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11'1'11tODUCCION 

l. l PLAN'l1CAlllENTO DZL PROllU!:llA 

Actualmente en el lnsUtuto Nacional de Htg:tcne para la dctermlnadón de la potencia del suero 

equino anUalacrán 8C lleva a cabo la prueba de dosis efectiva al 50% (DE50), la cual rcquterc el uso 

de ratones (cepa NIHJ, presentando clota.s desventajas, tales como: 

- Requerir blotenos 

- Consumir mucho tiempo 

- Tener alta vartabilldad blológtca 

-Alto costo 

Por Jo tanto, en el presente trabajo ec propone el desarrollar pruebas de potencia ln vttro. que aean , 

nlpJdas, reproducibles, scncll1as y económicas, a fin de poder emplearlas como pruebas 

aemtcuantttattvas o cuantitativas para el control de calldad durante el proceso de producc16n de 

dicho suero hipcrtnmune. 

Las pruebas de potencia !!Ll2!!Q que se proponen son: 

- Contrainmunoclcctroforcsla CCIE) 

• lnmunodlfustón radial simple (IDRS) 

- lnmunodlfuslón doble (Prueba de Ouchterlony, IDO) 

• Prcclpltadón en capilar (Pp capilar) 



Las cuales son ecnctllas, no requieren nJ matcrtal nt rcacUvos de dUJcll acceso, ocupan un espado 

rcducldo, proporcionan resultados en un tiempo menor que las pruebas~y se ellmina el nesgo 

de varlabllldad blológJca. 

Ademáa, si estas pruebas se llegan a aceptar en un futuro, serán de gran ayuda para detennlnar 

con exactitud cuál es el momento óptimo para sangrar a los caballos Inmunizados. 

Cabe mencionar que no se pretende susUtutr a las técnJcas actuales (técnicas Jn vtvo), como 

métodos de control para producto final, ya que éstas son oficlalcs y no pueden ser sustituidas por 

proccdJm.lentos no oficiales; lo que se pretende es Implementar alguno de los métodos In vttro 

propuestos como instrumentos de control durante el proceso de producción del suero equJ.no 

aotlalaaán. 

1.2 OB.IB'llVOS 

l. Dcsam>Uar pruebas de potencia .!!u!!!!! para el suero antlalaa-án que sean reproducibles, 

rápldaa, eendllas y económicas pera su futura apllcaclón en trabajos rullnartos. 

2. Dctcrmtnar al existe o no correlación entre las pruebas de potencia In vtvo e In yttro y 

establccc:r cuál de ellas es la mala convenJente. 

2. 



1.3 IDPOTE818 

Las pruebas decontraJrununoctcctrororcslsc J..omunodtfustón radial simple se han empleado para 

evaluar la potencia de vacunas y sueros como los antlrré.btcos con buenos resultados, por lo que es 

posJblc suponer que también se pueden apllcar con los mismos fines para la evaluación de la 

potencia de suero equino antlalacrán nu. 

SJ lBB pruebas de contralnmunoclcctroforesls e tru:nunodi!uslón rad.Jal simple han funcionado en 

Ja medJdón de potencia de vacunas, entonces otras pruebas ~ basadas en rca.cctones de 

precipitación también deben proporcionar buenos resultados. 

CJcrtos estudios n:Qcjan que los alacranes del género Centrurotdes contienen diversas toxtnaa, 

por lo que se espera obtener más de una banda o halo de prcclpltaclón en los estudios de dJ!ustón 

en agar 1s. 10. 1a.1e. 17, 111. 

3. 
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2.1 ALACRANlllllO 

El alacran1smo es un serlo problema de salud pública ortgtnado por la picadura de alacranes, en 

varios países del mundo, que afecta a grandes núcleos de población, tanto en el medJo rural como 

en el urbano, ocasionando aún en nueatros días considerables tasas anuales de morbllldad en 

algunas zonas de la República Mexicana 111
• 

7.a. 'º'· 

En México, cada año más de 100, 000 personas son picadas por alacranes, en donde &e han 

encontrado aproximadamente 134 especies o subcspccles, pero sólo 6 u 8 de ellas son Importantes 

por los clatios que ocastonan a la salud; las dos subespectcs más pcUgrosas en Módco son 

Ccntruroklcs ~ llmpklus y Ccntruroklcs llmpldus ~ 11· 11· e. 111, 

En México, el género Ccntrurotdescomprcndc una amplia dJstr1buc16n gcográ.Oca. habiéndose 

oon~slderado hlstórtca.mente que las zonas de mayor riesgo son Durango y Colima. La d1str1budón 

geográfica de los alacranes en México ec puede obsc:rvar en ta figura 1 ui.e.a. u1. 
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2.1.l GENZRAUDADE8 DEI. VENZNO DE ALACRAN 

COllPOSICIOlll Ql!DllCA 

El cstudJo de los venenos de alacnin ha contrtbufdo para la elaboración de antisucros 

espccf.Ocos y que contrarresten el envenenamiento 171, 

El veneno de los alacranes de la Camilla Buthtdac (a la cual pertenece entre otros el género 

Ccntruroldcsl está compuesto en su mayoría por polip6ptidos neurotóxtcos constituidos por 60 • 70 

amtnoácldos unJdoscntrcsf por cuatro puentesdJsulfuro con un peso molecular aproximado de 7000 

daltons y que inducen la despolarización de la unión a los canales de sodio de las membranas 

excitables. El veneno es una sustancia poco Ou(da. opaca, opalescente y con pH alrededor de 7.0. 

Las técnicas más usadas para obtener el veneno son por cst:imulaclón eléctrica del tclson (últtmo 

ecgmento del postabdomcn del alacrán), o por trituración de los tclsones en un mortero con solución 

sallna seguida de filtración Y centrlfugaclón 111.1, i2. i•.11. ie. 111.201. 

CARAC'n:RIZACION nBIOLOOICA, ACCION Y BINTOllATOl.OGIA 

La respuesta del organtsmo provocada por el veneno de alacrán no se debe del todo al 

efecto dJrecto de sus componentes. El veneno maniflesta su acción Uberando algunos componentes 

celulares (aCdón autofarmacológtca) 171, 

La picadura en humanos por alacranes del género Centruroldes en el continente 

Amel1cano desarrolla síntomas potencialmente letales debidos a la acción del veneno sobre el sistema 

nervioso autónomo (simpático y paraslmpáttco) y los órganos vttales, provócando un intenso dolor, 

6. 



adormecimiento provcnJentc del sitio de la picadura, ltnfadenJUs Un.Oamactón de los ganglios 

ltnfátlcos), parállsts motora ascendente con convutstones, pulso rápido, sallvactón cxcestva, eed y 

disuria extrema (dotar y molestia al orinar), lrrltabllJdad, altc:ractones de la temperatura, además de 

desórdenes cardJovascularcs, respiratorios y gástricos principalmente (dolor epigástrico debido a una 

pancrcatltls aguda)17. 14, us. 251. 

Por lo que respecta al tratamiento por picadura de alacrán, tntcJalmentc se debe retardar 

la expansión del veneno a partir del stuo de la plcadura mediante la apltcadón de un tcmjquetc 

temporal (sln Incisión) y enft1amtento prolongado, pero no excealvo oon paquetes de blclo. En muchos 

patsea seapllca el anttsucro corrcspoodtente porvfa Intramuscular asociada con un ant1htstamíntco 

para preycntr la reacción alérgica. aunque la mayor llmttante del uso del suero anttalacrán es la 

prcaencta de la reacción all:rgtca por proceder de suero equino y por ese motivo se combina con un 

antihtstaminJco. atln cuando actualmente el suero antialacrán se elabora mediante un proceso de 

purtflcaclón y dJgcsttón enzimática que dtsmtnuye la rcacclón alérgica. El tratamiento de soporte 

consiste .lnJcJalm.entc en lnftltrar a través de la picadura una solución de procafna al 2% que 

contenga eptnc1i1na 1: 1000 para mttlgar el dolor, posteriormente administración parcntcral de 

soludonesde glucosa y amtnoá.ctdos. El shock se debe tratar con soluciones parcntcralcs, lncluycnd.o 

plasma sanguíneo ª·°' 251
• 

7. 



2.:1 SUERO ANnALACRAl'l 

2.2, l HISTORIA DEL SUERO AN'nALACRAl'l EN MEXlCO 

En 1896 calmcttc estableció la técnica de preparación de sueros antlofidJcos (un suero es una 

fracción de plasma sangulnco que permanece en estado liquido después de la coagulacJónJ, 

concluyendo que el veneno de cobra Ucnc propiedades anUgénlcas al Igual que las toxinas diflé:ica 

y tetánica 171• 

En una época se supuso que los sueros anUofidJcos pod!an neutralizar venenos de serpientes y de 

alacranes, pero Vital Brazll fue quien demostró que los sueros europeos no ncuttallzaban los venenos 

de serpientes sudamc:r1caoas 17
• 

131
• 

Finalmente, se aceptó que los sueros antlofidlcos son cspectOcos y ncutralJ.zan ún1ca.mcntc 

los venenos que han servido de antígeno en su preparación y de acuerdo con esto, se consideró la 

postbllidad de que el veneno de alacrán pudiera tener proplcd~dcs anugénlcas, además de su acción 

tóxtca, comenzando así la búsqueda para preparar el primer suero anttalacrá.n 1151
• 

En México, el primer suero anuaiacrán se preparó en 1904 en el Jnsututo Médico Nacional 

de Médco por el Dr. Daniel Vcrgara Lopc. habiendo inyectado perros con glándulas venenosas de 

alacrán en maceración gUCCT1nada 115
'. 

Postcrtormcnte, en 1926 en Duranga tnJctaron la inmunJzactón de caballos, de acuerdo con 

la técnica del Dr. VJtal Brazll aplicaron 24 Inyecciones de glándulas de alacrán en solución salina con 

intervalos de 3 a 5 días entre una y otra. La inyección Inicial fue de 0.6 d.e glá.ndulay la última de 

8. 



350 glándulas: 12 dlas después de la lnycccJón, se sangró al caballo , se separó el suero y se tituló, 

habiendo encontrado que neutralizaba. el veneno de B gtándulaa/mJ y finalmente se mandó una 

muestra al Director del Instituto Nac.tooal de Htgtene, para que a partir de ese momento, éste se 

encargara de la producción del suero anUalacrán 17• 151• 

2.2.2 PRODUCCION DEL SUERO AN'IULACRAN 

OBn:NCION DEL PLASMA EQUINO 

El plasma equino se obtiene de acuerdo con el siguiente diagrama: 

_, 
9. 



2.2.2.2 FRACCIONAlllJ!:NTO, ENVASE Y LIOl'ILIZACIOl'l 

Este proceso se lleva a cabo de acuerda con los siguientes diagramas: 

J, --
--

1 
1 ~·------

--.... -
.... _ 

p11.am...a...-... ---------

10. 



-
----

------

v.a........._c--.,......., --­............. ~ ------
---.... ---~ .............. ,_ 

Las pruebas de potcncJa para sueros beterólogos se realizan tn vtvo; una de 1atJ razones 

principales por las que se desea Implementar pruebas de potencia In Vltro es eJJmluar la d111cultad 

cxiatcntcalextrapolarcspectesnohumanasconespedcshumanas,ademásdequescdcseaclimtnar 

el sufr1mlcntoyla muerte de losanlmales. En reaUdadcnel caso del suero ant:lalaatln &:tas no han 

sJdo muycstud.tadas, ya que se llevó a cabo una n:vtal.ón btbliogránca exbausttva de 1983 a la fecha, 

y sólo ac cuenta con 2 cstudJos rclaclonados con el tema. Las prueba.a de potencia tn vttro miden el 

11. 



decremento de una actlvfdad cspccffica de una cantidad dada de veneno mezclada con canUcladcs 

ascendentes de anUsucro. SJ los métodos ~ miden la capacidad de salvar vtdas con una 

precis1ón similar a la que se obtiene con los métodos~. entonces existe una razón importante 

para climlnar el continuo uso de animales 13
• 

4
• ª· 241

· 

La preservación de la potencia de los anUsucros depende principalmente de la formula.ctón 

ruqutdo, seco o liorutzado en Viales de vidrio sellados o en viales con tapón de bulc) 131 

12. 





3.1 DIAGRAMA G&llfl:llAL 

---
---

CINT&JPUOACION 

CIE = Contra!nmunoelcctroforcats 

IDRS • lmunodlfuslón Radlal Simple 

IDD • Inmunodll\lslón Doble 

Pp Capilar = Prec:lpltacldn en capilar 



3.1.1 DIAGRAllA CON"IBAINllU1'IOZUCC'l1lOl"ORSSIS (CIZ) 

Cubrir placas de vidrio con agarosa al 1. 1 % en sol. amortiguadora 

de barblluratos 

Dejar solldlflcar la agarosa y hacer 3 hileras de 6 horadaciones cada 

una 

Colocar en S pozos de la hilera central 20µ1 de veneno polivalente de 

alacrán 

Colocar en los 5 pozos laterales 24, 22, 20, 18 y 16 µl de suero 

anttalaaán 

Colocar en el pozo central de la 1llt1m.a hilera 3 Lf de toxolde tctánlco 

y en los laterales 3 Lf de antitoxina tetánica (control positivo) 

Dejar correr a 15 mA por dos horas 

Lavar y telilr 

Observar las bandas formadas y determinar el título del suero 

14. 



3, 1,:1 DIAGRAMA DE INllUNODIFUBION RADIAL SIMPLE (IDRS) 

Mezclar 3 frascos de suero de cada lote y rchldratar con 1 ml. 
de soluct6n salina 

FundJr la agarosa al 2% y mantenerla a 56ºC 

Preparar una dilución de veneno que contenga 12,5 D~ de 

vcncno/ml. de mezcla de agarosa·vcneno 

Mezclar 3 m.l. de agarosa al 2% + 1 ml. de veneno diluido e 
incubar a 56ºC 

Colocar 4 ml. de la mezcla sobre un portaobjetos 

Dejar solidificar 

Hacer 6 horadaciones de 3 mm de diámetro cada una 

Colocar 39, 36, 33, 30 y 27 µl de suero en los pozos 

rcspecUvam.cnte 

Dejar difunflr durante 24 horas a temperatura ambtcntc 

Lavar y teñir 

Medir dlámelro, graflear y calcular potencia 

15. 



3.1.3 DIAGRAMA DE INMUNODJFUSION DOBLE (PRUEBA DE OUCH'l1!:RLONY. IDD) 

Mezclar 3 frascos de suero + l ml de sol. salloa 

Colocar 4 ml de agarasa al 1% en un portaobjetos limpio y 

desengrasado 

Pracucar una horadación central y 6 nlrcdcdor de ésta de 3 mm de 

diámetro 

Colocar en el pozo central 12.5 DL...o de veneno 

Colocar en los JX>zos laterales 39, 36, 33, 30 y 27 ¡d de auero 

Dejar dJiundir durante 24 horas a temperatura ambiente 

Tcfür 

Observar e interpretar 

16. 



3.1.4 DIAGRAMA DE PRECIPITAClON EN CAPILAR (Pp CAPILAR) 

Rchldratar veneno con 1 ml de solución sa.llna 

Rchidratar un frasco de suero con l m1 de solución salina 

MC?.clar 10 Jll de veneno con cada uno de los siguientes 

volúmenes: 10, 15, 20, 25 y 30 Jd 

Llenar un capilar con cada mezcla 

Dejar reposar por 24 horas a temperatura ambiente 

Centrifugar 

Mcd.1r el complejo Ag - Ah formado 

Grallcar 

17. 



:u llA'Dl:RW., UAC11V08 y ggllJPO 

3.2. l llA'Dl:RIAI'.. BlOLOGICO 

Veneno polivalente de alacrán• lote VPA·02, 

Suc:ro equtno antlalacrán• lotes Nos.: 

Toxolde tet4nlco• lote o/n 300 Lf/ml, 

AnUIDxlna tetánica' lote sin 300 Lf/ml 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

• Produddo en el Instituto Nacional de Higiene de la 8. 8. A. 
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3,2,2 llA11!:RIAL DE LABORATORIO 

Portaobjetos de vtdr1o de 2.45 x 7.4 cm, 

Placas de vtdno de 6.2 x 7 .6 cm, 

Tubos capllarcs, 

Probetas de 100 mi, 

Pipetas de 5 y 1 O mi, 

Mla-oplpctas de 5 - 50 µI y de 200 - 1000 µI, 

Puntas para mtcroptpetas, 

Ntvcl con burbuja, 

Horadador de 3 mm de diámetro, 

Regla de plástico transparente, 

Gasas, 

Mechero Flsha-, 

Jeringas de plástlco desochables de 1, .5 y JO mi, 

Matrsces Erleomeyer de 125 y 200 mi, 

Termómetro, 

Lupa, 

Plaatlllna. 

:1.2.a UAC11V08 

Agarosa Sigma reactivo para blologfa molecular, 

Solución reguladora de barblturatos Gclman, 
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Solución saUna Oolológlca Abbott, 

AzJda de sodio Merck, grado reacUvo, 

Azul de Coomaslc R-250 Sigma, grado a.nalfttco. 

Metanol Mcrck, grado analiUoo. 

Acido acéUco glacial Mcrck, grado analltlco, 

lsopropanol Mon tc:rrcy, grado anallttco 

3.ll.4 ll:QlllPO 

Balanza anaUttca Sartc>r1us, 

Cámara para cont:ralnmunoclcctroforcsls Oclm.an Instrumenta Compa.ny, modelo.dcluxe 

dectrophoreels chambcr, 

Fuente de poder Helena laboratorlea, modelo Tlbln. 

Estufa a 37ºC, 

5ecadora de pelo, 

Campana de extracción, 

Bafto de agua a ss•c, 

Cámara hllmeda. 

Centrll\sga para mlcrohematocrlto, 

Lector para mlttohcmatoa1to 
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3.3 MBTODOLOOIA 

3.3. l COl'ITRAD'llltJNOELECnlOP'OR&lllS (CD!;) 

AnUgeno 

Se rchidrató un frasco de veneno polivalente de alacrán con 1.5 mi de solución sallna.. a 

On de obtener 200 dosis letales al 50% por mWUtro (D~/mJ) • 

Suero 

Se rehJdrató un frasco de cada lote de suero problema anttalacnin con 1 mi de solución 

sallna. 

La prueba de CIE se efectuó de la stgU1c:ntc manera: se cubrieron lámlnaa de Vidrio de 6.2 

x 7.6 cm (previamente lavadas y desengrasadas! con 8 mi de agarosa al 0.5% en agua deaUlada y sc 

mantuvieron a 37°C durante 24 hrs; a conttnuaclón. las mismas lam.J.nlllas se cubrieron con 8 mi 

de agarosa al 1.1% en solución amortiguadora de barblturatos (pH = 8.2), las que se dejaron 

solidJB.car a temperatura ambiente y posteriormente se mantuvieron en cámara bdmcda a 4•c por 

no mcnoa de 10 mtnutos. 

En cada una de tres filas paralelas ee marcaron a una dJstancla de 10 mm 6 cavidad.ea 

de 3 mm de diámetro cada una; en los 5 primeros p:>zos de la hilera central ae colocaron 20 µ1 de 

veneno: a ambos lados del pozo central se colocaron los stgulcntes YD;Júmenes de anuauero: 24 pi, 

22µ1, 20µ1, 18 µl y 16 µl; la llltlma hilera de cavidades concsponde al control positivo. que en los 
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pozos laterales contenía 3 Lf de antitoxina tet4nica y en el pozo central. 3 Lf de toxotdc tetánico. 

Figura 2: 

o o o 
000 
o o o 
O ·O O 

·bro o 
o o o 

Flgura2 

Cada una de las placas se Introdujo en la cámara de CJE. que se habla llenado previamente 

con aoludón amortJguadora de barblturatos (pH = 8.2): en ambos extremos de cada placa oc 

colocaron puentes de papel mtro. La CJE oc eorrtó durante 2 horas a 2 mA por cada cm de 14mtna. 

Loa geles ae mantuvieron reli'lgenulos durante 24 horas y posteriormente se prepararon para oer 

tcdJd.os con azul de Coomasle. 

Dcopufs de la tlnclón se oboervaron detenidamente las placas y el titulo del suero se 

detcnnlnó consk:lcrando el tllttm.o pozo en el que se obtuvo un ndmcro constdcrable de bandaa, 
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tomando en cuenta que en todos los pozos se mantuvo constante la concentractón de veneno, la cual 

fue de 4 DLac,/pozo, por lo que la rcg1a de cálculo es Ja siguiente: 

4 DLr.o - vol. final• 

Titulo del suero IDE50 /mll - 1000 µl 

vol. onal• = µl añadktos a1 último pozo en el que se observa un nú~ro considerable de bandas 

3.3.3 llllltJl'IODlFtllllON RADlAL SIMPLE (IDRS) 

Se rch1drató cada frasco de veneno polivalente de alacrán con 6 ml de eoluclón salina para 

tenor 50 DI.,. de veneno /mi. 

se mc:zclaron tres frascos de cacla lote de suero anUalacrán. los cuales fueron rchldratadoa 

con 1 m1 de soluctón salina. 

La agaroaa al 2% en PBS ee fUndió y se mantuvo en hado de agua a 56ªC1 ac mcr.cló con un 

volumen de veneno adecuado para tener 12.5 DI.so de veneno/mi en cada placa a se•c y l!IC 

aliad1eron 4 mi de dicha mezcla a cada portaobjetos de 2.45 x 7.4 cm (prc\rtamente dcaengaaadoa y 
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limpios) en una supcrOctc plana (nivel). se dejó soUdiOcar y posteriormente se colocaron en cámara 

bd.meda a 4ºC por no menos de 10 minutos. 

Transcun1do este Uempo, se pracUcaron 6 horadaciones de 3 mm de diámetro a cada placa 

y ae aJladlcron los siguientes voh1mencs de suero n:spccUvamentc: 39 µI, 36 µI, 33 µ1, 30 µ1, 27 µ1, 

24 µl. Se pcnntt16 la dtfuslón por 24 horas en cimara húmeda a temperatura ambiente y 

tranacurrido ese tiempo se prepararon para ac:r teñidas con azul de CoomasJe; dcapu~ de la Unción 

ac midieron los d.Jámctros de las zonas de reacdón antfgeno-anttcucrpo y se graocó el c:H4metro 

contra la concentración de suero corrcspondJcntc a cada pozo. Ftgura 3: 

000000 

FlguraS 

Con loa datos graJlcados oc calculó la pen~te de cada recta, a Dn de determinar la potencia 

de cada lote de suero, de acuerdo con el eJguJcntc cálculo: 

Potc:nda del suero 11:1 pcndJcntc curva ¡:sllbtcma/pendJcnte curva catá.ndar x 100 

para lo cual. ac empleó la pcndJcntc de una cWVa estándar. obtenida de un suero estándar. 
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3,3,3 INMIJNODIFUBION DOBLE (PRUEBA DE OUCH'11!:RLONY, IDD) 

Se empleó el mismo veneno que en la tá:nlca de CIE. 

Se util1zaron los mismos sueros que en la técnJca de IDRS 

Sobre un portaobjetos de 2.45 x 7.4 cm previamente desengrasado y limpio se vaciaron 

4 ml de agarosa al 1 % en PBS, que se dejó solldiflcar y posteriormente se mantuvo en cámara 

húmcd.a a 4"C por no menos de 10 minutos. Sobre la placa se practlcaron 2jucgos de 7 horadaciones 

de 3 mm de diámetro cada una, colocando para cada juego una de las horadaciones en el centro y 

las 6 restantes alrededor de ésta, de acuerdo a la figura 4: 

(cada juego de boradactoncs corresponde a un lote de suero). 

FJgura 4 

En el pozo central de cada conjunto, se colocaron 12.5 DL60 de veneno y alrededor de éste se 

añadieron los siguientes volúmenes de suero rcspccttvamcntc: 39 µl, 36 ¡d, 33 ¡d, 30 ¡d, 27 ¡d y 24 
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µl, los cuales se dejaron difundir en cámara húmeda a temperatura ambiente durante 24 horas y 

transcun1do ese ttcmpo se observaron las bandas formadas y se prepararon las placas para scr 

tetudas con azul de Coomastc. 

El titulo del suero se c:alculó consld~do el último pozo en el que se obtuvo un número 

Importante de bandas, tomando en cuenta que en todos los pozos se mantuvo constante la 

concentraclón de veneno, la cual fue de 12.5 DLoo/pozo, por lo que el cálculo para determinar el 

titulo es el siguiente: 

12.5 DLso • Vol, fi.nal• 

Titulo del suero (DE60 /ml) - 1000 µl 

Vol, final• = µl añadldos al último pozo en el que se observa un número considerable de bandas 

3.3.4 PRECIPlTACION EN CAPILAR (Pp CAPILAR) 

Se rchidrató un frasco de veneno polivalente de alacrán con 25 m1 de soluc16n salina 

reguladora (PBS), _,i tener 12 DI.,. de veneno/mi 

Cada frasco de suero se rehldrat6 con 5 mi de PBS y se prepararon las slglllcntcs diluciones 

por lote: 1:2.19, 1:2.85, 1:3.75. 1:4.82, 1:6.26. 
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Los capilares se llenaron de antlgeno por capllartdad hasta la mitad del tubo capilar y 

postcrtormcntc se introdujo cada capilar en Ja d.lluc16n correspondJente de suero basta llenar la 

mitad restante: se tapuon por el extremo en que ae coloeó el antígeno con plastlllna y se 

centrifugaron por 5 minutos en la centrífuga para mtcrobcmatocrUo, para postenonne.nte medir Ja 

cantidad. de eedlmcnto formado ydctamlnarcl porcentaje de complejo antfgeno-anUcucrpo obtcnJdo. 

3.3.11 '11NC1011f COl'I AZllL D& COOllA8I& 

Las placas de CIE e IDRS acdejarOn aumcrgtdaa en soluc16n sallnareguladora {PBS) durante 

toda Ja noche, ac lavaron con agua dcsWada para retirar el CJCCC&O de salea, se secaron con una 

corr1ente de aire aillcnte y ae colorearon oon azul brillante de Coomaste durante 10 minutos: ac 

lavaron con agua cotTlcnte, se decoloraron durante 5 minutos sumergtendo las placas en solución 

decolorante, se enjuagaron con agua COtTicntc, se secaron y se obaervaron. 

a. Dctcrmlnac16n de la DL:;o tle venenos 

l. Se rcconsUtuyó al 2"' m /v, la preparadón Uoftllzada de veneno, con soJucS6n 0.15M de NaCl. 

Se agregó gtJcerol volumen a volumen y ttomcrsal a una concenttactón final de 0.075% m/v. 

2. Se diluyó el veneno en progresión gromé:trlca, con factor constante, usando como diluyente 

90Jud6n O. J5M de NaCI. La serte de diluciones y cl_ factor de dJluctón se Bd~naron de 

manera que la respuesta fuera pn>gfCblva. el 50% de mortandad 6C hallara comptt;ndJdo en 

la serte. y oc obtuvieran el O y 100% de mortandad. 
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3. De cada dilución se inyectaron 0.5 mi a cada uno de 6 ratones de 18 a 20 g de peso (cepa 

Nlli, sexo tnd.JsltntoJ: se admtntstró este volumen por la vena caudal y en un Uempo 

aproximado de 15 segundos. Se mantuvo un grupo control en tguales condJctoncs, excepto 

que a éste se le inoculó solución salina nsJológica. 

4. Se observó a Jos animales al cabo de 24 horas después de la tnoculactón, anotando los 

muertos en cada dJlucJón. 

5. Se calculó la DL11a de los muertos por el método de Speannan KA.rber (el cual se detalla en el 

punto 3.3.7), usando como reactores para el cálculo los muertos en un lapso de 24 h. 

6. Para calcular la dJluctón de prueba para la detcnntnación de la potencia del suero equino 

antlalacrán, se mufüpUcó la DL., obtenida por 2 para obtener el nllmcro de ni... en 1 mi, ya 

que la dosis inyectada fue 0.5 ml, y postcrtonnente se dtVidló el resultado obtcnldo entre 12. 

b. Selección de las diluciones de Jos sueros 

l. Se calculó el ntlmero de D~/ml que el suero ncutrallzó, dJv:ldlcndo lo que tndlea el marbete 

entre el volumen promOOJ.o. 

2. Se calcuJó la dllución tc6rlca necesaria del suero para ncuttallzar 12 DL.,, dividiendo el valor 

obtenido anteriormente entre 12. 

3. Se consideró esta dilución como la central dela scr1c, y con un factor de d11uc16n constante, 

ac calcularon dos d11uctones superiores y dos lnlcr1orcs a ésta. El factor de dJludón ac clJgló 
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de manera que la respuesta fuera progrcstva. 

4. Las diluciones y/o el factor de dilución deben modificarse en caso necesario para que 

contengan la dosis protectora al 50% IDP60) y abarquen el O y 100% de mortandad. 

c. ProccdimJen to. 

l. Se diluyó el suero en progresión geométrica, con un factor constante. Se usó como diluyente 

solución O. lSM de NaCl. 

2. Se mezclaron 3 ml de cada d.llución con un volumen Igual de una solución del veneno 

correspond.Jcnte que contuviera 12 DL50 /ml. 

3. Se incubaron las mezclas por una hora a temperatura ambiente y protcgtdas de la luz. 

4. Se inyectaron 0.5 ml de cada una de las muestra.B a cada uno de sets ratones de 18 a 20 g, 

en la vena caudal, procurando que el volumen se lnycctara en un tiempo de 15 segundos. 

5. Se observó el efecto protector del suero a las 24 horas posto1orcs a la tnyccc:tón. anotando 

el número de sobrcvtvtentcs y muertos. 

6, Se calculó la DP., del suero por el método de Spcannan K!irbcr. 

7. 5c confirmó en paralelo st el veneno utillzado contenía aproxlmadamcntc 12 DLr.o/ml. (Ver 

1), La prueba se considera válida el se cumplen las cond.Jctones Cstablccidae en 3. y 4. de 
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8Clcccl6n de las diluciones de los sueros, y si el veneno utillzado contiene entre 10 y 14 

DL,.,/mJ, 

8. Se calculó el ntlmcro de DLr.o neutralizadas por frasco, considerando el volumen promedio por 

frasco y el mlmcro de DLr.o contenJdas en la dilución de veneno utlllzada (Ver 7). 

3.3. 7 llllETODO DE SPEARllAN - KAlulll:R 

Este método se emplea para estimar la DEw 

PROCEDIMIENTO 

El logaritmo de Ja DE00 (M} se estima mc:dlante la siguiente ecuación: 

(1) 

Donde k a k t.tm. dosis a la cual se obtiene el 100% de rcacct6n. 

Para x. igualmente espacladas, se dcJlne al lnterw.lo entre ellas como: 

(2) 

Al substituir (2) en ( 1) y l'<ductr se obtiene: 

M = x.+ f/2 • f.t•1 .. 1 P1 (3) 
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o alternativamente: 

M=k.·C'E'1• 1 P1 (Sal 

si para cada dosis se tiene lgUal número de unidades de prueba (n}. (3) se transforma en: 

M = k,. + f/2 - (f/n) :!:"1• 1 r 1 (4) 

Donde r 1 = mlmcro de reactores a la léslma dosis. 

A partir de (3) o (4) se obtlcne la DE50 mediante el antllogarttmo de M. 

El estimado de Ja varianza de M es: 

(5) 

Cuando hay el mismo número de unidades de prueba por dosis, la ecuación (5) se reduce a: 

•' = {l"/((n·lln2)} :!:",. 1 [r1(n·rJJ (6) 

Un Intervalo de confianza aprmdmado para el verdadero valor de M, siempre y cuando no n 1 

no sean demasiado pequeñas, es: 

M± 1.968 (7J 
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y al transfonnar a Ja vanable original, obtentcndo el anWogarttmo para cada Umltc, se 

determina el intervalo de coD.nanza para la DE60• 

3,, Al'IAU818 ESTADISTICO 

Para determinar si es que extsten o no dtfcrcnctas sJgnJ.OcaUvas entre las técnicas tn yttro 

propuestas y las técnicas In vtvo, se emplearon la prueba "t" y la prueba "F". 

La prueba "t" se apUca en este caso porque las muestras que oc comparan entre sí fueron obtenidas 

de la misma población. En esta prueba se calcula la probabilJdad de que la diferencia IX1 ·Xi 1 

tenga un valor tan grande como el observado para x 1 o Xz· Para calcular "l" se aplica la siguiente 

lónnuJa: 

t = Jx, -X. I Nl:Etx, - x.>' + l:!x, - X.l'l/ncn - ll (8) 

El valor de "t" calculado debe compararse con valores tabulados de "t", correspondientes a un ntvel 

de stgnJ.Oca.dOn o de probabllldad a de una variable aleatoria, para un número dado de grados de 

libertad M de que se dJspone para el caso de la csttmactOn del error: sJ el valor de "t" calculada es 

menor al de "t" tabulada, se considera que no hay diferencia stgnJ.flcatlva entre laa mcd1a.a 

comparadaB. El número de grados de libertad es la cantidad de observaciones menos dos {que se 

emplearon para determinar las varlanza.s), es decir (n1 • l) + (n2 • 1) 1141• 

La prueba "F" se emplea para verificar que las vartanzas de las dos muestras comparadas son 

a>ngrucntes entre sf, es dcctr que no diftercn de manera slgniflca.ttva 1141, 
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CAPl'nJLO IV 



RESULTAl>OS Y DIBCUBION 

4.1 RICllULTADOS 

4.1.1 RESVLTADOB DE CONTRAINllUl'IOELEC111.0FORE818 (CIE) 

TABLAI 

22 

2 24 

3 20 

181.81 

166.66 

200.00 

4 No interpretable No Interpretable 

5 21 190.90 

6 23 174.23 

7 21 190.90 

8 19 211.11 

9 22 181.81 

10 21 190.90 

11 23 174.23 

12 24 166.66 

13 22 181.81 

14 20 ~00.00 



ol. l.ll REIHJLTADOS DE INMUNODIFllSIOlll RADIAL SIMPLE (IDRSI 

TABLAll 

65 50 45 42 39 37 0.100 

2 59 53 45 43 42 40 0.074 

3 69 64 62 55 50 46 0.093 

4 65 56 45 42 40 39 0.108 

5 71 65 62 60 55 51 0.075 

6 70 65 62 60 58 45 0.084 

7 75 71 61 .58 55 48 0.106 

8 72 62 59 51 50 42 0.110 

9 80 75 70 65 55 50 0.122 

10 65 62 59 55 45 40 0.102 

11 72 69 61 60 52 49 0.095 

12 70 67 Í' 65 59 51 45 0.102 

13 72 69 65 55 51 49 0.102 

14 67 62 56 51 50 46 0.083 

• l'endlente de la recta 

183.01 

135.43 

170.20 

188.50 

137.26 

153.73 

194.00 

201.32 

223.28 

186.67 

173.86 

186.67 

186.67 

151.901 
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4.1.3 RESULTADOS DE INllllJNODIFUSION DOBLE (PRUEBA DE OUCH11tRLONY, WD) 

TABLAS 

30 208.33 

2 No interpretable No lnterprctable 

3 No ln!crprctablc No Interpretable 

4 No tnterpretablc No tntcrprctable 

5 No Interpretable No interpretable 

6 30 208.33 

7 36 173.61 

6 No Interpretable No lnt.crprctablc 

9 30 208.33 

10 30 208.33 

11 30 208.33 

12 27 231.48 

13 30 208.33 

14 27 231.48 
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4.1.4 RESULTADOS DZ PRECIPlTAClON ZN CAPILAR (Pp capilar) 

Los prcctpltados obtenidos fueron tan escasos, que resultó lmposlble mcd1rlos, por lo que 

no es !actlblc reportar ningún resultado con respecto a esta prueba, 

4.1.11 RZllULTADOS DZ LAS PRUZBAS IN VIVO ZPEC'IUADAS ZN 008 LABORATOR108 DZ 

CO!l1ROL DZ CAUDAi> 

TABLA<t 

163.00 164.40 

2 173.00 205.70 

162.00 217.65 

4 166.00 217.65 

5 194.60 194.55 

6 178.00 217.65 

7 194.00 205.80 

8 185.97 183.95 

9 212.04 194.00 

10 170.11 164.44 

11 186.07 173.92 

12 170.11 217.41 

13 170.11 217.41 

14 179.91 217.41 
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4.a DISCUSIOl'l 

La discusión de resultados se llevará a cabo en base a Ja comparación del título obtenido para 

cada lote de suero de acuerdo con las técntcas1 antes mencionadas: 

TAllLAll 

181.81 183.0I 208.33 163.00 104.40 

160.66 135.43 No tntr:rprctablc 173.00 205.70 

200.00 170.207 No intcrpn:tnble 162,00 217.85 

Nolnl~toblc 188.50 No lnterpn:tablc 166.00 217.65 

190.90 137.26 No lnlctprctablc 194.60 194.55 

174.23 153.73 208.33 178,00 217.65 

190.90 194.00 173.61 194.00 205.8 

211.ll 201.32 No lo.tcrprctablc 185.97 183.95 

181.Bl 223.28 208.33 212.04 194.00 

ID 100.90 186.67 208.33 170.11 194.55 

11 174.23 173.86 208.33 170.11 164.94 

12 166.66 186.67 231.48 168.07 173.92 

13 181.81 186.67 208.33 170.11 217.41 

14 200.00 151.90 231.48 179.91 217.41 

"'ºse U10uye ta cecnica re prec"l'lw.o.u..wn en cap-.u, uc; ~-....u a que no se ou ...... v~ron res_, ..... .,... 

objettuos. 

2 Técnlca.s ~ 
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Para rcalJzar la dJscustón de los resultados se empleó la prueba "t", as( como la prueba "F"', a On 

de determinar si es que existen o no dtfcrcnclas slgnJficatlvas entre las mcdtas obten.Jdas por las 

técnJcas de5al'Tolladas en este trabajo y la técnica~. Para este Qn, no se tomaron en cuenta nt 

la técnJca de Inmunodlfuslón doble nl Ja de precipitación en capUar, debido a que en la mayorfa de 

los lotes no se obtuvieron los rc..suJtados esperados. 

La prueba "t" se aplicó a los resultados obtenidos mediante Ja técnica de CIE y de IDRS, en 

comparación con los obtenidos por el LABORATORIO 1 y el LABORATORIO 2, habléndoae obtenido 

los stgulcntes valores: 

TABLAD 

C!E - LABORATORIO 1 24 1.017 2.084 

IDRS - LABORATORIO 1 26 0.302 2.058 

C!E - LABORATORIO 2 24 1.642 2.084 

IDRS - LABORATORIO 2 26 2.654 2.056 

a = Nivel de slgn!fk:ancla de una vart.able aleatoria 

Debido a que la ~ en los primeros tres casos es menor que la lut.w.s... en d oJvd. de 

sJgnlficaclón elegido (a= O.OS}, se considera que no hay diferencia entre las mcdJas: en cambio. en 
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el último caso sí se observa diferencia entre las medias y la desviacJón eslán~ar, ya que Ja t.:.sa.~ es 

mayor que la lw...i.ia· 

Por lo anterior. es pasible afirmar que de acuerdo con la prueba "l", los resultados obtenJdos por 

las dos técn.1cas !!!....x!!!.g propuestas, son BC:Jnejantes a los obtenidos por la técnJca in vivo en el 

LABORATORIO l, en cambio, con respecto a los resultados proporcionados por el LABORATORIO 2, 

ae observa que no hay diferencla con la prueba de CIE, pero si la hay con la de IDRS. 

Para canllrmar que realmente no c:x:laten val1ac1oncs entre los resultados proporcionadoa por el 

LABORATORIO l y los obtenidos tn vttro, ac llevó a cabo la prucba."F", con la cual se obtuvieron los 

BJgulentea resultados: 

TAllLA7 

Ya que el valor de Fr:akulada es menor que d. de Fta!atlmla, es posible afirmar que los tres métodos no 

difieren entre sr. 

Los resultad.as de Ja prueba de pn:cipttadón en capilar no se consideran, debido a que el 

pttdpltado obtcntd.o resultó ser tan pcquel'io, que no fue posible medirlo, y mucho menos rcallza.r 
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comparaciones entre las d.Jfcrcntcs dJJuctones empleadas, as( mismo. los resultados de la prueba de 

Oucbterlony tampoco se tomaron en cuenta, porque cstacUstlcamente no se contó con una c.antldad 

aceptable de éstos, lo cual se debió a que en muchos de los caso.s, era tal la ca.nttdad de bandas 

observadas, que no era posible dlsUngutr hasta qué punto se debía con ski erar el título del anttsucro. 
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CAPl'l1lLO V 



De las cuatro t6cntcas 1nmunológlcaa~ propuestas para determinar la potencia del suero 

cqutno antlalaaán, se observó que las mejores son las de difusión en un medto sólido (agarosa), y 

principalmente aquéllas en las que se dcsttna a cada concentración de anttsuero problema un pozo 

con el antlgcno correspondiente. 

La t6::Dica de IDRS pl!SCDta las vc:atajaa de ecr reproducible, scnc1lla y no requerir un equipo 

coatoao, pero necesita mayores culdadosco su preparación quetadeCIE, para la cual aedebe contar 

con un equtpo y una soludón amcrdguadora adecuada, con la pu ventaja de que la rcacc:16n 

antfp.o.anUCUcrpo se acdcra y se puf!d.c:o obaervar J'CBUltados en un lapso de tiempo muy corto. 

Para la real1zad6n de ambas t6c:olcaa no es neocsarto tener ¡>c2'aonal muy entrenado, n1 trabajar 

en condldones ambientales cspodalcs. lo cual pennttc que cualquiera de estas técll1cas se pueda 

dcaarroJlar en d altto de sangria de los caballos y esto representará. un ahorro de ttcmpo para la 

pnxlucel6n dd suero, a.si como una dtmn1nuc1ón en el uso de antmales para pruebas de control 

durante el proocao. 

LaadopdóndcalgllnadecslaaticDlcaa.!!!.!!!!!!.dcmaneraruttnarla,aólopodrfaocrconlllderada 

como una prueba de control durante d poceao de p-od.ucelón dd suero ~utno antialacr4n, ya que 

la prueba-Uva para poducto -oes la de dosis efectiva al 511'11. (DE,..), que ca un m~todo 

c:lllabkddo en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, y por lo tanto no puede ..,. 

1111sUtuJdo p>r t6cnlcas no oftdalea. 



PR&PARACIOl'l DE SOUJCIOl'IES 

a) SOLUCION SALINA AMORTIGUADORA (PBSJ 

Fosfato de sodJo 

Fosfato dlá.ddo de polaolo 

Cloruro de sod.lo 

Agua bldestllada 

8.33g 

1.09 g 

8.5g 

IOOOml 

bJ SOLUCION AMORTIGUADORA DE BARBITURATOS 0.05M pH ~ 8.2 

DJaolva un v1al de soJucJón amortiguadora de barbJturatos en 1000 ml de agua bJdcatllada y 

ajustar el pH en caso ncceaarto. 

el PREPARACION DEL GEL DE AGAROSA PARA CONTRAINMUNOELECTROFORESIS 

Preparar una suspensJ6n de agaroea al 0.9% en solución amortlguadora de barbtturatos 0.05M, 

pH 8.2, que contenga una plzCa de azfda de sodio. 

di PREPARACION DEL GEL DE AGAROSA PARA !NMUNODIFUSION RADIAL SIMPLE 

Preparar una auapenoJón de agarosa al 2% en solución 8allnaamortlguadora (PBS), que contenga 

una ptzca de aztda de sodJo. 
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cJ PREPARACION DEL GEL DE AGAROSA PARA INMUNODIFUSION DOBLE 

Preparar una suspcnstón de agarosa aJ 1 % en sol uctón saUna amortlguadora CPBSJ, que contenga 

una pizca de aztda de sod.Jo. 

fJ COLORANTE AZUL DE COOMAS!E 

Azul de Coomaslc 

Agua destilada 

Metano! 

Actdo acético glacial 

Ig 

250ml 

250ml 

IOOml 

Filtrar por papel filtro Wbatlnan Nº 2 

gJ DECOLORANTE 

AcJdo acético 

lsopropanol 

Agua de&111ada 

200ml 

700ml 

llOOml 
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