L(ny vsc

129 2.0 30.0 | 4980 | L(Il) VSC

133 2.0 30.0 | 4980 | L{UD) VSC

140 6a. sangria de prucba

150 20 30.0 | 4980 | L{II) VSC

153 2.0 40.0 [ 6640 | L(I) VSC

157 2.0 50.0 | 8300 [L(l) VSC

164 7a. sangria de prueba

CLAVES:

VSC: Inoculacion Subcutinea
L(H): Liposomas del tipo {1
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3.3.3 Titulacion de anticuerpos

Inmunoprecipitacion.

Como pricba presuntiva de la respuesta inmune, los sueros de los animales se
estudiaron por precipitacion en gel de agarosa, utilizando la técnica de doble
dilusion de Ouchterlony con los pozos en roseta. La ponzofia completa al 1% se
colocod en ¢l pozo central, los pozos de la periferia se Henaron con suero de los
animales, probando las diluciones 1:1, 1.2, 1:4, 1:8, 1116 y 1:32, las placas se
dejaron durante 24 horas a 280C. Al cabo de este tiempo se realiza la lectura para

vhservar bandas de inmunoprecipitacion en el gel.

I'sa misma téenica se empled para probar los sueros contra la ponzoiia
mactivada (Anaveneno) y para las fracciones separadas por dialisis, para observar
las bandas al principio de la inactivacion y seguir el proceso, tanto en la ponzoiia

total, como en ambas fracciones obtenidas.
Ttulacion de la inhibicion del poder hemolitico.

Para esta prueba se mezclaron 0.25 ml del suero de los animales inmunizados con
025 ml de la ponzoiia de abeja diluida en incrementos de 2, desde 1:1,000 hasta
11,024,000 y se llevo a un volamen final de 1.0 ml. Estas mezclas se dejaron 60
minutos a temperatura ambiente para permitir la neutralizacion y a cada tubo se le
adiwionaron 0.1 ml de eritrocitos equinos, previamente lavados y ajustados al 2%.
Se dejaron interaccionar durante |5 minutos a temperatura ambiente. En la
prueba se incluyo un testigo negativo constituido por 0.75 ml de ssi, 0.25 ml de

ponzoda al que se afadio 0.1 ml de eritrocitos, en este tubo se presentd hemolisis
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completa, Los tubos se centrifugaron a 3,000 rpm durante 10 minutos para
facilitar la lectura. El titulo de anticuerpos neutralizantes presentes lo dio el tubo
con la maxima concentracion de la ponzoiia que mostr inhibicion completa de la

hemalisis.
Titulacion de la inhibicion de la actividad de la fosfolipasa.

Las mezelas de suero inmune y ponzona se prepararon en la misma forma que
para Ja prucba de inhibicion de Ia hemolisis y se dejaron interaccionar 60 minutos
a temperatura ambiente. En seguida se adiciono a cada tubo 0.1 ml del sustrato de
vema de huevo preparado como se describio anteriormente y las mezclas se
dejaron 15 minutos a temperatura ambiente. Se incluy un testigo para facilitar la
lectura constituido por 1.0 ml de ssi y 0.1 ml del sustrato. Después del periado de
icubacion se realizaron las lecturas. El titulo de anticuerpos correspondio al tubo

cuya turbidez era exactamente igual al testigo.
Determinacion de la Dosis Efectiva Media 50 (DEsq)

Para esta prucba se prepararon mezclas con 3.0 ml del suero de los animales
nununizados y 0.5 il de ponzoiia conteniendo 21 DLsg. Esta mezcla sc dejo 60
nunutos a temperatura ambiente para permitir la neutralizacion de la ponzoiia y se
mocularon 0.5 ml por animal a 6 ratones de 18 a 20 g de peso, que se dejaron en
observacion durante 24 horas, Paralclamente se inocularon 6 ratones
respectivamente con diluciones de la ponzoiia para validar la DL5g. En las tablas

5 v 6 se explican los caleulos realizados para la determinacion de ambas dosis.
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TABLA #5  PRUEBA DE POTENCIA DE LA PONZONA (DLsu)

Dil mg S M Sa Ma % Mort.

1:50 | 010 | 0 6 0 19 19/19=100.0%

1:60 [ 008 | 0 6 0 13 13/13=100.0%

1:70 [ 007 | 2 4 2 7 19=17.8%

1:80 | 006 | 4 2 6 3 39=33.3%

1:90 | 0.05 5 | I | 1/12=8.3%
63.6-50.0

log DLsu = log 80 + - —— (log 1.14) = 1.9031 + [(0.3029)(0.0569)]

63.6- 18.7

log DLso = 1.9031 + 0.0172 = 1.9023

s ¢l antilog DLso = antilog 1.9023 tenemos que: DLso = 88/0.5ml ya que a cada
animal se le adminsitrd 0.5 ml, por lo tanto la potencia es: 166 DLso/ml. Como la
concentracion es de ng/ml en esta prueba la potencia es de: 166 DLsv/mg.

TABLA #6  PRUEBAS DE POTENCIA DEL SUERO.(3DLso POR RATON)
Dil. del Dil. de la S M Sa Ma % Sobrev.
suero ponzoiia
1113 1:50 0 6 0 6 0/06=0.0
1:2.0 1:50 0 6 0 12 0/12=0.0
1:3.0 1:50 0 6 0 18 0/18=0.0
1:4.3 1:50 0 0 0 24 0/24=0.0
1:6.6 1:50 0 6 0 30 0/30=0.0
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CAPITULO 4
RESULTADOS OBTENIDOS

Tomando como base Ia literatura consultada, se inmunizaron dos conejos con los
esquemas que se dan en el capitulo anterior. Desde el treceavo dia se comenz6 a
determinar la presencia de anticuerpos en el suero, siendo ésta negativa, en tanto
que en la segunda sangria -diesicicteavo dia- ya se¢ observd la formacion de
bandas de inmunoprecipitacion, en nimero de seis. En la grafica #1 se muestran
los titulos obtenidos en las nueve sangrias de prueba cfectuadas. El titulo se

expresa como la reciproca de la maxima dilucion que di6 resultados positivos.

Como se puede apreciar hay un aumento en la produccion de anticuerpos contra
fa ponzoda de abeja conforme pasa el tiempo, aunque practicamente no se
meremento la cantidad de inmunodgeno. El conejo B es el que presenta una mejor
respuesta final, aunque responde de manera mas retardada que el A. El conejo B
presento um; baja de anticuerpos en la tercera sangria, donde en cambio el conejo

A mantuvo la respuesta.
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GRAFICA #1 TITULOS DE LOS SUEROS DE
CONE]JO. PRECIPITACIONES EN GEL
(PONZONA TOTAL)
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l.a Grafica #2 muestra la capacidad del suero para inhibir la hemdlisis, en donde
s¢ puede apreciar que los anticucrpos logran neutralizar a la ponzoia diluida
1732,000 que en la grifica se representa como 4.5 (-log de la dilucion). Se aprecia
que la capacidad de los sueros de cada conejo para inhibir la hemolisis no
mantienen un comportamiento similar, donde se observa que en ambos animales
un cambio despucs en la tercera sangria, en ¢l concjo A se mantiene un poco mas

que el conejo B. (dia 103)

Iin fa grifica #3 sc muestra la potencia de los sucros de los conejos para
neutratizar la actividad de Ia fosfolipasa. En el conejo A se obtiene respuesta en
la segunda sangria, ¥ disminuye en la cuarta, aumentando conforme se avanza en
Iy inmunizacion. £l conejo B presemta respuesta en la sepunda sangria y
disminuye en la tercera, en la cuarta, quinta y sexta regresa al nivel de la segunda
para aumentar en las siguinetes. En ambos casos se logra obtener uma
neutralizacion hasta la dilucion 1/32,000, al igual que en la imhibicion de la

hemalisis.

Fn las tres grificas se puede observar que los animales muestran una respuesta
significativa al ser inoculados con la ponzoiia encapsulada en liposomas. Al
ubtener el titulo de inhibicion mas alto a los tres meses se procedio a la sangria de

cosecha, tal y como se indica en ¢l esquema de inmunizacion.
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GRAFICA #2 TITULOS DE LOS SUEROS DE
CONE]O. INHIBICION DE LA HEMOLISIS
(PONZONA TOTAL)

-log de dil. (1/X) de la ponzona
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GRAFICA #3 TITULOS DE LOS SUEROS DE
CONE]JO. INHIBICION DE LA FOSFOLIPASA
(PONZONA TOTAL)

-log de dil. (1/X) de la ponzona
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Para disponer de un inmundgeno menos agresivo para los animales de
experimentacion se intentd obtener el anaveneno, utilizando la metodologia que
se emplea para los toxoides bacterianos. En la grafica #4 se muestra la actividad
hemolitica de las fracciones de bajo peso molecular y de alto peso molecular, asi
como ¢! efecto del tiomersal que se plancod utilizar como conservador. Como
puede apreciarse tanto con la adicion de glutaraldehido como con la formalina y
¢l tiomersal se inhibe drasticamente la actividad hemolitica de la fraccion de bajo
peso molecular, en tanto que estos compuestos no tienen cfecto sobre la fraccion

de alto peso molecular.

Al principio de la inactivacion se observaron bandas de inmunoprecipitacion y
posteriormente se encontrd que estas fracciones, después del tratamiento, no
iteraccionaron con el suero de los concjos inmunizados con la ponzofia nativa,
lo que demuestra que el producto se desnaturalizo completamente. Con las
ltucciones sc obtuvieron bandas menos definidas y en menor nimero que con la

porzoiia total sin tratamiento.

Por lo que respecta a la actividad de la fosfolipasa A2 de las fracciones tratadas
en la misma forma, como sc observa en la grafica #5 la actividad de la de bajo
peso molecular se inhibio casi totalmente y la de alto peso molecular fue

completa. En este caso también se comprobo la pérdida de especificidad.
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GRAFICA #4 ACTIVIDAD HEMOLITICA DE
LAS FRACCIONES DURANTE LA OBTENCION
DEL ANANVENENO

ACT. HEMOLITICA

Total
Parc.| .-
! / / /
Y% '
|
Ning../” /
v i T T 1
0 1 2 3 24 25 26 27 72 96 120 144 216
HORAS

FBPM (FRACCION DE BAJO PESO MOLECULAR)
FAPM (FRACCION DE ALTO PESO MOLECULAR)
T=TIOMERSAL G=GLUTARALDEHIDO F=FORMOL
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GRAFICA #5 ACTIVIDAD FOSFOLIPIDICA DE
LAS FRACCIONES DURANTE LA OBTENCION
DEL ANAVENENO

ACT. FOSFOLIPIDICA

Total

Parc. -

T /
B 77
Ningl, T T T T T T T T T T
0 H 2 3 24 25 26 27 72 96 120 144 216
HORAS

FBPM (FRACCION DE BAJO PESO MOLECULAR)
FAPM (FRACCION DE ALTO PESO MOLECULAR)
T=TIOMERSAL G=GLUTARALDEHIDO F=FORMOL
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Considerando que posiblemente la inactivacion y desnaturalizacion de la ponzoia
s¢ debio a la concentracion de los agentes quimicos utilizados, se procedio a
probar diversas concentraciones del glutaraldehido: 0.00625, 0.0125 y 0.025
mol/i con ambas fracciones. Como se muestra en las graficas #6 y #7 la
mactivacion se produjo a las 24 horas tanto en la poder hemolitico como de
fosfolipasa A2. Tomando en cuenta lodos estos resultados se decidio no emplear

¢l anaveneno como inmundgeno, ni el tiomersal como conservador.

49



GRAFICA #6 ACTIVIDAD HEMOLITICA DE
LAS FRACCIONES DURANTE LA OBTENCION
DEL ANAVENENO

ACT. HEMOLITICA

T
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FAPM (FRACCION DE ALTO PESO MOLECULAR)
G=GLUTARALDEHIDO (#.###)=CONC.



GRAFICA #7 ACTIVIDAD FOSFOLIPIDICA DE
LAS FRACCIONES DURANTE LA OBTENCION
DEL ANAVENENO

ACT. FOSFOLIPIDICA

HORAS

FBPM (FRACCION DE BAJO PESO MOLECULAR)
FAPM (FRACCION DE ALTO PESO MOLECULAR)
G=GLUTARALDERIDO (#.###)=CONC.
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El titulo de anticuerpos obtenido en las doce cabras, se midié por el método de
inmunoprecipitacion de Ouchterlony. Los resultados se muestran en las graficas
#8 y H8A para los animales inmunizados con liposomas, donde las cabras 2, 3 y
10 alcanzaron en la Gltima sangria, a los 174 dias del esquema de inmunizacion,
cl titulo de 1:32. En la grafica #9, para cabras inmunizadas con adyuvante de
Freund e hidroxido de aluminio, ambos animales, 11 y 12, alcanzaron el titulo de
1:32 a los 164 dias, correspondientes a su altima sangria. En el resto de los
animales de ambos esquemas, se obtuvieron titulos mas bajos y variables, La

prifica #10 presenta reunidos los titulos de los animales en estudio.

En estos mismos sueros se probé su capacidad para inhibir la hemdlisis. Los
resultados se muestran en las graficas #11, #11A y #12, donde se presenta el
mismo arreglo que en las graficas anteriores. El titulo de inhibicion en todos los
animales mostré variaciones errdticas, a excepeion de la cabra 5, en la que si no
se foma en cuenta la segunda sangria, el titulo fue en aumento. En el resto de los
animales unas veces bajo y otras subid de sangria a sangria, sin que se tenga una
explicacion para ello, pues este comportamicnto no se observa con otros
inmunogenos, posiblemente ¢l fenomeno se deba a variaciones en los eritrocitos
pero no podemos explicar cuales variaciones. La grafica #13 presenta juntos los

resultados de los doce animales.

En cuanto a la inhibicion de la actividad de la fosfolipasa A2, graficas #14, #14A
y #135, los titulos de inhibicion encontrados son menos erraticos que la inhibicion
de la hemolisis, pero también se observan valores mas altos y mas bajos.
Solamente las cabras 2 y 4, en el esquema de liposomas, y la cabra 12, del
esquema de adyuvante de Freund ¢ hidroxido de aluminio, muestra una actividad

homogénea. La grafica #16 muestra los resultados de todos los animales.
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GRAFICA #8 TITULOS DE LOS SUEROS DE CABRAS
INMUNIZADAS CON LIPOSOMAS. PRECIPITACION EN GEL.
(PONZONA TOTAL)
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GRAFICA #8A TITULOS DE LOS SUEROS DE CABRAS
INMUNIZADAS CON LIPOSOMAS. PRECIPITACION EN GEL.
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GRAFICA #9 TITULOS DE LOS SUEROS DE CABRA
INMUNIZADAS CON ADYUV. DE FREUND E Al(OH) 5 .
PRECIPITACION EN GEL. (PONZONA TOTAL)
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GRAFICA #10 TITULOS DE LOS SUEROS DE CABRA.
PRECIPITACION EN GEL. (PONZONA TOTAL)
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GRAFICA #11 TITULOS DE LOS SUEROS DE CABRAS
INMUNIZADAS CON LIPOSOMAS. INHIBICION DE LA
ACTIVIDAD HEMOLITICA DE LA PONZONA TOTAL.
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GRAFICA #11A TITULOS DE LOS SUEROS DE CABRAS
INMUNIZADAS CON LIPOSOMAS. INHIBICION DE LA
ACTIVIDAD HEMOLITICA DE LA PONZONA TOTAL.

-Log de dil. (1/X) de la ponzona
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GRAFICA #12 TITULOS DE LOS SUEROS DE CABRAS
INMUNIZADAS CON ADYUV. DE FREUND E Al(OH) 5. INHIB.
DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA DE LA PONZONA TOTAL.
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INHIBICION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA DE
LA PONZONA TOTAL.

GRAFICA #13 TITULOS DE LOS SUEROS DE CABRAS
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GRAFICA #14 TITULOS DE LOS SUEROS DE CABRAS
INMUNIZADAS CON LIPOSOMAS. INHIBICION DE LA
ACTIVIDAD FOSFOLIPIDICA DE LA PONZONA TOTAL.

-Log de dil. (1/X) de la ponzoha
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GRAFICA #14A TITULOS DE LOS SUEROS DE CABRAS
INMUNIZADAS CON LIPOSOMAS. INHIBICION DE LA
ACTIVIDAD FOSFOLIPIDICA DE LA PONZONA TOTAL.
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GRAFICA #15 TITULOS DE LOS SUEROS DE CABRAS
INMUNIZADAS CON ADYUV. DE FREUND E Al(OH)3. INHIB.
DE LA ACTIV. FOSFOLIPIDICA DE LA PONZONA TOTAL
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GRAFICA #16 TITULOS DE LOS SUEROS DE CABRAS.
INHIBICION DE LA ACTIVIDAD FOSFOLIPIDICA
DE LA PONZONA TOTAL

-Log de dil. (1/X) de la ponzona
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Finalmente, en la grafica #17 se muestra la estabilidad de la ponzofia hidratada
almacenada a 4°C, aqui se puede apreciar que dentro del primer mes la potencia
no decrece en forma drastica pero que posteriormente va perdiendo actividad en

forma lineal.

Después de probar los titulos de inhibicion "in vitre" se procedio a determinar la
dosis efectiva media (DEs() en mezclas de alicuotas de los sueros que dieron los
titulos mas altos de inhibicion de la hemdlisis y de la actividad de la fosfolipasa.
En estas pruebas no se obtuvo proteccion ya que todos los ratones inyectados con
las mezclas que contenian desde 3 DL50 murieron. Con estos resultados
negativos se demuestra que la respuesta inmunolégica no genera anticuerpos

neutralizantes de la actividad toxica de! inmunogeno.
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GRAFICA #17 ESTABILIDAD DE LA
PONZONA DE ABEJA, DOSIS LETAL 50
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DISCUSION

Al analizar en su conjunto los resultados obtenidos se pueden desprender varios
hechos relevantes en relacion al inmunogeno y a la respuesta de los animales de

experimentacion:

Los titulos de inmunoprecipitacion no muestran concordancia con los de

inhibicion de la hemolisis ni de la actividad de la fosfolipasa.

£l hecho de haberse obtenido titulos errdticos en las pruebas de inhibicion a lo
largo del esquema de inmunizacion demuestra que ambas pruebas ticnen un gran
factor de error, por la cantidad de variantes, y por lo tanto no son reproducibles,
ya que no era de esperarse que entre sangria y sangria se obtuviera un descenso,
posteriormente un ascenso subito o bien un titulo idéntico. Como ¢jemplo
podemos analizar los titulos obtenidos en la cabra 4 en donde la actividad de
inhibicion de la fosfolipasa muestra una pendiente linear, da resultados poco
constantes de inhibicion de la hemdlisis y no dié resultados positivos en la
inmunoprecipitacion. En la cabra 2 se encontr6 un buen titulo de
inmunoprecipitacion e inhibicion de la hemdlisis y de la fosfolipasa aceptables.

Con solo estos dos ejemplos se pueden comprobar las aseveraciones anteriores.

Por lo que respecta a las cabras testigo 11 y 12 que fueron inmunizadas con el
adyuvante de Freund y la ponzofia adsorbida en geles, el patron de
comportamiento fue semejante al de los diez animales que recibieron la ponzoiia
en liposomas, a pesar de que se les aplicé una cantidad mayor de ponzoia. Lo
anterior sc explica porque la ponzoiia ¢s un inmundgeno pobre y en estos casos cl

cmpleo de diferentes adyuvantes no mejora la inmunogenicidad.
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El hecho de que la ponzoiia es un inmunogeno que no induce anticuerpos
neutralizantes quedo demostrado al tratar de determinar la DE5( en las mezclas
de los sueros que habian dado los titulos mds altos "in vitro" y al obtener

resultados negativos de proteccion.

La discrepancia entre el hallazgo de titulos de inhibicion de la actividad
hemolitica y de la actividad de la fosfolipasa, y no haber encontrado poder
protector "in vivo" demuestran que en la ponzoila de abeja a pesar de que se
neutralice la accién de la melitina y/o de la fosfolipasa A2, contienc otros
componentes toxicos que no son inmunodgenos y por lo tanto no fueron

neutralizados al tratar de determinar la DEs(.

Para demostrar lo anterior seria interesante continuar este estudio separando la
mayor parte de los componente de la ponzoita de abeja y estudiandolos por

separado para dilucidar cuales son inmundgenos.

Sin embargo, es necesario recordar que ésta ponzoila induce estado de
hipersensibilidad, con reaccion de tipo inmediato, en un gran nimero de personas

y que es de tal magnitud que con cierta frecuencia se producen desenlaces fatales.



CAPITULO §
CONCLUSIONES

1.- La ponzoiia de abeja es un inmundgeno muy pobre a pesar de que se aplique
encapsulada en liposomas, adsorbida en el adyuvante completo de Freund, o en

geles de hidroxido de aluminio, ya que no da una respuesta de proteccién.

2.- La melitina y la fosfolipasa A2 tienen actividad inmunogena pero la respuesta
no es de proteccion y los titulos de anticuerpos, medidos por las pruebas de
inhibicion de la hemolisis y de la actividad de la fosfolipasa A2 son muy variables

en el curso del esquema de inmunizacion.
3.- Ademas de estos dos componentes, que fucron los estudiados en el presente
trabajo, la ponzofia tiene otros componentes toxicos no inmundgenos, lo que

explica que al tratar de determinar la DE5q, no se demostré poder protector.

4.- Todos estos hallazgos ltevan a la conclusién final de que no es posible obtener

un suero contra la ponzofia de abeja.
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