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1.~ INTRODUCCION :

1.1.—- HISTORIA.

los primerocs vestigios que se conocan ds la transicién entre

anfibios y reptiles aparscen en =1 psariodo pérmico de la sra

Paleozoica, 250 a 280 millones de afios. (18, 28}
En ia era Maesozoica alcanzan su mayor gsplandor ¥
florecimiento, aproximadamente 180 millones de afios. {(15)

Las serpientes probablemente aparecieron en el periodo
Cretacico, hace 78 millones de a%os. (15, Z26)

En la Biblia la serpiente es nombrada y rspresentada, en al
génosis como simbolo de la maldad. (261

En M&xico la serpiente desempsfia un papsl importants en las
diversas culturas prehispanicas, en relieves, murales, piedras
labradas o cédices, son ejemplos: La Venta sn Tabasco, Teotihuacan,

Yucatan, Xochicalco, Tula y Tenayucs. (28]

1.2.- CLASIFICACION DE SERPIENTES VENENOSAS DE MEXICO.

Serpientes venenosas de México. (8)

No. de
Familia Subfamilia Especias Genaro
Hidrophidae 1 Pailamis platurus



Familia

Elapidae

Viparidae

No. de

Subfanilia Especies Genaro
3 Micrurcides
29 Micrurus
Crotalinas 3 Agkistrén
20 Bothrops
56 Crotalus
4 Sistrurus

1.2.1.~- SEGUN LA LOCALIZACION DE LOS COLMILLOS EN EL PALADAR, LAS

SERPIENTES SE DIVIDEN EN CUATRO GRUPOS PRINCIPALES:

{.- AGLIFAS. Son aguellas que no prossnian colmillos ingguladorss

de venano, sino dientss en la mandibula, asi como en el
maxilar y ostan @ntre todas las conocidas con ol nombre
de "boas"™ y la gran mayoria do las "culebrasz”, gque no

producan veneno.

11.- OPISTOGLIFAS. Son aguellas serpientes conocidas en ME&xico,

como bejuguillos o falsas nauyacas, presantan colmillos
pequefios y fijos en la parte posterior del maxilar, su

veneno os de baja toxicidad y no causan dafio al hombre.



11i.- PROTERDGLIFAS. Ss caracterizan por proseniar un par de

colmillos fijos al frente del maxilar, éstos son paguefics
y <con un canal interno que desemboca en la punta del
coimillo, son conocidas como corales o coralillos de la
familia Elapidae (Cobras). El veneno gue producen es
principalmente neurotéxico y en muchos c¢asos martal para

el hombre. La serpientes Pelamis platurus pertenece a este

mismo grupo.

1V.~ SOLENOGLIFAS. Estas serpieontes son las verdaderas viboras de

la famitlia Crota/inae, que comprendsn viboras de
cascabel, nauyacas o cuatrec parices y cantiles o
zolcuates. Pressntan un par de colmillos retrictiles con
un canal cerrado, gue va de la base al sxtremoc opuesto,
terminando en forma de bisel. Poseen un veneno
extremadamente téxico y son las causantes de mas del 90
% de las muertes por mordedura de serpisnte gue

ocurren en todo Maxico. (3,156}

1.3.— EN MEXICO ESTAN REPRESENTADOS LOS SIGUIENTES GENEROS DE LA

SUBFAMILIA CROTALINAE: (3, 15)

al

b1

c)

d}

Agkistrodon, {(cantil o zolcuatel).
Bothrops, {(nauysca, cuairo narices, palanca, barbs amarillal.
Crotalus, (vibora do cascabsll}.

Sistrurus (cascabel de nusve placas).



1.4.- DISTRIBUCION GEUGRAFICA.

En todo el mundo existon , aproximadamente Z500 ospecies ds
serpientes (17), y estan ampliamente distribuidas por toda la
superficis de la tierra, eon las zonas scuatoriales y con gran
diversidad y nUmero de especies entre sl Trépiceo de Cancer y &l

Tréopico de Capricornic, a excepcién de los poios. (15)

Bothrops asper tiene amplia distribucién geografica en la zona
de baja y msdiana altitud, hasta los mil metros; de la vertients
dal Golfo de México y @l Mar Caribe, dosde sl Trépico de Cancer
hacia 8! sur hasta la pgninsula de Yucatan y Chiapas, en donde s
oxtiende hasta la regién del Soconusco, 8n la costa dsl Facifico;
y Crotalus basiliscus, de las regiones bajas y de msdiana altitud
on la costa dsl Océano Pacifico; ss encuentra desds @l extremoc sur

deg Sonora hasta Michoacan (figura 1). (8)

La intoxicacién por mordedura de serpientes es un problema des
Salud Publica a nivel mundial, principalmente en las regiones

tropicales, en donde ocurren mids de un millén de accidentes por afio

(5, 32). En México existan mds de 600 especias y subespecies ds
viboras las cuales el 21 % se considseran venenosas. (3J32)
En nuetro pais, ia nauyaca {(Bothrops) y la cascabel (Crotalus!

son las m&s imporiantes desde @l punto de vista de Salud Pablica.
(15, 34) . Do esta Hothrops asper es la responsable de la mayor

cantidsd deo accidentes, (9, 151}



FIGURA 1. Distribucién geoografios de Crotalus basiliscus

(9.

y Bothrops asper en México
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1.5.- MORFOLOGIA.

Las serpientes son de cuerpo alargado y citindrico, delgado o
grueso, paquefias ( Typhlopidas) de 10 cm, o muy grandss (Fythonidag)
de B a 10 mts, de cabeza oval o triangular, cilindrica o aplanadsa;
cuerpo cubierto ds escamas cdrneas imbricadas; esta piel so muda
entera y periddicamente varias veces al afio. Los ojos sin parpados
méviles, estan protegidos por una membrana transparente formada por
ta soldadura de los parpados: la lengua os ftiliforme larga y bifida
muy mévil y protactil. La columna vertebral esta formada por variss
vertebras, las costillas existen en gran numerc y son flotantes
careciendo de esternsn. No tienen timpano ni orificio auditivo, son
poiquilotermos (sangre fria), aunque la temperatura de su cuerpo s
generalmente poco superior a la del madio ambiente, (15}

Al tener un cuerpo cilindrico y alargado su movimiento eas
ondulatorio. La forma alargada de su cuerpo 8std en relacién con la
pérdida de sxtremidades, @! alargamisnto de los ¢rganos internos vy
la pérdida de un pulmédn,

Las caracteristicas de las serpientes ponzofiosas son: ocabsza
triangular y bien difersnciada del cusllo, pupilas slipticas,
foseta lorial (termoreceptora) localizada entre la fosa nasal y los
ojos, un par de colmillos sobresalientes y retractiles, gque miden
aproximadamente 20 mm; se localizan en sl maxilar superior, son
acanalados y biselados. Las glandulas ponzofiosas s0 localizan en la
regién posterior de la cabeza, en el maxilar superior, y s

comunican a los colmillos por un ducto, t(en los mamiferos estas



glandulas reciben el nombre de pardtidas); presentan escamas
rugosas f{aquilladas) y asperas; en el caso de ja vibora de
cascabel, presentan un apéndice cérnec en la punta de la cola.

(Figura 2}). (15, 26, 27}

Las serpientes son unisoxuales, el dimorfismo sexual &s poco
acentuado, 8! macho se distingus de la hembra por tensr un poco BAS
larga la cola, la fecundacién es interna, el macho posese dos
tosticulos globulosos internos, de cada uno de los cuales sale un
canal deforente que se ung al uretsr respectivo,los espermatozoides
pasan por los canales defarentes gqus dessmbocan en la parte
posterior de los uraterses gue llegan a los hemipengs, gua so0n dos,

y desombocan en la cloaca. {15}

La hembra tiene dos ovarios y dos oviductos, gque se abren en su
axtremo anterior, directamente a la cavidad del cuerpc por madio de
la parte ensanchada, en forma de smbudo, y van a dessmbocar su

parte posterior en ia cloaca. (15)

La cbpula, por lo general, se lleva, & cabo una vez al afio, y
esto sucede con @) cambio de estacibtn, ya qug dapendiendo de las
di ferentes especies los patrones reproductivos cambian, asi que
algunas copulardn antes de entrar la hibernacién, y otras at salir
do olla, esto va a depender do las diferentas gspecies que existen
y de los climas @n que habiten. Por lo gengral sl periodo de

gestacién es de 6 a 10 meses. (15!}



FIGURA 2. Esquema de 1a caboza de una vibora ponzofiosa

(3, 9.
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1.6.— EXISTEN DOS TIPOS DE REPRODUCCION EN LAS SBERFPIENTES:

a) Las oviparas. Son agquellas que ponen huevos con céscara fleoxible

¥ que s8 incuban con el calor natural y humede del medio ambiante,.

b) Las ovoviviparas. Estas mantienan dentroc de su cuarpo l1os husevos

contenidos en una membrana transparente, donde se encusntran los

embrionss que comp!e%aran su desarrollo dentro de ta madre, y estos
e

son expulsados hasta estar completamente formados. Todas las

viboras en Méxisco son ovoviviparas a excepcidén de ios coralillos y

algunas culsbras. (15}

1.7.— LA GRAVEDAD DE LA MORDIPDA DEPENDE DE{vAh!US FACTORES:
a.— Dosis inoculada danvsneno. Esto doponde tambien a su vez, dsel

nimerc de mordidas, profundidad, edad y tamafio de la serpients.

b.- Susceptibilidad, edad, ostado do salud y peso del pacientas

antes del accidente.

¢.— Sitio anatémico de la lesién y profundidad de la mordida.

d.- Tiempo transcurrido entre la mordida y el inicio degl!
tratamiento, ya que algunos estudios indican que dos horas
dospués del accidente, mas del 30 % del veneno 58 ha difundido

dal sitio dg la lesidn al resto ds)l cuerpo. (15, 26, 27)



En los accidentes por mordedura de serpientes venenosas, ol
saxo masculino es ol mas afectado ern relacidn de 8 a 1, y la sdad
fluctis desde recién nacidos 3 98 afios doe edad con un promsadio de
31 afics. Durante los mesgs de agosto a noviembre, s ha notado un
incremente en el namerov de casos de pacientes mordidos, que
corresponden a la ©poca de mas precipitacién pluvial. (15)

Con io gue respecta a la regidn anatdémica més afectada, el 36

% 25 on miembros superiores y 64 % &@n migmbros inferiores, (3}

1.8.— LAS MANIFESTACIONES CLINICAS PRODUCIDAS POR LA INTOXICACION

POR MORDEDURA DE VIBORA SON: (3)

SIGNOS Y SINTOMAS FRECUENCIA %
Marca de los "colmillos® 100
Edema T4
Debilidad 72
Dolor intenso 65
Sudoracidén y Calosfrios 64
Bradicardia 80
Equimosis 51
Nauseas y vémito 48
Hipotensién 46
Decremento en sl nuamere de plaquetas 42
Contracciones musculares 41

10



Linfadenopatia regional 40

Vesiculias 40
Apnea 40
incremento en el tiempo de sangrado 38
Decremento de la hemoglobina a7
Hipotesrmia 31
Anomalias electrocardiograficas 26
Necrosis 27
Sialorrea 20
Glucosuria 20
Esferocitosis 18
Cianosis i6
Homatemesis, hematuria o molena 16
Inconscisncia 12
Visién borrosa i2
Hemcorragia retiniana iz
Edema palpsbral 12

1.9.~ PRUEBAS DE LABORATORIOD.

Se debs practicar, biometria hemadtica, tismpo de protrombirna,
tiempo parcial de trombopildstina, fibrindgeno, examen gensral de
orina, fosfocrsatincinasa o creaticinasa {opk}, cultivo de
socreciones cuando &9a necesarioc y monitorsar cada cuatro horas

durante las primeras doce horas del accidente. {15, 26)

11



1.9.1,~ CLASIFICACION DEL GRADO DE INTOXICACION.

GRADO O

GRADO |

GRADO I1

GRADO 111

GRADO 1V

Marcs do los "colmillos™. Ningan signo de

envenenamisnto.

Edema alrededor de la "mordedura®.

Dolor intenso, hipersensibilidad, edema hasta la mitad
dol miembro afectado, petequias, equinosis,acompafiado de

debilidad, nauseas, vémito, fiebre y linfadenopatia.

Lo anterior y edema do todo el miembro, contraccionas
musculares petequias generalizadas, hipotensidn y

chogque.

Edema de aparicién rapida, puede afsctar la regién
ipsoliateral del tronco, squimosis, formacidn de bulas,
debilidad, vémito, vértigo, hematemesis, fasciculaciones,
paralisis ocasional, calambre, visidn amarillanta,

cegusra, convulsiones, hipotensidén, ¥y chogue., {15, 27)

12



1.9.2.— TRATAMIENIO.

El suerc antiviperino, es el nanice tratamiento especifico
utilizado para nesutralizar el veneno de sagrpientes y su uso es
vital en mordeduras graves. En México inicialmente se producia =2
antiveneno como suere anticrotadlico y suero antibotrépico; eon la
actualidad se dispone do un antisusroc de tipo polivalents 1lamado
suero antiviperino polivalentse. Se elabora inmunizando cabalios con
una mezcla de los dos venenos de Bothrops aspsr y Crotalus
basiliscus. Se ha descrito gque este suaro neutraliza ademas los
vanenos de otras serpienies venenosas mexicanas, a excapcion de la
coralillo y de las sarpientes marinas. Este antisuero consiste de
una preparacién de inmunoglobulinas purificadas, modificadas por

accién anzimitica y liofilizadas. (32}

i3



11.— JUSTIFICACION:

Los dos sueros (SUERD 1 Y SUERD 11), se utilizan para =21
tratamiento especifico contra mordsduras de sarpientes dol género
Bothrops y Crotalus, con diferencias en la formulacién qua son las

siguientes :

Sueroc antiviperino polivalente (SUERD 1} @

Capacidad de nsutralizar Veaneno
790 DlLso Bothrops asper
780 DLso Crotalus basilisecus

Suere antiviperino polivalente (SUERD 11} :

Capacidad do nesutralizar Veneno
30 mg de venenc doshidratado Bothrops atrox
15 mg de veneno deshidratado Crotalus terrificus

En la bibliografia existe poca informacién acerca de cuantas
DL, debsn do sor neutralizadas por una dosis de antisuerc. Un
folleto publicado por U:S: Department of Health, Educaticn, and
wel fare (311, relacionado con roguerimientos minimos de
antivenenos, menciona sn su punto 4, "Debido a que el antiveneno es
suministrado después de la mordedura a diferencia de la prueba de

potencia en donde &9 mezcla con el vensno, una dogis de antiveneno

14



debs ser suficiente para neutralizar varias veces la cantidaag

mAxima de veneno que podria ser inoculado por una de las especies
en cuestién mAs grandes®. A continuacién, en este mismoc folleto, se
da una tabla en la que se establecen l1os minimos requerimientos
practicos para varios animales venenosos, en donde aparece una
dosis de antiveneno contra 5. atrox debe de neutralizar
aproximadamente 780 DLso, y 15 mg de venseno y para C. t. terrificus
los vatores son 1320 DLy, y 3 mg de vsneno. Por lo tantoc se
planteoc en éste trabajo determinar cuil es la desis minima
moutralizante de dous sueros antiviperinos polivalentes contra la
mordedura Crotalus basiliscus producido en México y Ia capacidad de
noutralizar algunas actividades biolbgicas de los venenos de
Bothrops asper ¥ Crotalus basiliscus, utilizando métodos
estandarizados W.H.G. (W.H.O. 1981; THEAKSTON & REID, 1883} asi
como uha comparacién por corrimiento slectroforetico de zona y en

geles de poliacrilamida.
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[11.— HIPUTESIS GENERAL:

Les sueros antiviperinos polivalentes (sueroc | y suere i1},
utilizados a 800, 500 y 250 DEs, seran capaces de dar proteccién
pasiva a cobayos alblinos, al ser administrada previamente con una
dosis mortal de veneno da Crotalus basiliscus, asi como neutralizar
algunas de las actividades biolégicas de los venenos de Hothrops

asper y Crotalus basiliscus

1V.— DOBJETIVO GENERAL:

Establecer 1a dosis minima neutralizante de dos 5U8T0os

antiviperinos polivalentes {(susro 1 y suaro lI) contra los vensnos

de las serpientes de Crotalus basiliscus y Bothrops asper.

4.1.- OBJETIVUS PARTICULARES:

1.- Determinar cual ®s 8! volumen de exiraccién y la potencia

promedio de los venenos de, . basiliscus y B. asper.

2.-— Evaluar la potencia de los deos susros antiviperinos contra los

venenos de, C. basiliscus y B. aspsr.

18



3.~ Estudiar 1a capacidad neutralizante "in vive" de los dos sueros

antiviperinos, después de administrar previamente los vensnos.
4.- Estimar la capacidad neutralizante del suero I y de Susro 11,
contra algunas de las actividades biolégicas de los veonenas de (.

basjliscus y B. asper.

5.- Daterminar 2] contenido de proteinas y de 1gG ( «, B y ¥ ) como

caracteristicas de pureza de estos dos sueros antiviperinos.

17
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Vi.— MATERIALES Y METODOS:
8.1.- VENENOS DE PRUEBA.

MATERIAL

Los venenos fuoron obtenidos de serpientes mantenidas en
csutiverio en el Herpetarioc dsl Instituto Nacional ds Higiens., El
veneno extraido, se8 centrifuga inmediatamente para eliminar
impurezas, tomando solamente =i sobrenadante y se congela a - 40

°*C, hasta ! momento de usarse.

6.2.— DETERMINACION DEL VOLUMEN DE EXTRACCION DE LOS VENENDS.

Se realizé un .estudio restrospectivo a c¢inco afios de la
produccién de veneng para, ovaluar el volumen promedic de
extraccién por cada serpisnte, se revisaron los afios 1891-1985 y se

obtuvo promedic por afio y por cinco afios, adsmas un gstudio

prospectivo de 3 ordefias por ejemplar.

6.3.— EVALUACION DE LA POTENCIA DE LOS VENENOS CRUDOUS.

Extraer e! venano de las serpientes, C. basiliscus y B. asper
y detsrminar la DLso por mililitro de manera individual en ratoén de
la cepa NIH, utilizando seis animales por dilucidn. El

procedimiento se aplicara de acuerdc al método descrito por la FEUM

Sexta edicién. (7, 22)
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METODOLOGIA

A. Determinacion 1a DLs, de venenos

1} Diluir el veneno en progresion geométrica, con factor constante,
usando como diluyente solucién deo NaCl al 0.85 % .

Puede ser nscesario ofectuar varias pruebas preliminares para
deteorminar e! titulo dol veneno. La serie de diluciones y &l factor
de dilucién deben seleccionarse de mansra que la raspussta sea
progresiva, @l 50 %X de mortalidad se encuentre comprendide en la

serie, y se obtengan e@! 0 y =1 100 % de mortalidad.
2) De cada dilucién inyectar 0.5 mL a cada unc de & ratones de 18
a 20 g de peso; administrar este volumen por la vena caudal en un

tiempo aproximado de 15 segundos.

3) Observar a los animales al cabo de 24 horas despubs de la

inoculacién, anotando los musrtos en cada dilucién.
4) Calcular la DLse dsl veneno por el método de Spearman Kirher,
usando como reactores para sl calculo los muesrtos en un lapso de 24

horas.

Ejemplo ¢

Dlzo

Titulo anterior = 4900 DLso/mL

21



4900 DlLgo/mL /12 Dlso/mik = 408,33

Ditucién: 1:408.33 (0.055 mlL de veneno + Z2.40 ml 5.5.F.}

Factor de Dilucién = 1.3

I i I |

'Diluciones adicionales | | l

I
I
a 1:408.33 Vivos Musrtes Mortalidad (%}
I | I |
4 1 L L i
| I T T 1
| 1:3.55 i (o} l g8 l l
F ! f } n
| i:4.81 | o] l g | 100 |
L i i ] 4
i E I ] i
[ 1:8.0 | 3 i 3 I 50 !
1 1 [l i I
| I | | I 1
| 1:7.8 I 5 I 1 & 16,66 l
i f ; { —]
I 1:10.14 | 8 l o] I |
t I3

La dosis qus mata sl B0 % ds los animales estd en la dilucibn
118.0. Para determinar @! valor exacto de dicha dilucién se realiza

mediante la siguients férmula.

DLy, = — log de la dosis dsl 100 ¥ ds mortalidad — (suma dal % de

mortaiidad en todas las dilucionss/100 -~ ¢.5 1 x log F.D.

22



Dleo = — log 4.81 — (166.86/100 — 0.5) x log 1.3

DLso - D.6637 - 0.1328 = - 00,7963

i]

6,26

DLe o - 0.7963 antilog.

Esto valor corresponds a la dosis inoculada en ol raten gue o5 de
0.5 mL. Dicho valor significa que s necesario diluir el veneno
1:8.26 pars obtener una DLsos. Para para obtener Ia DLso/mL, =@

multiplica por 2, por consiguiente.

6.26 X 2 = 12.8B2 DLso./mL

Y multiplicar por ia dilucion inicial para obtener el titulo del

veneno "crudo”

408.33 X 12.52 = 5112.33 DLpe/mL (Titulo del veneno "crudo”).

6.4.— DETERMINAGION DE LA DDSIS MINIMA LETAL Y TIEMPD DE MUERTE EN

COBAYO POR LA ACCION DEL VENENO DE C. basiliscus y B. asper.

Basandoss en &l volumsn promedic del veneno producido por las
serpientes, calculado ds acuerdo al punto 6.2 , s9 astablece las
dosis que produzca la muerte del cobayo.

Se probaron los siguisntes volumenes como dosis de prueba de

veneno: 0,05, 0.025, €.01 mlL de veneno.
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Cada dosis de prueba es Iinyectada por via intramuscular a 5
grupos de 3 cobayos albinos machos de aproximadamente 400 g de
pasc. Se selecciona la dosis minima gque produzca =l 100 % de
mortalidad.

Los animalos son observados de 24 a 48 horas durante 105 cusles

se registran los signos y el tiempo de muerte.

6.5.— EVALUACION DEL NIVEL DE PROTECCION DE LAS FRACCIDNES

CROTALICA Y BOTROFPICA DEL SUERO ANTIVIPERINO.

Esta evaluacién se lleva a cabo en dos etapas, la evaluacién de

la potencia de los sueros y la técnica de rsto.

6.5.1.~ EVALUACION DE LA POTENCIA DE LOS5 SUEROS.

Los sueros hipesrinmunes antiviperino polivalante [ y Il de
origen equino son titulades iniciaimante en ratones albinos machos
da cepa NIH de 18-20 g, . do acusrdo al procaedimisnto establoecido en

la FEUM Sexta edicién. (7, 22)

METODOLOGIA

A. Seleccién de las diluciocnes de los sueros

1) Calcular el nimere de DLi,./mL gque nsautraliza el suero,
dividiendo el titule que indica e! marbete entre ol volumen

promadio. Ej.: 7800/10 = 78 DLso/mL.
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2] Caloular la dilucién teérics necesaria del susroc para
neutralizar 12 DlLse, dividiendo sl wvalor obtenido anteriormente

entre 12, Ej.: 78712 = 6.5

3) Considerar esta dilucién como la central de ta serie, y <on un
factor de dilucidn constante, calcular dos diluciones superiores y
dos inferiores a &sta. E! factor de dilucibn 5o slige de manera que

i{a respuesta sea progresiva (véase Ejemplo).

4) Las diluciones y/o e@! factor de dilucibn deben modificarss en
caso necesario para que contengan la DE,. y abarquen sntre el O ¥y

gl 100 % do sobrevivencia.

B. Procedimisnto

i1} piluir el suero en progresién geométrica, con un factor de
dilucién constante. Usar como diluyente sclucién de NaCl al 0.85 %
estéril.

2) Mazclar 3 mL de cada dilucidén comn un volumen 3Jigual de una

solucidn del veneno correspondients que contenga 12 DLso /mL.

3) 1ncubar las mezclas por una hora a temperatura ambiante ¥y

protesgidas de la luz.

4} Inyectar 0.5 mL do cada una do las mezclas a cada uno de =ois

ratones de 18 a 20 g, on la vena caudal, procurando que el volumen

se inyecte en un tiempo aproximadamente de 15 segundos.
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5) Obgervar e! eofecto protector del susroc a las 24 horas

posteriores a 1a inysccién, anotando el numsro de sobreviviantses y

muertos.

6} Calcular la DEso del susro por el métedo de Spearman Kirber.

7} Confirmar en paralelo si el veneno utilizado contiena
aproximadamente 12 DLso/mL. La prueba se considera valida si se
cumplien las condiciones establecidas en 3) y 4) de seleccién de la
diluciones de los sueros, y si 8l veneno utilizado contiens entre

10 b4 14 DLgo/mL.

81 Calcular o1 npamerc de Dleo neutralizadas por frasco,
considarando ol veolumen promedio por frasco y el nomero da DLso

contanidas en la dilucién de venenc utilizada.

DLeo

Venenc lots : VBaOl Reconstituir con 3% mL de 5.8.F.

VCE03 Reconstituir con 18 mL de 5.5.F,

Factor de Dilucion = 1.3
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r I I T 1

l Dilucidn | Vivos | Muertos i Mortalidad (%)‘
L L 1 i i
| I I 1 |
1 1:3.55 l 8] I g | 100 l
[ 1 1 1 R |
I_ ] | I 1
I 1:4.61 l 3 | 3 1 50 i
i i 1 i 1t
I i 1 1 I
I 1:6.0 I 4 l 2 I 33.33 |
1 [l ] k3 J
f 1 1 H 1
| 1:7.8 | 5 ‘ 1 | 16 .66 1
1 L 1 ] |
I 1 [ {
1 1:10.14 1 6 l o l I
L 1 L 1 e

La dosis gue mata e} B0 % de jos animales ostad en la dilucién
1:4.61., Para determinar el valor oxacto de dicha dilucién se

realiza mediante 1a siguiente férmula.

DLso = - log de la dosis del 100 % de mortalidad - (suma del % de

mortal idad/100 - 0.5 } % log F.D.

DLeo = — log 3.55 - (199.989/100 - 0.5) x log 1.3
DLeo = — 0.B502 - 0.1708 = - 0.7210
Dlgo = — 0.7210 antilog. = 5.26
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Este valor corresponde a la dosis inoculada en el raton que es da
0.5 mL. Dicho wvalor significa que s nocesario diluir el veneno
1;5.26 para obtener una pLS0. Para para cobtener la DlLse /ML, =8
multiplica por 2, per consiguiente.

5.26 X 2 = 10.52 DLso/mL

Ejemplo del calculo de potencia dsil suero.

DE,o 6 PPso

Veneno lote : VBaOl Reconstituir con 31 mL de 5.5.F.

YyCb03 Reconstituir con 18 ml de S.S8.F,.

Suerec : Suerc | Reconstituir con 10 mL de S.5.F.

Suero 11 Reconstituir con 10 mL de S.S.F.

Factor de Dilucién = 2.0
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I I | I ]

| Dilucidn i Vivos 1 Muertos j Sobrevivientes (%) |
; i f f =
[ 1:1.62 | 8 ! e} 1 t
I I f f {
i 1:3.25 | 8 i o | 100 E
f } i } i
| 1:8.5 l B | 1 | 83.33 |
f f i i {
| 1:13 | 4 | 2 | 66.66 |
1 S | 1 ]
i I 1 I ]
| 1:26 ] 0 | 6 [ 0.0 |

La dosis en donde sobreviven el 50 % de los animales estd en la
dilucién entre 1:8.5 y 1:13. Para dsterminar el valor sexacto de

dicha dilucién so realiza mediante la siguiente férmula.

DEso = — log de la dosis del 100 % do sobrevivencia - (suma dal %

de sobrevivencia/ /100 — 0.5 ) log F.D.

DEgo = — log 3.25 — (248.99/100 - 0.5} x log 2.0
DEse = — 0.51188 - 0.6018 = - 11,1138
DEspe = — 1.1138 antilog. = 12.89
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Este dato significa que una dilucién 1:12.99 del suero neutraliza
2.83 DL50 de venenc en un volumen de 0.28 mL del suero gue 58

inpcula &n &l raton.

12,99 x 2.63 DLso = 34.1637 Dlso

Para poder conocer !a capacidad noutralizante en 1 mlL se suero
multiplicar per cuatre, por lo tanto.

34,1637 x 4 = 136.65448 Dlso/mnL

Potencia por frasco: Dlgo %X Volumen dal frasco.

136.65448 DLyo/mL X 10 mi = 1366.54 DLso/Foco. (10 mLi.

Debido a gue &ste suero contiene anticusrpos contra los dos
vanenos, se diluye @l sueroc y se evalua la actividad espocifica

retando con sl veneno corrgspondiente.

8.5.2.— PROTECCION DESPUES DEL RETO.

Hacer un grupo de tres cobayos, inocular a cada unoc COR una
dosis mortal de veneno por la via intramuscular (testigo de
vengnol .

Formar tres grupo de tres cobayos e inocular a cada uno gon una
dosis mortal detorminada en o! punto 6.2 de veneno y trainta

minutos despuéds (oste tiempo pueds ajustarse de acusrdo a los
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signos gue presgnte cads animal individuaimente}, inysctaudo las
dosis dol susro por la via intramuscular. El volumen del sueroc dsbe
corresspondar a una capacidad neutralizante de 800, 500 y 250 Dlsae

por dosis (prueba dg proteccién).

Para ol grupo testigo de suero, ingcular a un grupo de dos
cobayos, ®! voliumen del susroc gus corresponda a una capacidad
neutralizante de 800, 500 y 250 DLso, por dosis. Observar en las

mismas condiciones gque los grupcs problema.

Observar los animales durante 24 a 48 horas registrando las

signos v @i tiempo de muerte, en caso de que se presente.

8.5.3.- PROTECCION DESPUES DEL RETO COMPARANPD LOS DOS SUEROS

VOLUMEN CONTRA VOLUMEN.

Los sueres (suero | y suero Il} son reconstituidos con 5 mlb de
S.5.F.

Formar dos grupog de tras cobayos ® inocular a cada uno con una
dosis mortal de venseno y treinta minutos despuss {este tismpo pueds
ajustarse de acuerdo a los signos que presente cada animal
individualmente), proteger a un grupo con un frasce del susro 1 y

al otro grupo con un frasco del susro 1l por via intramuscular.
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Observar a los animales deo manera continua y la administracidén del
suero (el contenido del suero correspondients) dependerd al sstado
de! animal y a los signos del punto 6.4 . Se sigue adimistrando el
sUBTO obssrvando los signos que presents cada animal

individualments hasta poder salvarle la vida.

Hacer un grupo deo dos cobayos, inocular a cada uno ¢on una
dosis mortal de venenc por la via intramuscular (testigo de

venano} .

Para el grupo testigo de suero, hacer dos grupos de 1 cobayo,
un grupo para el suerc I y otro para el suero I1, e inocular 5 ml
del suere correspondiente. Observar an las mismas condiciones que

los grupos probiama.

CObservar los animales durante 24 a 48 horas registrando los

signos y @! numero de animales vivos y mugrtos sn cada grupo.

§.6.— PRUEBAS BIODLOGICAS DE LOS VENENOS Y SUERUS "in vivo™ e "in

vitro™. (12, 20, 29, 30, 32).

Esta prueba se realizé de acuerdo a la técnica descrita por la

0.M.S, con algunas modificaciones.
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- Dogis Minima Hemorragica (DMH): Se define como la cantidad minima
de venenc (ug de peso secao), sl cual al ser inyectado
intradérmicamente en cobayos albinos, da como resultado una lesioén
de 10 mm de didmetro en 24 horas, La DMH se dstermina por separado

para cada uno de los venencs de prueba.

Preparar una solucidn ds veneno:

8. asper {VBaOi) y C. basiliscus (VCbO3) a 1 mg/mL.

r— l I 1
| VENENC | VOL, VENENO | VQL SLN. SALINA *
|  tne) | tpul) ] () |
o s i i
| ! l |
boos 5 | 85 |
[ i0 | 10 | 80 [
| 20 | 20 | 80 |
| 30 | 30 | 70 |
] 40 ] 40 [ 60 |
i 50 | 50 | 50 ‘
1 1 1 1
METODOLOGIA: Inocular intradermicamente e! wveneno; en la pisl

rasurada de! dorso del cobayo albino macho de 300 g (anestesiado

con sater).

33



LECTURA: Modir ol didmetro de la lesién en la superficie interna do

la pis! en dos dirscciones (&ngulo rectol.

INTERPRETACION: Se calcula graficande e! diametro de la lesibdn
contra la dosis de veneno y calculando la dosis que corresponda a

un diametro de 10 mm.

— Neutralizacién de la DMH: Se calcula como la cantidad de suero

antiviperino (i), gue neutraiizan completamente la D.M.H.

Preparar una solucién de veaneno:

B, asper (VBa0O1) y C. basiliscus {VCb03) a 1 mg/mL.

| 1 | J 1

{D-M.H. | i } ‘
|VENENU | VOL. VENENO | VOL. SBLN. SALINA | VOL. SUERD *I
| {ngt t (pl) | (ul) I (ut) |
= E — i i
I I | I I
| 40 | 40 | 60 | Q.75 !
| 40 | 40 i 60 | 1.8 1
| 40 ] 40 | 60 | 3 1
| 4Q [ 40 | 60 } 6 |
| 40 | 40 t 80 | 9 |
i 40 I 40 I ) 80 l 12 |
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¥ Susro : Suero [ y Susro II.

METODCLOGIA: I[ncubar la mezcla {veneno/susrol a 37 °C/30 minutos,
inocular intradermicamente; en la pis! rasurada del dorso del
cobayo albino macho de 300 g (anostesiado con &ter). Incluir

testigo de veneno solo y solucibn salina.

LECTURA: Madir el di&dmetro de !a lesién en la superficie interna de

la piel en dos direcciones {angulc rectol.

INTERPRETACION: La prueba se iee como volumen en (ul) del suerc que

noutraliza completamente ia DMH.

- Dosis Minima Necrozantes (DMN): Se defins como la cantidad minima
de venano (ug de peso secol, 81 cual al ser inyectadec a cobayos,
intradermicamente da como resultado una lesién de 5 mm do diametro
en 3 dias.

Preoparar una solucién de vensno:

B. asper (VBaDi} y C. basiliscus (VCb03) a 1 mg/mL.
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r I T 1
| VENENO | VDL .- VENENG | VoL SLN. SAL!NA'

| tng) ! (ul) i (ul) |
- '. : -4
I : | 99 |
| 10 | 10 | 20 |
| 50 ! 50 l 50 l
| 100 I 100 t ) |
I 150 I 150 f 61.5 l
I 200 | 200 i 50 I
] 250 | 250 | 37.5 I
i 300 ! 300 1 25 &
. ; . 5

METODOLOGIA: Inocular intradérmicamente, el veneno; en la pisl
rasurada del dorsc del cobayo albino macho de 300 g {anestesiado

con &ter).

LECTURA: Modir ol didmetro de la lesién en la superficie interna de

la piel on dos direccionss (&ngulo rectol.

INTERPRETACION: La DMN se calcula graficando el di&metiro de la

lesién contra la dosis de vensno y calculando la dosis que

correponda a un diamstro de 5 mm.
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—~ Neutralizacién de !a DMN: Se calcula como la cantidad de suarc

antiviperino {(ul), que neutraliza completamente la D.M.N.

Preparar una solucién de veaneno:

B. asper (VBaOl} y C. basiliscus (VCb03) a 1 mg/mL.

[ T T T 1

| D.M.N. i { [
| VENENO | VOL. VENENO | VOL. SLN. SALINA | VOL. SUERO ¥ |
| (g ! (put) | tuld [ tul) |
H i 1 1 1
| I | ! f
| 100 [ 100 i 0 i 4 |
| 100 t 100 | o | 8 |
| 100 | 100 | ) “| 12 |
| 100 | 100 | 0 | 16 i
| too | 100 ] 0 ! 20 |
| 100 | 100 | 0 | 24 |

# Suero @ Suaro I y Susro I11.

METODDLOG!A: Incubar l1a mezcla (veasno/suero) a 37° C/30 minutos,

inocular intredermicamente sn la piel rasurada del dorso del cobayo

albino macho de 300 g {anestesiado con &ter).
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LEGTURA: Medir e} diadmetro de la lesidén en la superficie interna de

la piel an dos dirscciones (Angulo rectol.

INTERPRETACION: La prueba sg les como volumen sn {ul) del susro que

neutraliza completamente la DMN.

— Dosis Minima Desfibrinogenante (DMD-CS5C): Se define como la
cantidad minima de vensno {(uyg de peso seco), 8l cual despuéds 60
minutos de ser inysgctado por via intravenosa a ratones (18-20 g),

evita la coagulacidn de la-sangra.

Proparar una solucién ds veneno:

B, asper (VBalli y €., basiliscus (VCbO3) a 1 mg/mL.

I I T 1

| VENEND | VOL. VENEND ; VOL SLN. SALINA |
I (pg? l Ll I tuld I
3 t t i
l | | !
| 5 j 20 | 380 |
| s | 24 ; 376 |
|7 | 28 | 372 |
| s | 8z | 368 i
| e i 36 | 364 |
| 10 | 40 | 360 |
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METODOLOGIA: Inocular &1 vensno en la vena caudal de ratones NIH
16-20 g.

LECTURA: Medir ol tiempo de coagulacién de sangrs completa.
INTERPRETACION: Se lees como la cantidad minima de venenc {(ug de
pesoc seco), gue despuds de 60 minutos de sor inyectado por via

intravenosa a ratonas (18-20 g}, evita la coagulacién de la sangra.

— Noutralizacién de la DMD-CSC: Se define como la cantidad de suero
antiviperino {pull), gue neutraliza la desfibrinogenacién, (sangre

incoagulable? de la D.M.D. ds el veneno.

Proparar una soiucién de veneno:

B. asper {VBaQl) y C. basiliscus (VCbO3) a 1 mg/mL.

f l 1 1 1

! D.M.D. I ’ | l
! VENENO | VOL. VENENOD l VOL. BLN. SALINA | VOL. SUERC ¥ |
l { g} | (ul) | tull l (1) |
H T 1 { 1
; I I I |
| 7 l 28 | 372 | 0.5 |
| 7 | 28 ] 372 I 0.8 |
| 7 | 28 ! a7z | 0.7 ]
| 7 | 28 } 372 I 0.8 |
| 7 l 28 ] 372 i 0.8 |
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% Suerc ; Suerc | y Suero I[I.

METODOLOGIA: lnocular la mezcla (venanc/suerc) en la vena caudal de
ratones NIH 18-20 g.

LECTURA: Madir o] tiempo de coagulacién de sangre complets.
INTERPRETACION: So lee como la cantidad de suero antiviperino (ull.
que neutraliza la desfibrinogenacién, {sangre incoagulable) de la

D.M.D. de sl wveneno.

- Dosis Minima Coagulante {(DPMC-P)}: Se define como la cantidad
minima de veneno (ug deo peso ssco por litro de solucién de prusbai,
que produce la coagulacién dol plasma humano en 60 segundos a 37
°C.

Preparar una sclucion de venano:

B. asper (VBaOl} y C. basiliscus (VCb03) a 1 mg/mL.

™ 1 H T 1
| VENENO i VOL. VENEND | VOL SLN. SALINA | VOL. PLASMA i
] {ug) | {ul) | (ptl } HUMANO  (mL} |
f ; i i 2
| l I ! |
| 640 | 32 | 18 I 0.1 |
I [s3: 10} | 34 l 16 | 0.1 %
I 720 l 36 ! 14 [ 0.1 I
| 760 | 38 | iz } G.1 |
I 800 | 40 i 10 } 0.1 ]
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METODDLOGIA: Incubar !a mezcla (veneno/plasma) a 37 °C/60 segundos.

LECTURA: Medir s! tiempo de coagulacién del plasma humano.

INTERPRETACION: Se caicula como la cantidad minima de vensno {ug de
peso seco por litro des solucién de prueba), que produca la

coagulacién del plasma humano en 60 segundos a 37 °C.

— Neutralizacién de la DMC—P: Se define como la cantidad de suero
antiviperino (ul), gue previans completamenta la coagulacidn del

plasma humano, como efecto de la D.M.C,

Preparar una solucién de veneno:

B. asper (VBaOl) y C. basiliscus (VCbO3} a 1 mg/mL.

f I T 1 1 1

| VENEND | VOL. | Vo SLN. 1 VOL. PLASMA | VOL. SUERD * I
| (ug) | VENEND | SALINA 3 HUMAND  {mL} | {al) |
t I (ul) I (ul} i | |
; f i ; i =
] 760 | a8 | 12 ] .1 | 1 |
| 780 | 38 | 12 1 C.1 ] 2 |
| 760 | 38 | iz I G.1 ’ 3 |
I 780 | 38 ] 1z I 0.1 I 4 |
| 760 I 38 | 12 | 0.1 | 5 l
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# Suere : Sueroe | y Suero II.

METODOLOGIA: Incubar !a mezcla (veneno/susro) a 37 °C/B80 sagundos,

y posteriorments adicionar el plasma.
LECTURA: Medir el tiempo de coagulacién del plasma humano.

INTERPRETAC!ON: Se calcula como la cantidad de& suerec antiviperinoe
{ul), gque praviens completamente la coagulacién de! piasma humano,

como efecto de la D.M.C.

6.7.— DETERMINAR CARACTERISTICAS DE PUREZA DE LOS SUERUS

ANTIVIPERINOS. \

8.7.1.— CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODOD DE LOWRY.

{10,16).

FUNDAMENTD: E! resctivo de acido fosfotangstico-molibdico oxida
compuastos fenélicos en comdicionas atecalinas, reduciando asi su
color inicial (amarillo oro) a un color azul intenso. Las proteinas
que contienen residuos ds triptéfand g histidina (aminoécidos gue
contisnsn grupos indel o imidazol), tirosina (aminoacido que
contisne una porcibdn fané]icé) y fenilalanina absorben la luz UV a

280 nm =n un forma proporcional a su concentracién. (219
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Ls determinacidén ds la concentracién de proteinas pusde
hacorse directaments por la absorecibén de la UV, permitiendo
recuperar ol material. Sin embargo algunos dstergentes vy
amortiguadores absurbsn considerablemente a la luz a esta longitud
de onda. Por tal motivo @5 necesario emplsar métodos colorimétrico

como sl desarrollado por OLIVER H. LOWRY.

En esta técnica, se consiruye una curva estandar de color
contra concentracién de proteina conocida con el reactivo de fenol
Folin Ciocalteus. E! color azul generado por la soclucién de la
proteina problema puede ser interpolado a unidades de concsntracidn

utilizando la curva estantar.

PROTOCOLO DE TRABAJO:
Elaborar la curva con los reactives y muestiras problema a

tomperatura ambiente, ds acusrdo a !la tabla que a continuacién se

muastra.

Tubo 1 2 3 4 |53 5] 7 8 =]
Hg de proteina o] 10 20 30 50 100 180 200 2850
u! de STD-BSA 0 10 20 a0 50 100 1BO 200 250
(Sln. 1}

ul NaCl ©.85 % 400 390 380 370 350 3Q0 250 200 150
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Tubo 1 2 3 4 5 B 7 8 1]

ug de proteina o 10 20 30 50 100 150 200 250
ml Mezcla de reacc 2 2 2 2 2 2 = 2 2
{(Sin. V)

REPOSAR DURANTE 10 MINUTOS

ul React. Folin 200 200 200 200 200 200 200 200 200

{5ln. V1)

#MEZCLAR Y REPOSAR A TEMPERATURA AMBIENTE Y EN OSCURIDAD 30 MINUTOS,

LEER A 500 nm.

Tubo 1 Problema 1 Problema 2 Probleama 3
Hg de proteina i 20 50 200

u! de STD-BSA | 0 o 0
{Sin. 1] |

ul NaCl 0.85 % | 380 350 200

mL Mezcla de reacc| 2 2z 2
(Sin. Vi !

REPOSAR DURANTE 10 MINUTOS
ul React. Folin | 200 200 200
(5ln V)
MEZCLAR Y REPOSAR A TEMPERATURA AMBLENTE Y EN OSCURIDAD 30 MINUTOS,
LEER A 500 am.
GRAF ICAR: Concentracibén Vs. D.O.
- Tratar la muestra problema como unpo de los puntes de la curva
{ejem: Usar 50 ul de muestra problema + 350 ul de NaCl 0.85 % + 2

mL de la Mszcla de reaccidtn y 200 ul de Folin}k,
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- Si los valores de absorbancia de sus problemasz, no caen dentro
del intervalo de los valores de la curva, diluya la muestra y
repita la determinacién, solo para el problema si la realiza el

mismo dia, o la curva y el problema si la reatizd un dia diferente,

- 5i incluye el problema, como dos o mas puntos de la curva (ejem:
Usar 50 y 100 ji dol probiemal, y los valores de absorbancia caen
dentro de los ds la curva, se hace un promedio de absorbancia para

ios calculos. No tome en cuenta aquellos valores que no sntren &n

ia curva.

- Calcular el contenido de proteinas de lal(s) muestrals) problema

por o! mé&todo de minimos cusdrados (Regresién Lineall.

6.7.2.— ELECTROFORESILS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS
(PolyAcrylamide Gels Electrophoresis, PAGE-SDS) ai 10 y 13 %. (B

i0o, 13},

La electroforesis de las proteinas en el gel, so basa en ia
formacién de un campo sléctrico, on donde se deja que las muestiras
corran del cAtodo {(polo negativol al anodo (polo positive) a 30
miliampers durante aproximadament® 1 hora hasta gus =l frante
colorido de las mugstras se encusntran a +/- 0.5 cm del final del

gol.
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PROCEDIMIENTO;

i.- GEL SEPARADOR: Se utiliza una unidad para gelas varticales de
10 x 1D cm, ©0.75 cm do grosor. Se lavan perfectamente 2 placas de
vidrin con detergente neutro. S enjuaga con agua bidestilada y se
sumerge en una solucidén de metanol al 5 %. Se secan los vidrios con
un algodén. Se montan los vidrios en el aparato de acuerdo a las

instrucciones del mismo.

2.- En un matraz Kitasato de 125 mL se colocan li9s siguienites

reactivos (suficienta para un gel):

CAMARA CHICA:

GEL SEPARADOR 7.5 % i % 11.5 % 12.850 %

Sin. de monomeros
Acrilamida
(Sln, V1) 1.87 mL 2,5 mL 2.87 mL 3,12 mL

Tris HCL (.5 M

pH = 8.8

(Sln. VII) 1.87 mL 1.87 aL 1.87 ml: 1.87 mL
H: O Bidestilada 3.63 mL 3.0 mL 2.83 mL 2.38 mL
5DS 10 % (Sin. IX) 160 ui 150 ul 150 pl 150 ul

5 E ELIMINA A1 RE

Temed {Sln. Xi} 10 ul 10 ul 10 ud 19 ul
Porsul fato de

amonio 10 % (Sin. X) 50 ul 50 ul 50 pul 50 ul
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GEL SEPARADOR 15 % 17.5 % 20 %

S51ln. de monomeros

Acrilamida

(Sin., V) 3.75 mL 4.37 mL 5.0 mb

Tris HCL 1.5 M

pH = 8.8
{SIn. VII) 1.87 mL 1.87 ml 1.87 mL

H; 0 Bidestiiada 1.7% mL 1.13 mL 0.50 mL

SDbS 10 % {(Sln. IX) 150 ul 150 ul 150 aul

S E ELIMINA Al RE

Temed (Sln. X1) 10 pul 10 ul 10 il

Parsul fato de

amonio 10 % (Sin. XJ 50 ui 50 sl 50 pnl

3.- 59 agita cuidadosamente para gue no se formsn burbujas y se

vierte ia mezcla entre las placas de vidric hasia aproximadamente

3.5 cm del borde superior.

4.,- S coloca alrededor de 1.0 mlL de I-propancl sobrs la superficie
de la acrilamida, dejandola caer suavemente por uno de los
extremos. Este paso 85 mruy imporiante para favorecer la

polimerizacion apropiada ya que e! oxigeno interfiere con la misma.
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Cuando la gelificacién ocurre se observa una interfase bien

dofinida entre el isopropanol y el gel.

5.- Sa inclinan las placas para remover el l-propancl y s8 lavan

las superficies de los geles 3 veces con agua bidestilada.

7.- GEL CONCENTRADDR: Se remusve @t liguido de la superficie de los

geles y s8 sscurren bien.

8.- So coloca en un matraz Kitasato los siguientes reactivos:

CAMARA_CHICA

GEL CONCENTRADOR 5 %
Sin. de monomeros

Acrilamida

{S5in. Vi) 825 ut

Tris HCL 0.5 M

pH = 6.8
[SIn, VIII) 837.5 ul
H; O Bidestilada 2.125 mlL
SDS 10 % (Sla. 1X) 37.5 nl

S E ELIMINA A Il RE
Temed (Slin. XI) 10 pui
Persul fato de
amonio 10 % (Sln. X) 50 ul
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Se agita cuidadosaments y se vierte la mezcla sobrg sl gol

sgparador.

Se coloca el peine apropiado acomodandolo de tal manera que no se
formen burbujas en la interfase de los dos geles y se espsra la

polimarizacion del gel.

9.— Se remueve ol peine cuidadosaments y se enjuagan los canales

con agua bidestilada 5 veces.

10.~ Se conectan las muestras con =1 regulador no reductor de
muestra (Slan. X11I) y los marcadores de paso molecular utilizando
una jeringa Hamilton, é¢sta so debs de @njuagar 10 vaces con SD5 al
1 % dospuds de cada muestra diferente. Nunca se debe de enjuagar

con agua solia.

11.- Se colocan los cables al aparato y a la fuentes de poder y se
vierte regulador de corrimisnto (Sin. X!I). Se aplican 15-30
mA/placa de corriente constante, luego gue las muestras entran al

gol! soparador la corriente se auments a 30-60 mA/placa.

12.— Se mantiene el corrimiento hasta que el azul de bromofenol

1legue & unos 0.5 cm del final de la placa.

13.— TINCIDN CON AZUL DE COOMASIE {(Sin. X1Vi: El gel se sumerge en
un recipisnte gue contenga alrededor de 50 mL del colorante y so

de ja reposar durante toda la noche,
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t4.- Se remueve o] colorante y se agrega el decolorante (Sin. XV},

hacen tantos cambios como s9a necesario hasta lograr la nitidez

59

de las bandas.

15.~ Los geles se sumergen en glicerol (Sin. XVD) y posteriormente
s@ secan.

6.7.3.— TINCION DE PLATA. (18)

1.~ FIJACION:
Para geles convencionales fijar con

f£i jadora cada 20 minutos. Para geles

cambios do 10 minutos (Sin. XVIiI).

2.- LAVADD CON AGUA:

tres cambies de soclucion

ultrafinos fijar con tres

Para geles convencionales lavar tres veces cada 10 minutos con agua

desionizada. Para geles ultrafinos fijar tres veces cada § minutes

con agua desionizada. Vertir el agua cuando haya terminado.

3.~ TINCION DE PLATA:

Para geles convencionales o ultrafinos, equilibrar con la solucidn

de plata (5ln. XV1Il) on agitacién suave durante 30 minutos. Vertir

la soludién cuando haya terminado.
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4.~ LAVADD RAPIDDO DE AGUA:
Para gelos convencionales o ultrafinos, lavar de 10-20 segundos con

agua desiopizada. Vertir el agua cuando haya terminado.

5.— REVELADD DEL GEL:

Adicionar 50 mL de la solucién raeveladora (Sin. XIX) sobre el gel.
Después de 5-8 minutos eliminar la solucién, y adigionar otros 50
mL do la solucién reveladora (Sin. XIX}, observar cuidadosamente
hasta conseguir el oscurecimiento de las bandas, y a su vez que

rodusca o] color amarillento del gel.

8.- DETENER EL REVELADOD:
Eliminar la sojucién de revelado y rapidamente adicionar la

solucién de paro (5inp. XX) durants 5 minutos.

7.- LAVADOD CON AGUA:
Para geles convencionales lavar tres vecss cada 10 minutos con agua
desionizada. Para geles ultrafinos filjar tres veces cada 5 minutos

con agua desionizada. Vertir @i agua cuando haya terminado.

6-9.- LAVAR CON LA SOLUCION REDUCTORA/ENJUAGAR CON AGUA:
Poner los geles sn la solucién reductora (Sin. X¥l} de 10-30
segundos. Retirar la solucién reductora e inmediatamente enjusgar

con agua de ls llave aproximadamsnie 1 minuto.
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2.~ Colocar la membrana on ol aparato de slectroforesis y adicionar
Buffer de veronal (Sin.XX11), para correr la muestra 200 pA/5 Volts

durante 25 minutos.

3.,~ Revelado de las muestras, sa distribuyen tos reactivos

deacuardo al siguiente orden:

Charola i.— Colorante Rojo de Ponceau (segun la especificacién de

la casal/10 minutos.

Charola 2,3 ¥ 4.— Se reparts el &cido acédtico con agua de ésmosis

inversa {(Slpn. XXI111)/1 minuto.

Charola 5.—- Se pone unicamente metanol/1 minuto.

Charola 6.- So pone acido acético con metamoi (Sin. XXIV), velumen

total 100 ml)/i minuto.

4.~ Sg procede a colocar la membrana en una loseta de vidrio (Glass

slides, 5.7 cm x 7.0 cm, Gelman Sciences Inc.}.

5.~ Se deja secar 1 minuto en estufa a 37 °C y ospera a que 5o
enfrie a temporatura ambiente colocar en la base especial dsl
aparato (Tradermark of Beckman Instruments Company, Sepratek or

fticrozone) que nos da los grafices.
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v11.— RESULTAPOS:

En la tabla numero ! se muestran los resultados del volumean
promedio de extraccién de venencs, estos resultados fueron
obtenidos de la bitacora de produccidén de venenos del Herpetario

del [nstituto Nacional de Higiene.

TABLA 1.— VOLUMEN PROMEDIO DE EXTRACCION DE VENENOS

RETROSPECTIVD A CINCD ARDS

I

| C, basiliscus | B. asper !
| ARNQO VOLUMEN (mL} i VOLUMEN (mL) '
(o f i
| 1991 Q.69 mL i 0.5285 alL I
' 1982 0.5333 oL | 0.5768 mlL t
l 1993 0.5807 mbL | 0.6333 mL I
I 1984 0.6309 mlL | 0.5860 mL I
| 1985 0.6388 oL ] 0.6480 mL |
i I !
| X = 0.5947 mlL | ¥ = 0.5945 L |
] MAXIMD = 0.78 mlL ] MAXIMG = 0.83 mL |
1 MINIMO = 0.3 mL | MINIMO = 0.59 mlL |
L
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Tambidn s ralizé un estudig prospective de tres ordefias 15-20
s9rpiontes de las dos oespocies en cada ordefia, gl veneno fue
rgcolectade en jeringas ds insulina para medir e! volumen wminimo

que inccula una serpisnte, éste fue de 0.3 mL (tabia 11,

TABLA 11.— VOLUMEN PROMEDIOC PE EXTRACCION DE 3 ORDEfAS POR
EJEMPLAR

f T 1
l C. basiliscus | B. asper f
[ 1 ]
I I |
| X = 0.648 mL | X = 0.80 mL |
| MAXIMO = 1.06 mL i MAXIMD = 1.66 mL |
I ! I
| MINIMO = 0.3 mL | MINIMC = 0.3 mkL !
f — [ i

En la evaluacién de la actividad de los venenos se calculé la
Plso de acuerdo a 1a metodoiogia descrita para los venenos
liofilizados, la prueba se realizé cuatro veces, procurando que 1a
dilucién empleada on los venenos sstuviese dentro de 10-14 DL, ¥y
obteniendo subsscusntemsnte un promsdio respectivo a cada veneno,

los valores se gxpresan an la tabla (1]
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TABLA 1!1.—- EVALUACION DE LA POTENCIA DE LOS VENENDS CRUDOS
I T T I 1
| l Dilucion | ’ Die o /mL

| Vaneno | del E I0-14 DPLso/mL | Vaneno |
i | Vsneno f ’ crudo I
L i 1 i ]
I i | § I
f C. basiliscus E 1:408.33 ' 12.562 I 5112.3 |
I i i [l i
I { ] i I
| B. asper | 1:1280.00 } 13.861 | 17012.50 I

| — .

Para el calculo en el contenido de protefinas de

crudos y sueros antiviperinos,

iote para el suero

descrito por Lowry,

[ y dos

tabla

lotes para ei

numaro 1V,

suerco

los wvenenos

la cuantificacioéon se realizé a un

Il por el método

TABLA IV.~- CONTENIDO DE PROTEINAS EN VENENDS CRUDDS Y SUERDS
(mg/mL) METODO DE LOWRY
Venenos Proteinas mg/mL
C. basiliscus 935.35
B, asper 78837
Suweros Proteinas mg/mL
Suarc | 51.68
Suero 11 43.73

La dosis y tiempo de

muerte se realizé on cobayos albinos
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machos de 400 g de peso, s8¢ realizaron ensayos inocuiando volumenes
de 0.1 a 0.4 mL, pero casi instantaneamente morian, por lo gque se
realizaron ensayos con volumenes de 0.01 a 0.05 nL seleccionando un
volumen de ©0.025 mL como ol o6ptimo que representa la dosis minima
de muerts para resalizar la prueba de proteccion con los sueros

antiviperinos {tabla ndmero V).

Tabla V.- DOSIS MINIMA _MORTAL ¥ TIEMPO DE MUERTE

VENENO CRUDO

Crotalus Basiliscus

ESPECIE VOL VENENC DLs o TIEMFD DE
{mL) MUERTE (Hrs.)
x Cobayo Promedio
I I I |
Crotalus | 0.05 |255.6 [ 4312 | 4:31

basiliscus i 0.025 |127.8 | 7:34 f >7:00
i I | »7:134 ;
i 1 i 1
I i H
| 0.01 |51.12 | Sobrevivio |

| i | >7:00 |

Como consecuencia de la muerte de jos cobayos ocasionada por la
administracitn de los venenos, 58 realizaron necropsias estudiando
las lesiones macroscopicas, e@stas lesiones se resumen e2n las tablas

nimero Vi y Vi,
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Tabla VI.— NECROPSIA DE GOBAY(OS INOCULADDS CON VENEND CRUDO

VENEND DE G. basiliscus

CRGAND COBAYO 1 COBAYD 2
BLANCO
VIA DE
ENTRADA CONGEST {ONADA CONGEST 10NADA
PULMON NDORMAL NORMAL
CORAZON HEMORRAGICO HEMORRAGICO
HIGADO BORDES REDONDEADUS, BORDES REDONDEADOS,
FRIABLE, HEMORRAGICO FRIABLE, HEMORRAGICO
BAZO NORMAL NORMAL
RINON DERECHO NEFRITIS, HEMORRAGICOD NEFRITIS, HEMORRAGiICO
RIMON IZQUIERDO NEFRITIS, HEMORRAGICO NEFRITIS, HEMORRAGICO
INTESTIND
DELGADO NORMAL HEMORRAGICO
ESTOMAGO NORMAL NORMAL
OTROS CAVIDAD PERITONEAL CAVIDAD PERITONEAL
HEMORRAGICO HEMORRAGICO
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TABLA VII.~

NECROFS1A DE CDBAYOS

INGCULADOS CON VENENO CRUDO

VENENO DE FB. aspgr

ORGANO COBAYOD 1 COBAYO 2

BLANCO

VIA DE

ENTRADA CONGESTIONADA CONGESTIONADA

PULMODN NORMAL NORMAL

CORAZUN HEMORRAGICO CONGESTIONADCG

HIGADO BORDES REDUNREADOS, BORDES REDONDEADOS,
FRIABLE, HEMORRAGICC FRIABLE

BAZO NORMAL NORMAL

RI#0ON DERECHO NEFRITIS NEFRITIS, HEMORRAGICO

RINDON 1ZQUIERDC NEFRITIS NEFRITIS, HEMORRAGICO

INTESTING

DELGADO

ESTOMAGO

OTROS

HEMORRAGICO

NORMAL

NORMAL
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En la svaluacién de la potencia ds los susros antiviperinos
polivalentes so calculb la DEso con los vensnos liofilizados en
contra de los dos vensenos B. aspsr y €. basiliscus, realizandose
varias determinacionss ¥ obtenisndo un promedio para cada fraceibn

estos &8 cobservan en la tabla ndmero VIII.

TABLA VIlI.—- POTENCIAS DE LOS SUEROS ANTIVIPERINOS (DEys)

| SUERO [: Determinado con @l veneno iiofilizado de l
I raferencia (control biolégico-I1.N.H.}. |

| Contra la fraccit6tn Botrépica = 1033.05 DPE/Frasco (10 mL). I

I Contra la fracciftn Crptalica 1330.68 DE/Frasco (10 mL}. ’

i SUERO Ii: Detsrminado con el vansno liofilizado de i
! refarencia {(control! biolégico-[.N,.H.). |
i

Contra la fraccidtn Botrépica = 4775.45 DE/Frasco (10 mL}.

| Contra la fraccidn Crotaiica 1784.69 PE/Frasco (10 mL},

De acuerdo a ta potencia de los sueros, obtenida en contra de
los dos venenos, se determiné e! volumen de suero que se administré
en 8l ensayo de proteccidn con base a la fraccidn crotalica (tabla

namero IX).
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TABLA 1X.- VOLUMEN DE SUEROS PARA EL ENSAYO DE PROTECCION

~ Ensayo de proteccién en base a la fraccién Crotalica.

SUERO | SUERGC 11
800 DEss = 6.01 mi 800 DEso = 4.8 mL
500 DE;e = 3.75 mkL 500 DEso = 3.0 mL
250 DEeoe = 1.87 mL 250 DEwe = 1.6 mbL

Para el ensayo de proteccién deo los sueros I y II, se retaron
a cobayos albinos machos de 400 g de peso con 0.025 mL de veneno
por via intramuscular y despuds de aproximadamente treinta a
cuarenta minutos, se administré ol velumen de suero correspondiente

a BOO, 500 y 250 DEso (tablas ntmero X y XI1).

Al no obtener una proteccién con dosis fijas, ss decir 800, 500
y 250 DEso, B8 realizd un segundo ensayo on donde s8 compararon los
sueros | y Il {(frasco contra frasco), para esto s tomo en cusnta
los signos que prssoantaban los animales individualmente, para ir
administrande los sueros, los resultadoes se observan en la tabla

nimero XII.
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Tabla X.— ENSAYD DE PROTECCION EN COBAYD ALBINO
RETO: Crotalus basiliscus/Suero 1
Sexo: Machos, Pesc: 400 g
Via de inoculacién del veneno y suero: Intramuscular.

| TIEMPO DE MUERTE
| {Hrs.) POR
NUMERO
ANIMALES RETO DEg o ¥ COBAYO PROMED IO
E 1:89
N
s 3 800 2.01 3:12
A
Y 5:36
)
0.025 mb 5:65

P
R 2 DE 500 5:48
o
T VENENC 5:43
E
C CRUDO 3:18
c
1 3 250 3:58 > 8:24
2]
N > 12:00
T
E
s Vv 1 0.026 mL INMEDIATO
T E SLN,
I N DE 2:10
G E 2 SALINA 1:09
0O N VENENO

)
D 3 CRUDC 5:25 (3:17)
E
T
E
5
T S 1
I u ——— ] e e
G E FRASCO
0 R

0
D
E

# EL SUERC SE INOCULO 30 A 40 MINUTOS DESPUES DEL RETO
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Tabla XI.— ENSAYO DE PROTECCION EN COBAYO ALBINO

Sexo:

Machos,
Via de inoculacién detl

RETO:

Paso: 400 g

Crotalus basiliscus/5uero

VOneno y susroc:

1t

intramuscular.

TIEMPO DE MUERTE
{Hrs.) POR
NUMERD
ANIMALES RETO De s O% COBAYOD PROMED 1D
E 3:13 21:08
N
S 3 800 16.43
A
Y 31:13 (29:28)
u}
0.0625 mL 3:11

FI
R 3 DE 500 3:11 4120
0]
T VENENO 5:20
E
[} CRUDO 4:;02
C
I 3 250 5:33 6:28
0
N 8:00
T
E
S Vv 1 0.025 mL S5:41
T E SLN.
I N PE 5:23
G E SALINA
0O N VENENO

0]
D 2 CRUDO 5:36
E
T
E
S S
T U 1
I E —-—— | m—— ] e
G R FRASCO
c o
D
E

¥ EL SUERO SE

INDCULO 30 A 40 MINUTODS DESPUES DEL
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Para realizar el estudio comparative enire los dos sueros se
raalizaron algunas pruegbas biolégicas in vivo 8 in vitro contra los
venenos de B. asper y C. basiliscus se usaron prusbas aprobadas por
alt 0.M.5. (1881 Theakston y Reid, 1883), los resultados se muesiran

en la tabla namsro XI1II1.

Tabla XI11[.- RESULTADOS DE LAS PRUEBAS "IN VIVO" E "IN VITRO"

DE LOS VENENOS B. asper ¥ ., basiliscus.

[ ] t
I ESPECIES DMH DMN DMD-CSC DMC—-P I

| ng/COBAYD 4g /COBAYO g /RATON pgsmi |

] C. basiliscus 40 100 N.A N.A |
I B. asper 40 100 7 760 t
| 1
N.A. = NO TIENE ACTIVIDAD,

Una vez obtenida la cantidad de vensno que causa cada actividad
biolégica de cada veneno, s realizé la nsutralizacién de dichas
actividades con los dos sueros | y Il, obtenisndo los resultiados

expresados en la tabla namerc XIiV.
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Tabla XIV,~ RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD NEUTRALIZANTE

DE DDOS SUERDS POLIVALENTES {(SUERO I Y SUERQ [1}

CONTRA LOS VENENOS DE #. asper ¥ C. basiliscus

ACTIVIDAD NEUTRALIZANTE®

ESPECIES SUERO DMH DMN DMD-CSC DMC~P
ui ul Jit e uL
SUERG 1 4.0 1.5 N.R. N.R.

C. basiiiscus

SUERD I1 2.0 1.0 N.R. N.R.

SUERD 1 4.0 2.5 0.85 5.0
B. asper

SUERO 11 1.0 1.5 0.85 4.0
N.R. = NO REALIZADA. " = RESULTADD DE LA MEDIA DE DUS ENSAYOS.

En las pruebas de neutralizacidén de las actividades biolégicas
se expresaron en cantidad de proteina y de lgG regquerida, para ostn
se tomdé en cuenta a! porciento de ©® globulina cobtenida en el
corrimento electroforético de zona, analizando dos lotes del susro
il v un lote del suereo [ y de la cantidad de proteina obtenida por
el método de lowry {(tablia nuamero XV).

En las figuras 3 y 4 se observa un estudio comparativo de
corrimientos electroforédticos en gel de poliacrilamida de los
suaros [ y I1I.

Tambien se realizarén corrimientos electroforaticos de zona de
los dos sueros antiviperinos para observar o, B yv 3 de suerocs

normal equino contra susros antiviperinos (Figuras 5§ y 6.
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FIGURA 3.~ ELECTRUFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA
DE SUEROS ANTIVIPERINOS
{TINCION DE PLATA)

(16 %)

KD

123 4956 78 91

% CONDICIONES NO REDUCTORAS

CARRIL MUESTRA CARRIL MUESTRA
1.— M.P.M. ALTOS 6.— SUERC [I (LOTE 2),10 ul
2.— M.P.M. BAJOS 7.— SUERO I (LOTE 1),15 ul
3.- SUERD { {(LOTE 1}.,10 i 8.—- SUERO 1 (LOTE 23,15 pul
4.~ SUERO I (LOTE 2),10 u! 9.— SUERO 11 (LOTE 1),15 pul
5.— SUERO Il {(LOTE 1),10 ual 10.— SUERO 1[I (LUTE 2),15 pul
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SUERO ANTIVIPERINO POLIVALENTE I

I

PERFIL ELECTROFOQRETICO DEL

SUERO ANTIVIPERING

FIGURA G, —
SUERC NORMAL EQUINO
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VIII.—- DISCUSION:

Pars saber cual &5 el volumen promedic que pusde inocular una
serpiente en la vida real se partié de volumenes de extraccibén
(Tablas [ v 1i), ostcs datos se adecuaron para realizar la prueba
en un modelio animal que fudé el cobayo, el volumen de la dosis
minima mortal (Tabla V} fué més pequefio que @l volumen promsdio
0.25 mlL contra 0.6 mL respectivamente, tomando en cuenta ia
diferencia de pesos entre =! hombre y @i cobayo, ademas la edad,

robustes y peso de cada serpiente (Sherman Minton, 22).

En la evaluacion de ia potsncia de venenos, el veneno "crudo”
de B. asper es 3.32 veces mas potente que 8l vensno "crudo” de C.

basiliscus (Tabla [11),

En cuanto a la necropsia de los cobayos (Tablas VI y Vil}, los
organos mas afectados por los venanos de B. asper y C. Basiliscus
son: rifones, higado y corazdn, presentando congestidn, &5 dacir un
exceso do sangre en daterminado organc, estos resul tados concuerdan

con la bibliografia (1).

En tos 1otes estudiados, el suero [l es 4.62 veces mas potente
c¢ontra la fraccion Botrépica y 1.34 veces mas poiente contra la
fraccién Crotalica que el suero [, mediante ia prueba de potencia

de seronsutralizacién an raton (DEs,) {(Tabla VIII}.
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Como la prusba de seronsutiralizacién se realiza an ratones por
via intravenosa, al realizar la prueba de proteccién a una dosis
fija es decir 800, 500 y 250 DEs. se realizdé por via intramuscular,
esto debio de influir en los resultados obtenidos en la proteccién
do los sueros, ademds de la diferencia de modelo animal, tamafios y

por consiguiente los pesos.

En @] modeloc y en las condicionss del ensayo de proteccion
absoluta de oste estudio con una sola dosis de BOO, 500 y 250 DEeo .,
on ambos sueros antiviperinos probados (Tablas X y X1}, no protege
al cobayoc al sor administrada una dosis minima mortal,

aproximadamente 130 Diw de vensno "crudo” de Crotalus Basilisous.

La comparacién de la cantidad de frascos necesarios de cada
suero antiviperino (Tabla XI1), para neutralizar de manera eficaz
una dosis minima mortal, requiers de experiencia o gentrenamienta en

ol tratamionto de la mordadura—picadura de sorpiente. (6, 23,24}

Las prusbas "in vivo" 8 "in vitro" recomendas por la OMS {28},
suguisre en general, que el susro Il, os més potents gus s} susro
1 para neutralizar las actividades biolégicas, a excepcibn de la

DMP, de los venenos de B, aspsr y C. basiliscus.
Cabe ssfalar que los productores de los susros antiviperinos

utilizan espacies de serpientes diferentes, ol suero [ utiliza las

especies de Bothrops asper y Crotalus basiliscus, mietras que el
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gsuerc Il utiliza las eospecies de JHothrops atrox y Crotalus
torrificus estas dos Ultimas especies no gxisten en Maxico,

corresponden a centro y Sudamérica. {2}

Pese a que se ha demostrado la axistencia de rescciones
cruzadas entre venenos del mismo generc y diversos suaroes
(Rosenfeld and Kelen., 1966; Gutiérrez et al., 1985; Keornalik and
Toborska., 1989; Dias da Silva et al., 1888). Se recomisnda
utilizar, on las mezclas antigénicas, vensnos de serpientes dal
pais en sl cual s9 va a distribuir un determinado susro, ya que de
osto manera se garantiza la adecuada proteccién inmunoldgica de las
principales toxinas preseniss en los venenos {Bogarin G., Sogura
E., et al., 1995).

- Se pusde predscir la eficascia clinica de lios sueros

antiviperinos en base a gstos resul tados.

Estudios realizados demuestran poca correlacion entre la
raspuesta clinica del antiveneno y las pruebas de laboratorio
(12,14).

En un ostudio realizado en Tailandia <¢on la serpients
Calloselasma rhodostomd, s8 encontrdé corretacidén entre las
observacicnss clinicas y los resul tados experimentales, (11, 33)
exceopto para la necrosis local ya que en casos de envenenamianto en
humanos la administracién la administracién del suero s posterior
a ls merdedura-picadura (Warrsl et al., 1976; Warrel., 1992;

Cardoso et al., 1883).
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En estudios realizados indican que el dafio tisular inicia
inmediatamente después de la mordedura picadura de serpientes
{lddon et at., 1887) y ests efectio se previene al administrar el

suero inmediataments.

Sin embargo se recomienda tener precaucién en extrapolar los
resul tados basados en estudios realizados en animales en la
caracterizacion de venenocs para el envenenamientce en humanos

{Theakston and Reid., 1883).

En el corrimiento electiroforético en gel de poliacrilamida
(Figura 4), se observan 7 bandas dal suero | de aproximadamente

t70.79, 58.56, 45, 36.72, 26.91, 24 y 19.72) KD.

Mientras que en en ol suero 11 (Figura 4}, se observan 6 bandas

de aproximadamente {70.79, 59.56, 45, 30.54, 26.é1 y 24) KD.

Las diferencias entre ambos son @n las bandas que presentan un
valor de 36.72 y 198.72 KD para el suero 1l y 30.54 KD para el suerc

11, esto puede significar la diferencia en la proteccién.

De acuardo al estudic electroforético de zona, en los lotes
estudiados de los sueros antiviperinos, el suero Il (Figura 86)
contiene el 100 % de ¥, en tanto que suero I (Figura 5) contiene
86.8 % de s y 13.2 % de B. Y expresando 21 estudio en el contenido

de 1gG, el suero 1l es mAs potente que el suereo I, es decir que el
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suero 1l requiere menor cantidad de 1gCG para neutralizar cada una
de las actividades biolégicas realizadas &n éste trabajo (Tabla
EA'R I

- Se dobe de purificar el suero | , si @s que en esto depende en
aumantar la potencia y proteccién contra la mordedura-picadura de

B, asper y C. basiliscus.

En analisis de suerc de sangre venosa, por sisctroforesis,
reatizadas por Kabat y Tiselius observaron cuatro picos principales
de proteinas séricas: las albuminas y las gloebulinas «, 8 y w. En
gu mayoria, los anticuerpos se hallaron en ia fraccién de las gamma

globulinas, pero también en parte en las B globulinas. (2)

En la litsratura indican que los anticusrpos antitéxicos
producides mediante inmunizacién proiongada des caballos se
localizan en una fraccién B lenta o ¥ rapida, a veces designada ol

componente "T". {4)

Después de periodos cortos de inmunizacién la antitoxina
aparece en la gamma {(globulina gamma 2), pero con inmunizacidn
continua aparece como 3 1 (T) que migra entre las globulinas beta
y gamma 2. (10)

Tambien existe un efecto de ta digestion enzimatica sobre las
propledades de los anticuerpos, en estudio de diversas
investigacionas que o] tipo B 6 T de antitoxina se convierte por

é4s5te proceso, &n una proteina quse migra como globulina gamma. (10)
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Estudios realizados en el Intituto Nacional de Higiene, ast
como en literatura (10} se ha observado que en la purificacidén de
sueros, aparecen tres picos gue corresponden a las fracciones 8, T
v 9 ), pero con el procesoc de digestion se observa un sdlo pico gue

corresponde a la fraccion ¥ .
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1X.— CONCLUSIDNES:

- El volumen gue inocula una ssrpiente, depende del tamailio ds la

gspecieg, paso, Y nutricién de cada e jemplar.

- El veneno de B. asper es mas potente gque el veneno de C.
basiliscus, ademas que gste no tiene actividad desfibrinogenanta y

coagulante.

- En la nescropsia de los cobayos los organos afactados son 1os

mismos para ambos venenos.

- Para el e@studio de la actividad neutralizante de los sueros
antiviperinos contra la mordedura—picadura de serpientes P. asper
y C. basiliscus, 5@ requiers de expeoriencia y entrenamiento para su

tratamiento ya sea a una dosis unica o a determinado volumen.

- E1 suero I1 requiere de menor cantidad que el suero [ para

neutralizar las diferentes actividades biolégicas.*

- El suaro Il es més puro =n cuanto al contenido de IgG que ol
suero 1.%#

# Para los lotes estudiados

- Para producir um suerc con una busna calidad so debe tomar en
cuenta |os m&todos do inmunizacién, purificacisén y digestion del

mismo.
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X.— APENDICE

REACTIVOS

1y ESTANDAR PARA LA CURVA PATRON DE ALBUMINA (1 mg/mL)

25 mg de Albumina S8rica Bovina castiese et enas 25 mg

25 nl de Solucién Salina 0.1i5 M Pete et s v s s n et 25 mL
Preparar un minimo de 25 mlL y ajustar la solucién , a una D.0O. de
0.7 (280 nm}, utilizar siempre el mismo frasco de albymina cada vez
que s& prepare 2l estandar. DPistribuya el alicuctas de 1 mL ¥y

congele a -~ 70 °C.

[1} Reactivo A:
1.— Carbonato de sodio {Na:CO;} C e Nt e d s e e ey 2 e

2.~ NaOH 0.1 M tsesesnssnscsss ¥ Aforar a 100 mbL

Preparar minimo 1.0 1¢t.

200 ml. NaOH 0.1 M 0.1 M j 40 g = 0.8 g do NaDH

100 mL | 1 Mol

1i1) Reactive B:
1.~ Tartrato de sodio y potaslo dihidratadoe ........ e 2 g

Agua destilada cissesscancss ¥ Aforar a 100 mlb

Se disuweglve 8! tartarato de sodio en 40 mL y se afora a 100 mL.

2.— Sulfato de cobre pentahidratado CuS0, 5H.0 ......... 1 g

Agua destiiada t4vsassasers ¥ Aforar a 100 mL
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ESTA TESKS NG DEBE
SAUG ©i La BIBLIGTECA

# Utilice matraces voiumétricos para su preparacién.

1V} Reactivo de Folin-Cicalteus, dilucidn (1:3)
i.- Reactivo de Folin-Ciocaltesus  .......cv00xn T 2 mL
2.~ Agua destilada P it Ers e st T 4 mbL

Se prepara en el momento.

V) Mezcla de reaccidn:
0.5 mL de 11i B-1 con 0.5 mL de 11! B-2, volumen final 1.0 mL
A 4sta solucién se agrega 50 mL de 11 A, mezclar, reposar 10

minutos a temperatura ambisnte. Preparar al momento.

V1) Solucién de Mondmeros, (Acrilamida-Bis acrilamida al 30 %},
PRECAUCION: En la preparacidén de éste reactivo use, guantes y
cubreboca. Evite el contacto directo conAésta solucidén miantras

este on astado iiquido.

Acrilamida R N R R R R 75 g
N-N Bis—acriiamida Parrerees sttt 2.0 g
H; O° Cerssessernaan Aforar a 250 mL

Filtrar en papsl Whatman 1! y mantensr a - 4° C sn obscuridad

{frascos ambar); Caducidad 30 dias.

Vil) Regulador del gel de separacién (Tris HC1 1.5 M, pH = 8.8}

Trizma-base Pttt aae s aeaaraasasss.a 18,17 g

H: O° rerrrrerairrr et ety 50 mL
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Se ajusta et pH con HCl 8 M y se afora a 100 mL.
Se filtra en papel Whatman it y guardar a — 4° C. Caducidad 30 dias.
VIti) Regulador de! gel concentrador (Tris HCl 0.5 M, pH = 8.8)

Trizma-base B e 6 g

Hz O* TR 50 mL

Se ajusta =] pH con HCl 8 M y so afora a 100 mL.

Se filtra en papel Whatman 1 y guardar a — 4° C. Caducidad 30 dias.

IX} Laurii sul fato de sodio (Dodegil Sulfato de Sodio, S5.D.S5.) al
10 %,

(Detergonts anidnico recubre las cadeonas polipéptidicas y las carga
negativamente (Neo refrigerar porgue se cristalizal.

sSDs P et s s e n e s i0 g

Hz O* P L 100 mL

%) Persul fato de amonio al 10 % (APS}):
Persul fato de amonioc APS T R R c.1 g

H, D* I 1.0 mL

{Se prepara al! momento de su usarsel.

X{) TEMED (N', N', N, N' tetramstiletileandiaminal,

X11) Regulador de corrimiento (Tris 0.00256 M, Gliecina 0.192 M, SDS
at 1 %, pH = 8.3}

Trizma—base frectairi iRttt e s 18 ¢

Glicina T R B86.4 g

80



5p8 T T I I A I 6 g
H; O* I L 8.0 1t
No se debe ajustar sl pH.

El regulsdor del tanque inferiaor puads ser reusado 4 ¢ 5 veces, =23

del tangque superior debe ser descartadoe cada vez.

¥111) Regulador de muestra 2 X:

Regulador de musstra Reductor No_Reductor
Tris.HCl] 0.5 M pH 6.8 50 mL 50 mL
5DS 4 g 4 g
GHlicerol 20 mlL 20 mkL
f-mercapto stanol tomL  —_———
Azul deo bromo fenol 0.1 % 0.2 mL 0.2 mL
Agua destilada* Aforar =a 100 mL 100 mL

X1V] Colorante de trabajo para tincién de protsinas Coomasie al

0.125 % en moetanel, acético, agua:

Metanol 50 % Ae st assretacessanea saaans 454 al
Acido acético glacial I 46 mlL
Azul Coomasie R250 s rasaserrarrearsnsnaass 1.26 g

Agitar 60 minutos y aforar con 500 wl de H:0* (Ss reusa hasta 3

mesos, filtrar pariodicamsntsl).

XV: Decolorante para sl Gel:

Motanol absoluto I = 1o Lo B T

Acido acético M raTitra st Ere ety 70 mbL
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H 0 Veesesatrraraessarressasess B30 mL
% Utilizar agua desionizada, ésmosiz inversa o bidestilada.

%¥VI) Sscado de geles:

Geles \< a 10 % l Goles >/ a 156 % | Golas »/ a 20 %
Glicerol al 5 % ] Glicerol al 5 % | Glicerol al 5 %

| Metanol 40 % | Matano! 40 %

l Acido acético 5 % | Acido acético 10 %

Remogar el gel, papel filtro y celofan en la solucién de gilicerina,

temparatura 80 °C, tiempo 1 hora, bomba de vacio.

XVII1} Solucién fijadora (Etancl 30 %, Acido acetico glacial 10 %)«

Etanol Cererarcstrerrnasaasrnaress AT mL
Acido acético I T 80 mL
H; 0 desionizada Whaeseessserrsasearserecses 900 mkL

XVIiII} Equilibracién de una sclucién de plata:
A.- Geles mayorss o iguales a 0.5 mm {(convencionall, diluir 1.5 mL

de AgNDs (Plata concentrada), en 300 ml de agua desionizada.
B.- Goeles menores a 0.5 mm {(ultrafinos}, diluir 0.75 mlL de AgNO;
{Pilata concentradal, on 300 mlL de agua desionizada. [Esta solucién

puede ser usada dos veces].

X1X) Solucidén resveladora:

Diluir 30 mL de Na;CO: (Reveiador 1 concentrade) an 300 mL des agua
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desionizada. A &sta solucién adicionar 0.17 mL de Formaldehido

{Revelador 2 concentrado}. [Esta solucidén es e@stable por 2 horasl.

XX) Solucién de paro o términc (Acido acetico 1 %) =
Acido acético R R ] 3 mL

H; 0 desionizada i resrisasaneserertranasere &97 mlL

XX1) Solucibdn reductora:

Mozcar 2 mL de Ferricianuro de potasio {(Reductor A concentradol), 4
mL de Tiosulfato de sodio (Resuctor B concentrado) y 0.7 mL de
Na;COs (Reductor C concentradeol), y diluir con 300 mL de agua
desionizada. [Esta solucién sera estable por 1 dia o hasta que la

soluci6én se torne verde o azull.

%¥X11.— Solucién amortiguadora de veronal Sédico 0.04 M/pH B.6
Pietilbarbiturato Sédico F L 10 mL
Agua de ésmosis inversa, Aforar a serarrerassrserrrr ey 1.0 L

ajustar o1 pH a B.6

£Xttl.- Acido acdtico & %
Acido acético erbeartssaeraresrrassere 12.5 mL

Agua de 4smosis inversar ATOrar a8 . csicsssvanvrrraccanes 250 mL
XX1V.- Acido acético 10 % :

Acido acético R T R 10 mL

Metanol, Aforar a BT 100 mL
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