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I. RESUMEN.

El envenenamiento por mordedura de serpiente es un problema de salud
publica en el mundo, principalmente en las regiones tropicales como es el
caso del continente africano. Aunado a las condiciones sociales de la
poblacion africana representa, desde hace mucho tiempo, un problema
emergente que es necesario resolver. Se sabe que la mordedura por
serpientes del género Naja, cominmente conocidas como cobras, causan el
diez por ciento de los envenenamientos en dicho continente. Por esta razon,
resulta imprescindible entender los efectos del envenenamiento asi como la
composicion y las propiedades bioquimicas y farmacolégicas de los venenos

de estas serpientes.

En este trabajo se evalué mediante experimentos in vitro (ELISA) la
reactividad cruzada de dos antisueros experimentales de origen equino: anti-
Naja mossambica y anti-Naja melanoleuca, contra una bateria de venenos de
cobras africanas y asiaticas. Para cada antisuero se determind la potencia
neutralizante especifica (contra el veneno homologo) y paraespecifica (contra
el resto de los venenos). El antisuero anti-Naja mossambica presenté una alta
reactividad cruzada contra la mayoria de los venenos de serpientes del género
Naja analizados, sin embargo, su potencia neutralizante fue nula tanto para el
veneno homologo como para los venenos heterélogos. Por otra parte, el
antisuero anti-Naja melanoleuca presentd un alto reconocimiento especifico,
mientras que el reconocimiento paraespecifico resulté ser menor. Este
antisuero fue capaz de neutralizar los efectos toxicos tanto del veneno
homdlogo (Naja melanoleuca) asi como los de la mayoria de los venenos

heterélogos.



II. INTRODUCCION.

II.1 Generalidades del ofidismo a nivel global.

Las afecciones y muertes causadas por mordedura de serpientes y arafias asi
como por picadura de escorpiones, ocurren en gran parte del mundo, principalmente en
las regiones tropicales, donde representan un problema de salud publica importante
(WHO, 1981). Se estima que la mayor parte de las muertes por envenenamiento causado
por animales ponzofiosos son provocadas por serpientes (Stock y col., 2007). La tasa de
mortalidad mundial ocasionada por este fenbmeno asciende a las 100,000 muertes por
afio (Chippaux, 1998). El envenenamiento por el accidente ofidico tiene un gran impacto
en diversas poblaciones de Africa, Asia, Latinoamérica y Oceania, causando un elevado

porcentaje de mortalidad en las mismas (Tabla 1).

Tabla 1. Envenenamiento causado por mordeduras de serpiente en el mundo (Stock y col., 2007).

Poblacion Mortalidad

Region (x 106) Mordeduras Envenenamientos Muertes (%)*
Europa 750 25,000 8,000 30 0.38
Medio Oriente 160 20,000 15,000 100 0.6
USA/Canada 270 45,000 6,500 15 0.23
Latinoamérica 400 300,000 150,000 5,000 3.3
Africa 800 1,000,000 500,000 20,000 4.0
Asia 3,500 4,000,000 2,000,000 100,000 5.0
Oceania 20 10,000 3,000 200 6.6
Total 5,900 5,400,000 2,682,500 125, 345

* El porcentaje de mortalidad se obtuvo dividiendo el numero de muertes entre los envenenamientos.

Los accidentes ofidicos son de mayor relevancia en los paises tropicales en vias
de desarrollo, donde se reporta una alta tasa de mortalidad (Gutiérrez y col., 2006). Lo
anterior se explica por las siguientes razones: la amplia distribucion geografica de las
serpientes venenosas en las regiones tropicales que coincide con ciertos asentamientos
humanos y con determinados sectores de la poblacién, la insuficiencia de servicios
médicos, las dificultades del rapido acceso a centros de salud publica, y la baja
accesibilidad y/o escasez de antivenenos eficaces entre muchas otras (Gutiérrez y col.,
2006).
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Desafortunadamente, existen pocos registros confiables sobre la incidencia de
mordedura por serpientes en la mayoria de los paises afectados. La falta de informacion
fiable se debe a diversas razones, entre las cuales se encuentran: la dificultad que implica
la identificacion de la serpiente causante de la mordedura, el recurso a tratamientos
tradicionales dentro de la propia comunidad, y la falta de cifras estadisticas y bases de

datos oficiales (Gutiérrez y col., 2006).

La mayoria de los envenenamientos severos son producto de la mordedura por
serpientes de la familia Elapidae y Viperidae. Entre las serpientes responsables del
accidente ofidico que causan alta mortalidad a nivel global, se encuentran las serpientes
del género Echis (Africa), Bungarus y Naja (Asia), y las especies Bothrops asper y
Bothrops atrox (América Central y América del Sur, respectivamente) (Gutiérrez y col.,
2006). Existen muchas otras serpientes cuyo envenenamiento no es significativo a nivel
mundial, sin embargo representan un serio problema epidemiolégico en regiones
especificas del mundo. Por ejemplo, las serpientes del género Crotalus en Norteamérica
(Gutiérrez y col., 2006).

11.1.1 Epidemiologia del ofidismo en Africa.

En Africa el envenenamiento por mordedura de serpientes causa alrededor de
20,000 muertes al afio y es responsable de miles de envenenamientos severos que
provocan dafios permanentes en las personas afectadas (Stock y col., 2007; Laing y col.,
2002). Estas disfunciones incluyen Uulceras crénicas provocadas por los sindromes
necroéticos, disfunciones renales y secuelas neuroldgicas, entre otros (Theakston y col.,
2003). En el Norte del continente africano la tasa de morbilidad anual ocasionada por este
fendmeno es aproximadamente de 15 envenenamientos por cada 100,000 habitantes
(Chippaux, 2006). A pesar de gue esto representa un problema de salud publica en dicha
region, resulta de menor importancia a lo que acontece en otros lugares del territorio
africano. Por ejemplo, en las zonas ubicadas al sur del Sahara la mordedura por serpiente
es un problema de gran relevancia debido a su elevada incidencia (10-1,000 mordeduras
por cada 100,000 habitantes). Tanto la incidencia de las mordeduras como el nimero de
envenenamientos dependen de la region, factores estacionales, tipos de terreno,
distribucion de las serpientes y habitos locales de las poblaciones humanas afectadas
(Stock y col., 2007).
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En Africa la mayor parte de los envenenamientos ocurren por la mordedura de
serpientes pertenecientes a la familia Viperidae. Los géneros de mayor relevancia
epidemioldgica en el territorio africano son Echis, Dendroaspis, Bitis, y Naja. De acuerdo a
los estudios epidemioldgicos y a los reportes clinicos existentes acerca del ofidismo en el
continente africano, se sabe que la especie Echis ocellatus es responsable del 70% de los
envenenamientos por accidente ofidico, mientras que el 10% se atribuye a las
mordeduras por serpientes del género Naja, y el resto de los envenenamientos son

ocasionados por la mordedura de serpientes pertenecientes a otros géneros.

Las especies del género Echis mas representativas, en cuanto a la importancia
epidemioldgica en Africa, son: E. ocellatus, E. leucogastery E. pyramidum. Por otro lado,
las especies de mayor relevancia para el hombre del género Dendroaspis son: D.
angusticeps, D. jamesoni, D. polylepis y D. viridis. En el caso del género Bitis, las
especies que representan un mayor riesgo para la poblacién africana son B. arietans y B.
gabonica. Por ultimo, la mordedura de las especies del género Naja con mayor incidencia
en el territorio africano son la de las cobras N. nigricollis, N. mossambica, N. haje y N.
nivea (Warrell, 1995). A pesar de que existen muchas otras especies implicadas en el
accidente ofidico, es bien sabido que representan menor riesgo para la poblacion

africana, en comparacion con las especies anteriormente mencionadas.

II.2 Generalidades de serpientes.

Las serpientes son animales vertebrados pertenecientes al grupo de los reptiles
que carecen de extremidades y poseen un cuerpo alargado y flexible. Su longitud varia de
10 centimetros hasta 7 metros. Su piel esta cubierta de escamas y durante el crecimiento
es renovada constantemente por un proceso llamado ecdisis, cominmente conocido
como “muda”. Este proceso ocurre de 10 a 15 veces al afio en las etapas tempranas de

su ciclo de vida y de 2 a 4 veces al afio cuando son adultos (Chippaux, 2006).

El esqueleto de las serpientes esta constituido por numerosas vértebras (de 140 a
435 dependiendo de la especie) unidas entre si por cinco articulaciones que permiten el
caracteristico movimiento sinuoso de estos animales. A excepcion de la zona caudal,

donde no hay vértebras o estén limitadas a una sola (vértebra caudal primaria), el resto
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de las vértebras se encuentran unidas a mdultiples pares de costillas. Evolutivamente,
estos organismos han sufrido diversas modificaciones en su estructura 0sea, entre las
cuales se encuentran, la pérdida de las cinturas pélvicas y escapulares, y la involucion
total del esterndn. La ausencia del esternén da lugar a una caja toracica abierta altamente
flexible, confiriendo una ventaja funcional para las serpientes como depredadores, ya que
permite la ingesta de grandes presas (Chippaux, 2006). Algunas familias presentan
estructuras vestigiales de los miembros pelvianos, que externamente se observan en

forma de ganchos o espolones que utilizan durante la copula.

Se han descrito diferentes tipos de locomocién mediante los cuales se desplazan
las serpientes, éstos dependen del tamafio del organismo, de sus habitos y de la
composicion del terreno en el que se desenvuelven. EI movimiento mas frecuente es el
arrastre por ondulacion lateral y permite a las serpientes desplazarse rapidamente
(Chippaux, 2006).

El crdneo de las serpientes esta compuesto por diversos huesos unidos por varias
articulaciones. La compleja conexion entre los huesos maxilares y mandibulares permite

engullir presas de gran volumen y didmetro (Chippaux, 2006).

Los dientes de las serpientes se conocen como “pleurodontes” debido a su
morfologia, ya que se encuentran embebidos en una superficie oblicua interna del maxilar
(Figura 1). Los dientes son delgados y curvos, y son reemplazados continuamente a lo

largo del ciclo de vida (Chippaux, 2006).

44— Diente

Superficie
oblicua en
la maxila

Figura 1. Arreglo dental en las
serpientes.  Pleurodonte  (Chippaux,
2006).
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De acuerdo a su tipo de denticion las serpientes se clasifican en aglifas,
proteroglifas, opistoglifas y solenoglifas, dependiendo de la estructura y disposicion de los
dientes en el hueso maxilar (Tabla 2). Las serpientes que son venenosas pueden ser

opistoglifas, solenoglifas o proteroglifas.

Tabla 2. Clasificacion de las serpientes por el tipo de denticion (Ramos y col., 2000).

Aglifas. No poseen colmillos ni glandulas
venenosas. Los dientes son afilados y curvos

dirigidos hacia la parte posterior del cuerpo de la

serpiente.

Opistoglifas. Presentan un par de colmillos
acanalados y fijos situados en la parte posterior de
la maxila.

Proteroglifas. Poseen un par de colmillos fijos,

Glandula
de
veneno

acanalados o huecos, situados en la parte frontal de
la maxila.

Solenoglifas. Presentan un par de colmillos
inoculadores de veneno, mdviles y huecos, situados

en la parte anterior de la maxila.

Los 6rganos internos de las serpientes se presentas en una canflg@égﬁ%l‘? peculiar
debido a la morfologia de estos animales. Las visceras poseen und®¥giformacion

alargada ordenadas una detras de la otra (Figura 2).

El aparato digestivo se dispone en una forma alargada paralelamente al eje
anteroposterior del cuerpo de la serpiente (Figura 2). El estbmago no es mas que un
ensanchamiento del tracto digestivo que puede agrandarse para albergar piezas muy
voluminosas (Figura 2). El higado también posee una configuracign algigagda vy esta

compuesto por dos l6bulos de diferente en tamafio. de veneno

bl
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Figura 2. Anatomia general de los 6rganos internos
de las serpientes. 1. Abertura coanal; 2. Lengua; 3.
Glotis; 4. Traquea, 5. Eséfago; 6. Timo; 7.
Paratiroides; 8. Timo; 9. Auricula izquierda; 10.
Auricula derecha; 11. Ventriculo; 12. Vena cava; 13.
Aorta; 14. Pulmén izquierdo; 15. Higado; 16. Pulmén
derecho; 17. Saco aéreo derecho; 18 Saco aéreo
izquierdo; 19. Estbmago; 20. Bazo;

21. Vesicula biliar; 22. Pancreas; 23. ovario; 24.
intestino delgado; 25. Mesovario;

26. Glandulas adrenales; 27. rifion derecho; 28.
Ciego; 29. Aorta; 30. Colon;

31. Coprodeum; 32. Urodeum; 33. Proctodeum
(Modificado de Funk, 1996).

Los rifiones, testiculos y ovarios presentan una morfologia alargada y se disponen
en fila (Figura 2). La mayoria de las serpientes poseen un pulmén derecho y un pulmén
izquierdo vestigial o nulo, sin embargo, algunas presentan dos pulmones. El sistema
excretor deriva de la anastomosis de los uréteres al intestino, desembocando en la cloaca
(Figura 2).

La disposicién anatdmica del corazon puede obedecer a la forma de vida de las
serpientes. En las serpientes acuaticas por ejemplo, éste se localiza en la parte central del
cuerpo para compensar la presion hidrostadtica. En contraste, en las serpientes
arboricolas, el corazon se ubica cerca de la cabeza para facilitar la irrigacién sanguinea al
cerebro (Chippaux, 2006).

En estos animales los 6rganos sensoriales de la vision y el olfato se encuentran
desarrollados para contender con su entorno. Sin embargo, poseen un oido rudimentario
que, estructuralmente, carece de oido externo y de membrana timpanica, por lo que
tienen una baja capacidad auditiva (Chippaux, 2006). Las serpientes de algunas familias
presentan receptores especializados para percibir estimulos sensoriales, quimicos y

térmicos.

En cuanto a la reproduccion, en la mayoria de las especies la fecundacion es

interna, existen especies ovoviviparas y algunas otras que presentan una placenta
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verdadera. Los machos presentan dos hemipenes, de los cuales sélo uno es utilizado

para la copulacion.

[1.3 Taxonomia.

Las serpientes son un grupo muy antiguo descendiente de los lagartos y se
considera que su ancestro mas cercano data del Triasico inferior, hace 250 millones de
afios (Chippaux, 2006). Actualmente se estima que existen alrededor de 3,000 especies

de serpientes en el mundo (Vidal y Hedges, 2005).

Las serpientes pertenecen al Phylum Chordata, un gran grupo de animales con
simetria bilateral, cuerpo segmentado, médula espinal o cordén nervioso. El subphylum
del que forman parte es el Vertebrata, el cual comprende a organismos con
endoesqueleto 6seo o cartilaginoso, sistema muscular, sistema circulatorio cerrado, y
sistema digestivo completo muscularizado en posicion ventral. Las serpientes forman
parte de la clase Reptilia que a su vez se divide en tres subclases: Andpsida (tortugas),
Archosauria (cocodrilos) y Lepidosauria (lagartos y serpientes). Las serpientes figuran
dentro del orden Squamata, suborden Ophidia, que a su vez se divide en tres

superfamilias:

- Typhlopoidea (Scolecophidia). Las familias que la componen son: Anomalepidae,
Typhlopidae, Leptotyphlopidae y a grandes rasgos incluyen a serpientes pequefias
(menores a 30 centimetros), terrestres, no venenosas y con sistemas oculares vestigiales,

que se distribuyen en todo el mundo (Zug y col., 2001).

- Booidea (Henophidia). En general, las serpientes que pertenecen a este grupo son de
habitos terrestres, no venenosas, y se distribuyen en Asia y América. Las familias mas
estudiadas son: Aneliidae, Tropidophiidae, y Boidae. Las serpientes de la familia Anellidae
se conocen comunmente como “falsos coralillos”, organismos terrestres de 60 a 100
centimetros de longitud, cuya distribucién geografica abarca el sur de América. La familia
Tropidophiidae esta conformada por un grupo de serpientes terrestres o semiarboricolas,
que se distribuyen en América del Sur y América Central. Evolutivamente, estas
serpientes representan un estadio intermedio entre la superfamilia Henophidia (Booidea) y

Xenophidia (Colubroidea). Por udltimo, la familia Boidae se constituye por boas, pitonesy
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anacondas, entre otras. Las serpientes de la familia Boidae exhiben una amplia
distribucion y los nichos ecoldgicos que éstas han colonizado son numerosos (Zug y col.,
2001).

- Xenophidia (Colubroidea o Caenophidia) que a su vez se divide en las siguientes

familias:

Acrochordidae. Familia compuesta Unicamente por tres especies: Acrochordus granulatus,
A. arafurae y A. javanicus, serpientes no venenosas de 30-60 centimetros, con habitos

acuaticos, cuya distribucion abarca la regién de Indo-Australia (Zug y col., 2001).

Atractaspididae. Se constituye por un género y 19 especies. Todas las serpientes de esta

familia son venenosas y se distribuyen en Africa (Zug y col., 2001).

Colubridae. Esta familia heterogénea se define por 255 géneros y 1,405 especies. Las
serpientes de este grupo poseen denticion opistoglifa (Tabla 1), todas son venenosas y

comparten las caracteristicas morfologicas generales de las serpientes (Chippaux, 2006).

Viperidae. Se compone por 36 géneros de serpientes venenosas que poseen una amplia
distribucion geografica en el mundo (exceptuando Australia). Las serpientes
pertenecientes a este grupo poseen habitos terrestres, arboricolas y acuaticos. Su habitat
se extiende desde los bosques hasta los desiertos, incluyendo las zonas de alta montafa
(Zug y col.,, 2001). Los géneros mas estudiados son: Agkistrodon, Bothrops, Echis,
Causus, Bitis, Crotalus y Cerastes. Los miembros de estos géneros son las serpientes
ponzofiosas mejor conocidas a nivel mundial debido a la importancia epidemiolégica que

representan para el hombre.

Elapidae. Este grupo es una familia heterogénea conformada por 60 géneros y 300
especies. Las serpientes que lo integran adquirieron, de manera convergente, la denticién
proteroglifa (Tabla 1). Las serpientes de esta familia se distribuyen en las regiones
tropicales y subtropicales del mundo. Aunque todavia no queda clara la taxonomia de
esta familia, se considera que se divide en dos subfamilias: Hydrophiinae y Elapinae (Zug

y col.,, 2001). La subfamilia Hydrophiinae esta constituida por serpientes marinas con

una morfologia caracteristica y algunas de ellas conservan la capacidad de desplazarse
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en el medio terrestre (género Laticauda) (Zug y col., 2001). Por otro lado, la subfamilia
Elapinae estd compuesta por 16 géneros que en su totalidad comprenden a serpientes
venenosas morfologicamente parecidas a las de la familia Colubridae. Entre los géneros
mas estudiados se encuentran: Bungarus, Dendroaspis, Micruroides, Micrurus,
Ophiophagus, Walterinnesia y el género Naja. Las serpientes pertenecientes a estos
géneros exhiben diferencias importantes en cuanto a su morfologia, comportamiento y a
los nichos ecoldgicos que habitan. Su distribucién abarca los continentes de Asia, Africa,
América y Oceania (Zug y col., 2001). Al igual que algunas de las serpientes del grupo de
los vipéridos, muchas de las especies integrantes de los géneros anteriormente
mencionados tienen un papel sumamente relevante en la epidemiologia del ofidismo en el
mundo.

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica de las serpientes y ubicacion del género Naja.

Phylum: Chordata.
Subphylum: Vertebrata.
Clase: Reptilia.
Subclases: Anapsida.
Archosauria.
Lepidosauria.
Orden: Squamata.
Suborden Ophidia.
Superfamilias: Typhloidea.
Booidea.
Xenophidia.
Familias: Acrochorolidae.

Atractaspidae.

Colubridae.

Viperidae

Elapidae

Subfamilias: Hydrophiinae
Elapinae
Geéneros: Micrurus.

Dendroaspis.
Micruroides.
Ophiophagus.
Bungarus.
Naja.

1.4 Venenos.

Los venenos son una mezcla heterogénea de compuestos, principalmente

proteinas, sintetizados en una glandula exécrina, que son inoculados por un aparato de
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inyeccion de veneno especializado (Young y col.,, 2004). El aparato de inyeccion
comprende un par de dientes modificados (colmillos) con una serie de adaptaciones que

cada grupo de serpientes ha adquirido a lo largo de su evolucién.

Los venenos de las serpientes contienen una gran variedad de enzimas
(proteasas, fosfolipasas, entre otras), toxinas (neurotoxinas, cardiotoxinas, sarafotoxinas),
aminodcidos, aminas biogénicas, lectinas, desintegrinas, carbohidratos, lipidos,
nucledsidos y nucledétidos, entre otras moléculas (Warrell, 1995; Porto y col., 2006). A
pesar de la similitud entre la composicion de los venenos de serpientes del mismo género,
familia o especie, se sabe con certeza que existe una variacion intra- e interespecifica en
sus componentes (Chippaux, 2006; Shashidharamurthy y Kemparaju, 2006). Esta
variacion se debe a factores geograficos, estacionales y ontogénicos (Chippaux y col.,
1999).

Hasta ahora, los venenos de las serpientes de las familias Viperidae y Elapidae

son los més estudiados, debido a su importancia epidemiolégica.

Los venenos de las serpientes de la familia Viperidae estan compuestos por una
alta concentracion de componentes de mediano a alto peso molecular y son ricos en
enzimas. Entre los componentes mayormente representados en los venenos de vipéridos
se encuentran las proteasas hemorragicas (hemorraginas), las proteasas de serina, las

fosfolipasas, fosfatasas, L-amino oxidasas, proteasas, miotoxinas y péptidos.

Las hemorraginas son componentes de alto peso molecular caracteristicos de los
venenos de vipéridos; dichas proteinasson metaloproteasas, dependientes de un cation
divalente, que interfieren con la hemostasis del organismo, es decir, la coagulacion
sanguinea (Ward, 1996).

Las proteasas de serina generalmente son enzimas que afectan la hemostasis
(Markland, 1998).

Los venenos de las serpientes de la familia Elapidae estan constituidos por una

concentracion elevada de componentes proteicos de bajo peso molecular y son

particularmente pobres en enzimas. Existen tres grupos principales de polipéptidos
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implicados en la toxinologia y farmacologia de los venenos de la familia Elapidae: las
fosfolipasas, neurotoxinas y cardiotoxinas (Chiu y col., 1995). Todas éstas son moléculas

estables tanto quimica como térmicamente (Chiu y col., 1995; Hung y col., 1998).

Las fosfolipasas tienen un amplio rango de acciones téxicas, causando dafio
principalmente a nivel de membranas, inhibicion de la coagulacién sanguinea, hemdlisis y
pueden provocar desde mionecrosis hasta cardiotoxicidad y neurotoxicidad dependiendo
del tipo de fosfolipasa A, (PLA,) (Meier, y Stocker, 1995; Shashidharamurthy y Kemparaju;
2006). Respecto a estas toxinas, se han llevado a cabo diversos estudios sobre su
actividad catalitica, encontrandose diferentes tipos de PLA, cuyos niveles de accién
varian. En el caso del veneno de la cobra Naja naja, se han reportado fosfolipasas
acidicas que son citotoxicas. Estas poseen la capacidad de desencadenar efectos
hemoliticos (Rudramaiji y Gowda, 1997) o de ejercer actividad neurétoxica postsinaptica
(Machiah y Gowda, 2006; Shashidharamurthy y Kemparaju; 2006). Ademas, se ha
identificado que ciertas fosfolipasas de los venenos de las cobras N. atra, N. kaouthia y N.

sumatrana pueden presentar actividad neurotoxica presinaptica (Meier y Stocker, 1995).

Las neurotoxinas son proteinas de 57 a 74 aminoéacidos que interfieren con la
sefializacion neural. Estas toxinas se dividen en diferentes clases de acuerdo a: su modo
de accidn, el nivel en el que actian y la conformacion que presentan (Cuadro 2). Estas
proteinas se encuentran altamente representadas en los venenos de serpientes de los
géneros Naja, Dendroaspis, Haemachatus, Bungarus y Micrurus. La clasificacion de las
neurotoxinas, en base a su modo de accién, las agrupa en presinapticas y postsinapticas.
Las neurotoxinas postsinapticas inhiben la transmisién de los estimulos nerviosos en la
membrana postsindptica bloqueando los receptores colinérgicos (Chippaux, 2006). Las
neurotoxinas postsinapticas mas estudiadas y mayormente representadas, son las o-
neurotoxinas. Estas toxinas suelen dividirse en a-neurotoxinas pequeias (Grupo |: 60-62
aminodcidos) y en a-neurotoxinas grandes (Grupo Il: 66-74 aminoacidos). Estas toxinas
exhiben homologia estructural, sin embargo difieren en la composicion de aminoéacidos,
caracteristica que les confiere ligeras diferencias en sus propiedades toxicas (Chippaux,
2006). Las a-neurotoxinas de los venenos de serpientes del género Naja interfieren con
la transmisién de estimulos en la placa neuro-muscular, inhibiendo la contraccion de los

muasculos de manera que el sistema respiratorio puede resultar afectado
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desencadenando, en los casos mas severos, una paralisis respiratoria que puede ser fatal
(Meier y Stocker, 1995).

Cuadro 2. Neurotoxinas en los venenos de serpientes (Koh y col., 2006).

Tipo de neurotoxina. Modo de accidn Venenos.
Neurtoxinas de cadena larga. Toxinas postsinapticas. Elapidos e
Poseen como blancos a los hydrophiidos (cobras,
nAChRs. serpientes acuaticas,
elapidos australianos).
Neurotoxinas de cadena corta. Toxinas postsinapticas. Elapidos e

Actuan sobre los nAChRs. hydrophiidos (cobras,
serpientes acuaticas,
elapidos australianos).

Neurotoxinas debiles. Toxinas postsinapticas. Elapidos (cobras,
Con baja afinidad a sus drtpientes del género
blancos (nAChRS). Bungarus y elapidos

australianos).

Taipoxinas. Toxinas presinapticas. Elapido australiano.

Se unen especificamente a
la membrana plamatica de
las neuronas, principalmente
en la placa neuromuscular.
B-Bungarotoxinas. Toxinas presinapticas. Elapidos del género
Actla sobre los canales de Bungarus.
potasio (K") dependientes de

voltaje.

Neurotoxinas muscarinicas. Toxinas que se unen Elapidos (mambas,
especificamente a los cobrasy serpientes del
mAChR. género Bungarus).

NAChR, receptor nicotinico colinérgico; mMAChR, receptor muscarinico colinérgico.

Las cardiotoxinas son pequefios polipéptidos relacionados con las a-neurotoxinas.
Estas toxinas pueden afectar la fisiologia del corazén, interfiriendo con la transmision de
estimulos nerviosos a través del bloqueo de los receptores de acetilcolina. Sin embargo,
se ha demostrado que estos polipéptidos presentan menor afinidad por los receptores

colinérgicos en comparacion con las a-neurotoxinas (Hung y col., 1998; Koh y col., 2006).

[I.5 El género Naja.

I1.5.1 Caracteristicas generales.

Este grupo esta conformado por 18 especies de serpientes, comunmente

conocidas como cobras (Chippaux, 2006). Los miembros del género Naja son serpientes
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venenosas de gran tamafio (1 a 4 metros), con habitos terrestres, arboricolas e incluso
acudticos. La cabeza de las cobras posee una estructura peculiar que las define
morfolégicamente. La posicion de defensa de estas serpientes es caracteristica, ya que
poseen la capacidad de levantarse a través de sus costillas cervicales (Warrell, 1995). El
nombre comun de cada especie obedece a la distribucién y, en algunos casos, a ciertos
rasgos morfolégicos: N. annulifera (cobra bandeada), N. atra (cobra china), N. haje (cobra
egipcia), N. kaouthia (cobra del monéculo), N. katiensis (cobra café del Oeste de Africa),
N. melanoleuca (cobra negriblanca o cobra del bosque), N. mossambica (cobra de
Mozambique), Naja naja (cobra india), N. nigricollis (cobra de cuello negro), N. nivea
(cobra del cabo), N. nubiae (cobra Nuabiana), N. oxiana (cobra oxus), N. pallida (cobra
roja), N. philippinensis (cobra filipina), N. samarensis (cobra de Samar), N. sumatrana
(cobra de Sumatra), N. sputatrix (cobra de la isla de Suna y Java) y N. siamensis (cobra
thai).

Algunas de ellas tienen, como sistema de defensa, la capacidad de escupir el
veneno a su agresor o presa, entre éstas figuran las especies africanas N. mossambica,
N. nigricollis, N. pallida, N. katiensis, N. nubiae y las especies asiaticas N. philippinensis y

N. siamensis.

[1.5.2 Distribucion y habitat.

Las serpientes del género Naja se distribuyen ampliamente en Africa y Asia,
habitando principalmente en las regiones templadas y aridas. En el continente africano se
encuentran las cobras escupidoras, N. mosssambica, N. nigricollis, N. katiensis, N. pallida
y N. nubiae, y las especies no escupidoras N. melanoleuca, N. annulifera, N. haje y N.

nivea (Figura 3).
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Figura 3. Distribucion del género Naja en Africa.

En el continente asiatico habitan las cobras escupidoras N. philippinensis, N.

samarensis, N. sumatrana, N. sputatrix y N. siamensis, y las cobras no escupidoras N.

atra, N. kaouthia, N. naja y N. oxiana (Figura 4).
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Figura 4. Distribucion del género Naja en Asia (Wister, 1996).
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Las cobras han colonizado una amplia variedad de nichos ecoldgicos, por lo que
habitan desde los bosques tropicales hasta las regiones desérticas, encontrdndose en
cualquier tipo de terreno, incluyendo campos de arroz, terrenos pedregosos,

asentamientos humanos y regiones forestales.

11.5.3 El envenenamiento por el género Naja.

En el envenenamiento por mordedura de cobras los sintomas locales incluyen
ampulacién, inflamacién y decoloracion de la piel en el sitio de la mordedura,
presentandose un dolor local inmediato. Los sintomas sistémicos que se manifiestan en la
fase primaria del envenenamiento son el dolor de cabeza, vémito, somnolencia y dolor
abdominal. Sin embargo, los efectos mas importantes son la neurotoxicidad y la necrosis
del tejido (Warrell, 1995). Estos sindromes se manifiestan en las personas afectadas
dependiendo del grado de envenenamiento y de la composicion proteica del veneno

inyectado por las serpientes.

Los sindromes neurotoxicos son causados por componentes proteicos de los
venenos como las neurotoxinas y cardiotoxinas, manifestdindose como disfunciones
neurologicas que resultan en paralisis musculares a diferentes niveles. Por otro lado, las
fosfolipasas y proteasas son las principales responsables de los sindromes necroticos,
provocando dafio tisular en el lugar de la mordedura, y, en algunas ocasiones, en otros
sitios (Warrell, 1995).

Los sintomas neurotdxicos son comunes en la mayoria de los envenenamientos y
las manifestaciones tempranas suelen ser: los vértigos, vision borrosa, ptosis palpebral,
oftalmoplegia, inflamacién de la lengua y disfagia. La progresién de la neurotoxicidad
puede ocasionar pardlisis que comprometa al paladar, las mandibulas, la lengua, las
cuerdas vocales, los musculos del cuello y en los peores casos, los musculos
intercostales y el diafragma, produciendo problemas a nivel respiratorio y eventualmente
desencadenando una paralisis respiratoria. Por otro lado, los sintomas necroticos se
presentan en algunos casos, manifestandose como necrosis superficial en el tejido
afectado. La necrosis puede progresar a nivel subcutdneo, y en casos mas severos,

extenderse hasta los tendones y otros tejidos (Warrell, 1995).
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La mordedura por las especies de cobras africanas escupidoras N. katiensis, N.
mosambica, N. nigricollis y N. pallida causan un envenenamiento severo con sintomas
locales y necréticos que provocan un dolor local intenso. El veneno de las especies
escupidoras raramente desencadena efectos neurotdxicos, por lo que algunos autores las
han descrito como cobras citotoxicas (Warrell, 1995; Tilbury, 1982). Por otra parte, se ha
reportado que la mordedura por las cobras africanas no escupidoras N. haje, N.
melanoleuca y N. nivea, ademas de la manifestacion de los sintomas locales y sistémicos,
causan un envenenamiento neurotdxico, por lo que algunos autores las definen como

cobras neurotoxicas (Warrell, 1995; Baylock, 1985).

La definicion de los grupos de cobras citotdéxicas y neurotéxicas se basa en los
reportes clinicos y descripciones de los accidentes ofidicos que se han elaborado hasta
ahora, sin embargo, dada la escasez de los mismos, la informacidn disponible resulta ser

insuficiente para respaldar, de manera contundente, la existencia de ambos grupos.

En el caso de las cobras asiéticas, los envenenamientos mejor conocidos son los
provocados por la mordedura de las serpientes N. naja, N. atra y N. kaouthia, ya que
estas serpientes son las de mayor relevancia epidemioldgica en Asia. En la mayoria de
los envenenamientos causados por la cobra india (N. naja) se desarrollan sintomas
primordialmente neurotdxicos (Warrell, 1995). En contraste, los sintomas necroticos
resultan ser mas comunes en los envenenamientos provocados por la cobra del monéculo
y la cobra china (N. kaouthia y N. atra, respectivamente), aunque se han descrito algunos
casos en los que aparecen sintomas neurotéxicos (Warrell, 1995; Gold, 1997). Existen
pocos reportes referentes al envenenamiento causado por las cobras asiaticas N. oxiana,
N. philippinensis y N. siamensis, sin embargo, se considera que los efectos de su

envenenamiento son principalmente neurotoxicos (Warrell, 1995; Watt, y col., 1988).
En el caso de las cobras escupidoras, cuando el veneno es expulsado a sus

victimas y éste tiene contacto con los 0jos o las mucosas nasales, causa dafos locales

como ardor, dolor intenso e irritacion (Ismail, 1993; Westhoff, y Tzscha, 2005).

25



[1.6 Antivenenos.

I1.6.1 Generalidades y evolucién.

Los antivenenos son el Unico tratamiento especifico conocido para los
envenenamientos causados por mordeduras de serpientes. Estos se componen de
anticuerpos (inmunoglobulinas) o de fragmentos de éstas (F(ab’), o Fab) cuya funcién es
neutralizar los componentes toxicos del veneno impidiendo la interaccion de las toxinas
con su blanco. Aunque el modo de obtencion de los antivenenos se conoce desde hace
un siglo, los procedimientos de produccidn y su uso terapéutico se han desarrollado

rapidamente desde la segunda mitad del siglo XX.

En 1887 Sewall inmuniz6 a una paloma contra el veneno de la serpiente
americana Sistrurus catenatus inoculando el veneno glicerinado en repetidas ocasiones.
Aunque el protocolo experimental no fue optimizado, el animal productor fue capaz de
sobrevivir a mas de seis veces la dosis letal del veneno, acontecimiento relevante para los
estudios subsecuentes. En 1888 Roux y Yersin demostraron que la administracion de la
sangre de un caballo inmunizado contra la toxina de difteria conferia proteccion contra
esta enfermedad a otro organismo. Posteriormente en 1890, Behring y Kitasato
confirmaron clinicamente la transferencia pasiva de la inmunidad contra la difteria y el
tétanos, demostrando la existencia de los anticuerpos, suceso que origin0 la terapia
sérica. En 1894 Phisalix y Bertrand, demostraron que la sangre obtenida de caballos
vacunados (inmunizados) con veneno atenuado por temperatura poseia una propiedad
particular contra el veneno utilizado, a la que denominaron propiedad anti-toxina. En ese
mismo afio Calmette, quien habia estudiado los venenos de cobras en Saigon, y habia
trabajado con tres protocolos de inmunizacién observd, al igual que Phisalix y Bertrand,
que el suero equino obtenido de animales vacunados (inmunizados) poseia un efecto
terapéutico, por lo que desarroll6 y comercializd el primer antiveneno sérico para uso

médico contra la mordedura de la cobra india N. naja (Chippaux y Goyffon, 1998).
En afios posteriores, muchos otros comenzaron la produccién de antivenenos en

diferentes paises como: MacFarland en Filadelfia, E.U.A. (1899); Brazil en Sao Paulo,
Brasil (1902); FitzSimons en Johannesburgo, Sudafrica (1902); Lister en Londres,
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Inglaterra (1905), entre otros. Todos ellos produjeron antivenenos séricos basandose en

los protocolos desarrollados por Calmette (Chippaux, 2006).

Hasta entonces, los antivenenos eran sueros crudos obtenidos de la
hiperinmunizacién de caballos. Estos son denominados antivenenos de primera
generacién y se utilizaron hasta 1930, sin embargo, aln quedan algunos productores de
los mismos. Los antivenenos de primera generacion presentaban una composicion
proteica heterogénea, por lo que en la aplicacién del antiveneno a los pacientes se
administraban diferentes clases de proteinas propias del suero de caballo ademas de las
proteinas neutralizantes (inmunoglobulinas), de manera que las reacciones alérgicas eran
muy frecuentes. Posteriormente, surgieron los antivenenos de la segunda generacion
mediante la implementacién de métodos de purificacion de las inmunoglobulinas a través
de la utilizacion de agentes precipitantes. La administracién de estos antivenenos redujo
la manifestacion de reacciones de hipersensibilidad y de la enfermedad del suero.
Actualmente, estos antivenenos se utilizan ampliamente en el mundo entero (Alagon,
2006).

En 1940 se inicié el estudio de la modificacién proteolitica a través de varias
enzimas sobre las inmunoglobulinas, permitiendo la elucidacion de nuevas propiedades
inmunogénicas de los fragmentos de las mismas. Surgieron asi los antivenenos de tercera
generaciéon, denominados faboterdpicos: fragmentos F(ab’), obtenidos por la digestion de
las inmunoglubulinas con pepsina. El uso de los faboterapicos ha disminuido
considerablemente las reacciones anafilacticas y la enfermedad del suero. Entre algunas
de las ventajas del uso de los faboterdpicos se encuentra la maximizacion de la eficiencia
de la neutralizacion de componentes de los venenos que actian fuera del torrente
sanguineo, debido a que los faboterapicos son capaces de acceder significativamente al

compartimiento extravascular (Alagén, 2002).
11.6.2 Proteccién especifica y paraespecifica.

La proteccion especifica de un antiveneno se refiere a la neutralizaciéon de la
toxicidad del veneno de una especie utilizado en la inmunizacion de animales de

produccion. Por otra parte, la proteccion paraespecifica se da por la neutralizacion

cruzada de venenos de otras especies por un antiveneno obtenido a partir de un veneno
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determinado. Dicho antiveneno contiene anticuerpos que tienen diferentes niveles de
reconocimiento antigénico con otros venenos, ademas del especifico. Por lo anterior, se
pueden definir diferentes grupos antigénicos, es decir, agrupamientos de venenos de
diferentes especies cuyos efectos toxicos pueden ser neutralizados por los anticuerpos

generados mediante la inmunizacion con un veneno especifico.

Existen antivenenos monovalentes y polivalentes, los primeros son obtenidos a
través de la inmunizacién de animales de produccion con un solo veneno, mientras que
los antivenenos polivalentes se producen a partir de una mezcla de venenos distintos.
Estos pueden ser utilizados exitdsamente cuando la serpiente agresora no es de la misma
especie que la utilizada para la obtencién del antiveneno debido a que pueden presentar

reacciones cruzadas inmunogénicas con diferentes venenos (de Roodt y col., 1998).

Las primeras observaciones de la composicion antigénica diferencial que existe
entre los venenos y de la reactividad cruzada inmunogénica de un antiveneno se
describieron en los estudios de Edmund Grasset (Hawgood, 2001). Con el fin de
desarrollar un antiveneno polivalente eficaz para la poblacion africana y caracterizar las
propiedades inmunogénicas de ciertos venenos, en 1927 Grasset produjo anavenenos
antigénicos (venenos no toxicos), a partir de venenos tanto de vipéridos como de
elapidos. Posteriormente Grasset desarroll6 un antiveneno divalente en contra de los
venenos de B. arietans y N. nivea. Los estudios experimentales demostraron que el
antiveneno era capaz de neutralizar los venenos de N. haje, N. nigricollis y D.
angusticeps, mientras que no existia proteccidon contra el veneno de B. gabonica. Los
resultados de los estudios de neutralizacién reflejaron la capacidad de proteccion
especifica y paraespecifica del antiveneno, asi como la diferencia en las propiedades

inmunogénicas de los venenos (Hawgood, 2001).

Continuando con las investigaciones de Grasset, Paul Christensen en 1946,
examino la proteccién cruzada del antiveneno N. nivea-B.arietans, ya optimizado para
entonces, y observo que el veneno de la cobra africana H. haemachatus presentaba una
estrecha relacion inmunogénica con los venenos de N. nivea y B. arietans ya que este
veneno fue neutralizado eficazmente por el antiveneno. Asimismo, Christensen llegé a la
conclusiéon de que el veneno de H. haemachatus podia ser agregado al esquema de

inmunizacion para la produccién de un antiveneno polivalente con un espectro de
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proteccion mas amplio. Por otro lado, sus estudios revelaron que los antivenenos
monovalentes y polivalentes contra B. arietans tenian una baja neutralizacion contra los
venenos de serpientes del mismo género, sin embargo, otro antiveneno contra el veneno
de B. gabonica neutralizaba satisfactoriamente a los venenos de otras serpientes del
género Bitis de importancia epidemiologica. Posteriormente, amplié la proteccion cruzada
del antiveneno incluyendo los venenos E. carinatus-H. haemachatus-N. nivea-B. arieans-
B. gabonica. Este antiveneno demostr6 tener proteccion paraespecifica contra el
envenenamiento por mordedura de cobras y vipéridos del sur y centro de Africa y de

serpientes del género Echis en el noreste de este continente (Hawgood, 2001).
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[ll. ANTECEDENTES.

En el laboratorio del Dr. Roberto Stock del Instituto de Biotecnologia de la UNAM
la M. en C. Blanca Ramos realizé estudios de reactividad cruzada inmunogénica entre
antisueros experimentales de conejo y venenos de cobras africanas. En dicho estudio, se
midi6 la reactividad cruzada in vitro de ocho antisueros experimentales monovalentes de
conejo contra una bateria de nueve venenos de serpientes del género Naja, obteniendo
claras relaciones de parentesco antigénico entre los venenos de diferentes especies. De
acuerdo a los resultados, se definieron tres grupos antigénicos de forma preliminar: el
complejo haje, el complejo mossambica y el complejo melanoleuca. La division de los
complejos obedece al reconocimiento paraespecifico medido in vitro de los antisueros

monovalentes con los distintos venenos.

El complejo haje se constituye por los venenos de N. annulifera, N. haje, N.
mossambica y N. nivea, que fueron reconocidos en al menos un 75% por el antisuero
experimental anti-N. haje. EI complejo mossambica incluye a los venenos de las cobras
escupidoras N. mossambica, N. katiensis, N. nigricollis, N. pallida y N. nubiae, en donde el
antisuero experimental anti-N. mossambica reconocio paraespecificamente a los venenos
del complejo en un 90%. Por dltimo, el antisuero experimental anti-N. melanoleuca
presenté un reconocimiento minimo por la totalidad de los venenos, mientras que el
veneno homologo (N. melanoleuca) fue reconocido por los demas antisueros en al menos
un 40%. El reconocimiento paraespecifico de los antisueros por los venenos de las cobras
asiaticas fue de aproximadamente un 50% en todos los casos. Este estudio reflejo un
parentesco antigénico evidente entre el veneno N. mossambica con el resto de los

venenos de las serpientes del género Naja.

En esta tesis de licenciatura se continu6 con los estudios de parentesco antigénico
entre los venenos de las cobras, tomando en cuenta el reconocimiento paraespecifico
significativo del antisuero de conejo anti-N. mossambica. Con el fin de comparar y
establecer dichas relaciones con los sueros de conejo anteriormente analizados, se
evaluo la reactividad cruzada (medicion in vitro) del antisuero experimental de origen
equino anti-Naja mossambica contra una bateria de venenos de especies del género Naja
tanto de Africa como de Asia. El antisuero anti-N. mossambica fue obtenido por el M. en

C. Alejandro Carbajal que trabaja en el Laboratorio del Dr. Alejandro Alagon perteneciente
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al Departamento de Medicina Molecular y Bioprocesos del Instituto de Biotecnologia. Los
resultados de este estudio revelaron evidentes relaciones antigénicas entre los venenos
del género Naja, ya que el antisuero experimental anti-N. mossambica reconocio
significativamente  (40-100%) a todos los venenos heter6logos analizados.
Posteriormente, se realizaron los ensayos correspondientes a la determinacion de la
potencia neutralizante del antisuero experimental anti-N. mossambica y se encontré que
ésta era nula.
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IV. OBJETIVOS.

[11.1 Objetivo general.

Estudiar la reactividad cruzada entre venenos de diferentes especies del género
Naja mediante el uso de un antisuero monovalente experimental contra la especie

N. melanoleuca.
[11.2 Objetivos particulares.
— Comparar los titulos relativos del suero monovalente experimental anti-N.

melanoleuca contra los diferentes venenos del género Naja mediante

inmunoensayos in vitro (ELISA).

— Determinar la potencia neutralizante especifica y paraespecifica del suero anti-
N. melanoleuca en términos de dosis efectiva media (DE50) contra una bateria

de venenos de especies del género Naja.
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V. JUSTIFICACION.

Debido a que el envenenamiento causado por la mordedura de serpientes es un
problema de salud publica en ciertas partes del mundo, principalmente en Asia y Africa, la
generacién de antivenenos eficaces y accesibles para la poblacién resulta una necesidad
fundamental. Si bien la mordedura por las serpientes del género Naja no ocasiona la
mayor parte de los envenenamientos en el continente africano, forman parte de las
especies cuyo envenenamiento tiene importancia epidemioldgica pues, pese a los pocos
estudios prospectivos que existen, se sabe que causan alrededor del diez por ciento de
los envenenamientos y que son responsables de una alta tasa de mortalidad. Por esta
razon, resulta de suma importancia entender la toxicidad e inmunogenicidad de los
venenos de las serpientes de este género por las implicaciones que tiene la reactividad
cruzada en la potencia neutralizante de antisueros experimentales, ya que esto contribuira

de manera sustancial a la generacion y el mejoramiento de antivenenos.

VI. HIPOTESIS.

Dado que los venenos de serpientes del mismo género suelen estar relacionados
en términos de composicion, y que existe un reconocimiento cruzado medido in vitro, es
posible esperar que exista neutralizacion de los efectos toxicos del veneno homélogo y de
algunos venenos heterdlogos, lo cual se reflejara en la determinacion de la potencia
neutralizante especifica y paraespecifica del antisuero anti-Naja melanoleuca medida in

Vivo.
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VIl. MATERIAL Y METODOS.

VII.1 Materiales.

VII.1.1 Reactivos.

Los reactivos de uso general fueron de las siguientes firmas comerciales:
ROCKLAND, PIERCE, ZYMED, BIO-RAD, SIGMA Y MERCK.

VII.1.1.1 BCA.

Para la cuantificacién de proteinas de los venenos se utiliz el kit comercial BCA
Protein Assay (PIERCE).

VII.1.1.2 Adyuvantes.

El adyuvante es una sustancia que estimula inespecificamente la respuesta
inmune frente a un antigeno. El adyuvante méas utilizado en la produccion de antisueros
en animales es el adyuvante de Freund, del cual existen dos versiones: el completo (CFA)
y el incompleto (IFA), ambos compuestos por aceite mineral, sin embargo, el primero va
acompafiado de células inactivadas de Mycobacterium tuberculosis con el fin de activar
eficientemente a la respuesta inmune del animal productor (Ramos, 2005). Para la
produccion de los antisueros experimentales utilizados en este trabajo se usaron las dos
versiones del adyuvante de Freund (Rockland). Estos se utilizaron formando una emulsion
compuesta por adyuvante y solucién antigénica acuosa (veneno) en proporciéon 1:1. La

alimina (PIERCE), se us6 en emulsiones 1:2 alimina-veneno.

VII.1.1.3 Ensayo inmunoadsorbente acoplado a enzimas (Enzyme Linked Immuno-

Sorbent Assay).

- Anticuerpo purificado 1gG de conejo anti-caballo conjugado a fosfatasa alcalina
(ROCKLAND).

- Sustrato p-nitrofenil fosfato (PNPP) 100X (ZYMED).
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VII.1.1.3.1. Soluciones para ELISA.

- Solucion de sensibilizacion (100 mM Carbonato/Bicarbonato pH 9.6).

- Solucién de lavado concentrado para ELISA 10X (0.5 M Tris/Hcl pH8 + 1.5 M
NacCl).

- Solucién de bloqueo para ELISA (0.05 M Tris/HCI pH8 + 0.5% gelatina + 0.2%
Tween 20).

- Solucién vehiculo para la incubacién de anticuerpos y conjugados en ELISA (0.05
M Tris/HCI pH 8 + 0.5 M NaCl+ 0.1% de gelatina +0.05% Tween 20).

- Solucién para sustrato PNPP 10X (ZYMED).

VII.1.2 Animales vivos.

En los experimentos in vivo se utilizaron ratones de la cepa CD-1 de 18-20 g de

peso, adquiridos en el bioterio del Instituto de Biotecnologia, UNAM.

VIl.1.3 Venenos.

En este estudio se utilizaron los venenos liofilizados de distintas procedencias. Las
preparaciones de veneno se hicieron con la solucion 150 mM NaCl. En la tabla que a

continuacion se muestra, se presentan los venenos que se usaron en este trabajo.
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Tabla 3. Venenos utilizados en este estudio.

Veneno de: Lote Fuente de procedencia
Dendroaspis viridis ND* Latoxan (LTXN)
Haemachatus haemachatus ND* Latoxan (LTXN)
Naja annulifera ND* Latoxan (LTXN)
Naja annulifera ND* Medtoxin (MED)
Zoologico de Kentucky

Naja annulifera ND* (KZoo)

Naja atra 920-100 Latoxan (LTXN)
Naja haje haje ND* Latoxan (LTXN)
Naja kaouthia 506-000 Latoxan (LTXN)
Naja katiensis ND* Latoxan (LTXN)
Naja melanoleuca 905-040 Latoxan (LTXN)
Naja melanoleuca (Norte de Cameruin) 626-050 Latoxan (LTXN)
Naja mossambica ND* Latoxan (LTXN)
Naja naja 215-000 Latoxan (LTXN)
Naja nigricollis ND* Latoxan (LTXN)
Naja nivea ND* Latoxan (LTXN)
Naja nivea ND* Medtoxin (MED)

Zoolodgico de Kentucky

Naja nivea ND* (KZoo)

Naja nubiae 101-027 Latoxan (LTXN)
Naja oxiana 911-040 Latoxan (LTXN)
Naja pallida ND* Latoxan (LTXN)
Naja siamensis 712:130 Latoxan (LTXN)

*No determinado

VII.1.4 Software.

El analisis de los datos experimentales se realiz6 en sistemas Macintosh utilizando

los siguientes paquetes informaticos:

o Kaleidagraph v.3.0 de Abelbeck software.
e Prismyv. 4.0 de Graph Pad Software.

VII.2 Metodologia

VII.2.1 Produccién del antisuero de origen equino anti-Naja melanoleuca.

El antisuero experimental anti-N. melanoleuca fue obtenido por el M. en C.
Alejandro Carvajal que labora en el Laboratorio del Dr. Alejandro Alagén ubicado en el
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Instituto de Biotecnologia, a través de la hiperinmunizacion de un caballo con el veneno
de Naja melanoleuca (LTXN, Norte de Cameran). En la tabla que a continuacion se

presenta se muestra el esquema de inmunizacion utilizado.

Tabla 4. Esquema de inmunizacion contra veneno crudo de N. melanoleuca para
la produccién del antisuero experimental de origen equino anti-N. melanoleuca.

No. Veneno
Dia  Inmunizacion (ug) Adyuvante Sangria
0 1 10 CFA* Preinmune
15 2 20 IFA*
30 3 40 ALUM*
45 4 40 IFA* 12
60 5 80 ALUM*
75 6 150 IFA*
90 7 300 ALUM* 28
105 8 300 IFA*
120 9 500 ALUM*
135 10 750 IFA* 32
150 11 1000 ALUM*
171 12 1000 IFA*
186 42
201
232 13 2000 S/A * 52
247 62

*CFA, Adyuvante completo de Freund; IFA, Adyuvante
incompleto de Freund; ALUM, Alimina; S/A, Sin adyuvante.

El protocolo de inmunizacion consisti6 en inmunizar al caballo por inoculacion
subcutanea cada quince dias con cantidades crecientes del veneno Naja melanoleuca en
PBS, mezclado a partes iguales con adyuvante de Freund o alimina intercaladamente
durante los primeros 180 dias. La ultima inmunizacion se hizo sin adyuvante y fue
temporalmente irregular. En total, se llevaron a cabo trece inmunizaciones. Las primeras
cuatro sangrias estuvieron espaciadas por tres inmunizaciones, mientras que la quinta y
la sexta se hicieron de forma irregular. En cada sangria se extrajeron 500 ml de sangre
del caballo. En todos los casos en que se llevé a cabo tanto inmunizacion como sangria
del caballo en el mismo dia, la obtenciébn del suero se realiz6 previamente a la

inmunizacion correspondiente.
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La sangre se incubd a 37°C para permitir la coagulacion y después se centrifugo a
15,000 r.p.m. durante 20 minutos, con el fin de quitar las células sanguineas y proteinas
coaguladas. Posteriormente, el suero se separd y se hicieron alicuotas que fueron

almacenadas a — 20°C hasta su uso.

VII.2.2 Determinacion de proteinas por BCA.

La preparacion de las soluciones de veneno se realiz6 pesando la cantidad
necesaria de cada veneno liofilizado. Posteriormente, cada veneno se disolvié en la una
solucion de 150 mM NaCl a temperatura ambiente y se hicieron alicuotas de 500 pl que
fueron almacenadas a -20°C. La determinacion de proteinas de los venenos se llevo a
cabo por el método del acido bicinconinico utilizando el kit comercial BCA Protein Assay
Reagent Kit (PIERCE). EIl &cido bicinconinico (BCA) en su forma de sal sodio es un
reactivo estable, sensible y muy especifico que reacciona con el ion cuproso (Cu*'). La
presencia de enlaces péptidicos y la contribucién de cadenas laterales de aminoacidos
como la cisteina, triptofano y tirosina son responsables de una reaccion colorimétrica ya
que la proteina reacciona con el ion ctprico (Cu *% en un medio alcalino produciendo
iones cuprosos (Cu'*) que, al formar complejos con el BCA, generan una coloracion

parpura con un maximo de absorcioén de 570 nm.

Para este ensayo fue necesario hacer una curva estdndar con albumina sérica
bovina a concentraciones de 20, 40, 80, 160 y 320 ug/ ml. Como control negativo se us6
la solucién NaCl 150 mM. Todas las cuantificaciones se hicieron por triplicado y se
leyeron a 570 nm en un lector TECAN SUNRISE.

En la siguiente tabla se muestra la concentracion de las preparaciones de veneno

cuantificado por peso y por BCA, asi como el equivalente de 1 ug por peso a ug por BCA

para cada veneno (Tabla 5).
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Tabla 5. Concentracién de las preparaciones de veneno determinada por peso y por la
cuantificacion por el método del &cido bicinconinico.

ul de NaCl
ug de veneno 150mM en que Concentracion pug de veneno por
pesados para las se disolvié el Concentracion (ng/ml) por BCA/ug de

Veneno preparaciones. veneno. (ug/ml) por peso. BCA Veneno por peso
N. melanoleuca 2000 1000 2000 3720.65 1.86
N. pallida 2000 1000 2000 2862.5 1.43
N. nubiae 2000 1000 2000 2847 1.42
N. haje haje 2000 1000 2000 2575.86 1.29
N. nigricollis 2000 1000 2000 2913.1 1.46
N. katiensis 2000 1000 2000 2366.5 1.18
N. nivea 2000 1000 2000 2729.5 1.36
N. mossambica 2000 1000 2000 2540.2 1.27
N. haemachatus 2000 1000 2000 3292.1 1.64
N. annulifera 2000 1000 2000 2503.06 1.25
N. naja 2000 1000 2000 2373.56 1.18

Para todos los venenos existieron diferencias entre la concentracion por peso y la
determinacion de proteina por BCA. Estas diferencias se pueden deber a las
imprecisiones experimentales en el pesado y, en particular, a la composicion de los
venenos en términos de contenido de agua (grado de hidratacion), componentes no
proteicos y de la diferente reactividad de las proteinas en relacion a la proteina utilizada

como estandar (BSA).

VII.2.3 Medicion de titulos por ELISA (Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay).

La titulacion de los anticuerpos a partir del antisuero anti-Naja melanoleuca contra
el veneno Naja melanoleuca y contra los venenos heterélogos se realizé mediante
ensayos de ELISA directo. La técnica se basa en la interaccién antigeno-anticuerpo que
es detectada por un conjugado, compuesto de un anticuerpo unido covalentemente a una
enzima que permite generar una sefial colorida (Roitt, 2001). El titulo se define como la
dilucion de antisuero en la cual se encuentra la mitad de la respuesta maxima

(absorbancia).

La prueba de ELISA directo se realizé mediante el siguiente procedimiento:
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- Se sensibilizé cada placa de 96 pozos para ELISA (NUNC Brand Products) con
una solucién de antigeno a una concentracion de 1 ug/ml reconstituida en la solucién de
sensibilizacion para ELISA (100 mM carbonato/bicarbonato pH 9.5). Por cada pozo se
colocaron 100 pl hasta la columna 11, ya que la columna 12 se usé como control
negativo, de manera que en cada pozo se colocaron 100 ng de antigeno. La placa se

incub6 toda la noche a 4°C.

- Después la placa se lavo tres veces con 200 pl de solucion de lavado. Este

proceso se repitié entre cada paso a lo largo del protocolo.

- Posteriormente se bloqueo la placa para evitar las uniones inespecificas con 200

ul de soluciéon de bloqueo, durante dos horas a 37°C.

- Al finalizar la etapa de bloqueo se lavaron los pozos de la placa y se incubé el
suero a concentraciones variables. Para esto se hicieron diluciones seriadas del suero,
comenzando con 1:30 en solucién de reaccién para ELISA. En cada pozo se adicionaron
100 ul de la solucién de reaccion y se mezclaron 50 ul por pozo con una dilucién 1:10 del
suero en la columna 1, para proceder con las diluciones seriadas (1:3) hasta la columna
10 quedando como controles la columna 11 y 12. Se dej6 incubar a temperatura ambiente

una hora.

- Una vez concluida la incubacion se lavaron los pozos con solucion de lavado y se
adicionaron 100 ul por pozo del segundo anticuerpo de conejo anti-caballo conjugado a la
enzima fosfatasa alcalina diluido 1:2000 en solucidn de reaccion, hasta la columna 11 y se

incubd una hora a temperatura ambiente.

- Posteriormente, se lavaron los pozos y la reaccion se revelé con 100 pl por pozo
de sustrato PNPP incubandose hasta 25 minutos a temperatura ambiente haciéndose

lecturas de las placas a 405 nm cada 5 minutos.
- Para determinar los titulos del suero en base a las lecturas obtenidas se utiliz6 el

programa Prism, de tal forma que los datos experimentales se ajustaron por regresion no

lineal mediante una sigmoide dosis-respuesta de pendiente variable.
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VI.2.4 Medicion de la reactividad cruzada del antisuero anti-Naja melanoleuca por ELISA

directo.

La medicion de la reactividad cruzada del antisuero experimental anti-N.
melanoleuca con los diferentes venenos se determino a través del calculo de los titulos
relativos del antisuero. El titulo relativo se obtuvo tomando el titulo absoluto del antisuero
contra el veneno homologo (Naja melanoleuca, LTXN Norte de Camerdn) como el
reconocimiento del 100% (reconocimiento especifico) y normalizando los titulos del
antisuero contra cada uno de los demas venenos con respecto al reconocimiento

especifico, lo cual permiti6é calcular el porcentaje de reconocimiento paraespecifico.

VII.2.5 Medicion de la toxicidad de los venenos (Dosis Letal Media; DL50).

La determinacién de la potencia letal de los venenos se basa en la relacion
toxicologica entre la concentracion del veneno a la cual se expone el organismo modelo y
el efecto del mismo. Existen diversas formas de determinar la toxicidad, y aunque los
efectos bioquimicos, fisiologicos, reproductivos y de comportamiento son de utilidad, el
indicador mas utilizado es la muerte del organismo para encontrar la dosis letal media
(DL50). La DL50 se define como la dosis que provoca la muerte de la mitad de los
animales experimentales. En la medicion de la toxicidad de los venenos se presenta una
variacion considerable debido al error experimental en la preparacion y administracion del

veneno, y a la variabilidad intrinseca de los animales experimentales (Theakston, 2003).

En este trabajo se midié la toxicidad de los venenos mediante la determinacién de
la dosis letal media (DL50). Para determinar la DL50 de cada veneno, se administré el
veneno por via intravenosa a grupos de cinco ratones (de 18-20 g) de la cepa CD-1 a
diferentes dosis y se evalud el porcentaje de mortalidad de los mismos después de 24 y
48 horas. Posteriormente, los datos experimentales se ajustaron por regresion no lineal a
través de una curva sigmoide dosis-respuesta por el programa Prism para encontrar la
DL50.
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VII.2.6 Medicion de la potencia neutralizante del antisuero anti-Naja melanoleuca (Dosis

efectiva media; DE50).

La medicion de la potencia neutralizante del antisuero anti-N. melanoleuca se llevo
a cabo mediante la determinacion de la dosis efectiva media (DE50). La DE50 se definid
como la dosis de antisuero que, mezclada con tres DL50, es necesaria para que

sobreviva la mitad de la poblacién de animales experimentales.

La DE5O0 se determin6é administrando a grupos de cinco ratones (de 18-20g) de la
cepa CD-1 por via intravenosa, una preparacion de 3DL50 de los venenos preincubada
con diferentes cantidades del antisuero anti-N. melanoleuca y se evalué el porcentaje de
sobrevida de los animales después de 24 y 48 horas. El volumen inoculado siempre fue
de 500 pl por animal. Los controles positivos de los venenos consistieron en grupos de
cinco ratones inyectados con 3DL50 de cada veneno. Los datos obtenidos se analizaron
por un método no paramétrico en el programa Prism que, mediante el ajuste de los datos
por una regresion no lineal a través de una curva sigmoidea dosis-respuesta, titula la
DE5O0.
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VIIl. RESULTADOS.

VIII.1 Caracterizacion de un antisuero experimental anti-Naja melanoleuca.

VIII.1.1 Evolucién de titulos.

La medicion por ELISA directo del reconocimiento especifico permitié
evaluar la evolucién de los titulos del antisuero contra el veneno N. melanoleuca

utilizado para la inmunizacién.

El andlisis de los titulos refleja que a partir de las primeras tres
inmunizaciones, en la primera sangria, hay un reconocimiento especifico alto
(Figura 5). Los sueros de la primera y segunda sangria presentaron los titulos mas
altos (Tabla 7). El reconocimiento por el veneno disminuye después de la novena
inmunizacion, lo que se demuestra con el decaimiento de los titulos del suero de la

tercera, cuarta, quinta y sexta sangria.

Tabla 7. Titulo de las sangrias del antisuero de caballo anti-N. melanoleuca medido in vitro.

inmtlgizi?:ién Sangria Dia de sangria Titulo SD
3 12 45 29061 201
6 2 90 34811 159
9 3 135 25176 3561
12 42 201 25683 132
13 52 232 12318 1012
o 62 247 14119 1755

* L a sexta sangria se obtuvo después de la tltima inmunizacion (No. 13).
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Figura 5. Evolucién de los titulos del antisuero de origen equino anti-Naja
melanoleuca. Titulos de las diferentes sangrias del antisuero (12-62) mediante
el reconocimiento especifico del antisuero por el veneno N. melanoleuca.

VIII.1.2 Comparacion entre diferentes lotes de venenos de N. melanoleuca.

El reconocimiento especifico por el antisuero anti-N.melanoleuca de
venenos Naja melanoleuca de lotes de distinto origen (N. melanoleuca, LTXN; N.
melanoleuca, MED; y Naja melanoleuca, Kzoo) se midié por medio de ensayos tipo
ELISA directo, con la finalidad de estudiar variaciones en la antigenicidad
intraespecifica de los venenos de N. melanoleuca. Como control negativo se utilizé
el veneno del elapido Dendroaspis viridis (Figura 6) cuya composicién es muy

diferente a la de los venenos de las serpientes del género Naja.

El reconocimiento especifico por el antisuero de todos los venenos resultd
similar, del 90 al 100 %, particularmente para los venenos de los lotes provenientes
de las casas proveedoras LTXN y MED (Figura 6). El veneno de KZoo fue
reconocido significativamente mejor (~150%) en comparacion al resto de los

venenos (Figura 6). Lo anterior se puede explicar por la conocida variabilidad
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intraespecifica que existe entre los venenos de serpientes (Chippaux, 2006;
Shashidharamurthy, 2006).

3f@7 N. melanoleuca (LTXN. Norte de CamerCn)
M N. melanoleuca (LTXN)
1 N. melanoleuca (MedTx)
N. melanoleuca (Kzoo)
O D. viridis

Reconocimiento (%)

N. melanoleuca

Antisuero

Figura 6. Reconocimiento por el antisuero anti-N. melanoleuca (42 sangria) de
los venenos de N. melanoleuca de distinto origen, con respecto al
reconocimiento especifico del veneno N. melanoleuca (LTXN, Norte de
Camerun), utilizado en la inmunizacion.

VIII.1.3 Determinacion de la potencia neutralizante especifica del antisuero.

La medicion de la potencia neutralizante especifica se realizé mediante la
determinacién de la DE50 del antisuero anti-N. melanoleuca contra el veneno N.

melanoleuca, utilizado en la produccion del antisuero.

Al inicio de la determinacion se seleccioné el suero de la sangria con mayor
potencia neutralizante. Para lo anterior se utilizaron los sueros de la primera, cuarta
y sexta sangria, cuyos titulos, determinados por las mediciones de reconocimiento
especifico medido in vitro, resultaron ser altos (Tabla 7). La evaluacion de la
potencia neutralizante de estas tres sangrias se realizO a través de la
administracion de diferentes dosis de antisuero retadas contra 3DL50 del veneno N.

melanoleuca. El suero de la cuarta sangria presenté la capacidad neutralizante mas
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alta, ya que con una cantidad menor a las otras sangrias fue capaz de neutralizar
totalmente los efectos del veneno (Tabla 8).

Tabla 8. Seleccion de la sangria anti-N. melanoleuca con mayor potencia
neutralizante. Evaluacion de diferentes dosis de antisuero de cada sangria (1%,
42y 69) retadas con 3DL50 del veneno homadlogo, realizada en grupos de cinco

ratones.
Antiveneno Sobrevida (%) Sobrevida (%)

Grupo Sangria (u/ratén) 24h 48h
1 12 40 0 0
2 42 40 0 0
3 62 40 0 0
4 42 130 100 100
5 62 130 100 100
6 42 80 100 100
7 62 80 40 40
8 42 60 100 100
9 62 60 25 25

Posteriormente, se procedié a determinar la DE50 especifica del antisuero
anti-N. melanoleuca con la cuarta sangria, obteniendo los resultados que se
presentan a continuacion.
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Figura 7. Determinacion de DE50 especifica del antisuero anti-N. melanoleuca (42 sangria).
A) Tabla que indica las distintas dosis de antisuero (ul/ratén) retado contra 3DL50 y el
porcentaje de sobrevida registrado en cada grupo de ratones, después de 48 horas de la
inoculacién. B) Ajuste sigmoideo dosis-respuesta de las dosis de antisuero (log pl/ratén)
contra el porcentaje de sobrevida. C) DE50 (ul de antisuero/ratdon) que protege contra
3DL50, con su respectivo intervalo de confianza y R DE50 representada en mililitros de
antisuero necesarios para neutralizar un miligramo de veneno cuantificado por peso.

Como se puede observar en la Figura 7, la DE50 especifica del antisuero
anti-N. melanoleuca resulté en una dosis de 70 pl/raton, o bien de 2.75 mi/mg de
veneno. Debido a que el intervalo entre la dosis de suero que neutraliza totalmente
los efectos del veneno y la dosis no neutralizante es muy estrecho resultd
imposible, por las limitaciones experimentales, encontrar puntos intermedios (es

decir, entre 0 y 100 % de sobrevida) que permitieran mejorar la determinacion.

VIII.2 Reactividad cruzada con venenos de otras especies de cobra.

La medicion de la reactividad cruzada del antisuero anti-Naja melanoleuca
(42 sangria) se realiz6 mediante la determinacién del reconocimiento paraespecifico

por los venenos de las diferentes serpientes africanas y asiaticas del género Naja,
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asi como de algunos venenos de serpientes de otros géneros con fines

comparativos, como es el caso del veneno de la cobra africana H. haemachatus.

VIII.2.1 Reconocimiento paraespecifico in vitro de los venenos de cobras africanas

por el antisuero anti-Naja melanoleuca.

Se midié el reconocimiento paraespecifico del antisuero anti-N. melanoleuca
por los venenos de las cobras africanas y escupidoras N. katiensis, N. nigricollis, N.
nubiae, N. pallida, N. mossambica y H. haemachatus; y los de las no escupidoras

N. haje haje, N. annulifera y N. nivea.

El antisuero present6 una reactividad cruzada media contra los venenos de
las cobras africanas, dado que el reconocimiento de éstos no excedié el 40 %.
Como se puede observar en la Figura 8, el suero reconocié a los venenos de las
escupidoras N. katiensis y N. nigricollis en un 36-37% con respecto al especifico,
mientras que la reactividad cruzada por los venenos del resto de las escupidoras,
N. pallida, N. nubiae y N. mossambica, fue del 10-15%. En el caso de los venenos
de las cobras no escupidoras, N. haje haje, N. annulifera y N. nivea, éstos fueron

reconocidos en un 27, 15y 40 % respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Reconocimiento por el antisuero anti-N. melanoleuca (42 sangria)
de los venenos de las cobras africanas con respecto al reconocimiento
especifico del veneno N. melanoleuca, utilizado en la inmunizacion.

VIII.2.2 Reconocimiento paraespecifico in vitro de los venenos de cobras asiaticas
por el antisuero anti-Naja melanoleuca.

El reconocimiento paraespecifico por el antisuero anti-N. melanoleuca de
los venenos de las cobras asiaticas se midi6 por los ensayos in vitro (ELISA)
analizando la reactividad cruzada frente a los venenos de las cobras no
escupidoras N. atra, N. kaouthia, N. oxiana y N. naja, y al de la escupidora N.
siamensis (Figura 9).

Como se presenta en la Figura 9, el antisuero presenté una reactividad
cruzada baja contra todos los venenos de las cobras asiaticas, reconociéndolos por
debajo de un 20 %.
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Figura 9. Reconocimiento por el antisuero anti-N. melanoleuca (42 sangria)
de los venenos de las cobras asiaticas con respecto al reconocimiento
especifico del veneno N. melanoleuca, utilizado en la inmunizacion.

VII1.3 Proteccidn paraespecifica del antisuero anti-N. melanoleuca.

Para evaluar la potencia neutralizante paraespecifica del antisuero
experimental anti-N. melanoleuca fue necesario determinar las DL50 de los
venenos N. pallida, N. nivea, N. annulifera, N. nubiae y N. naja. Esta determinacion
se llevd a cabo mediante la administracion de diferentes dosis de veneno a grupos
de cinco ratones y midiendo la mortalidad de los mismos (Figura 10). Los datos
experimentales se sometieron a un ajuste sigmoide dosis-respuesta por regresion

no lineal mediante el programa Prism.
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Veneno N. pallida Veneno N. annulifera

Dosis de . Dosis de Mortalidad
veneno (ug) Mortalidad (%) veneno (ug) (%)
7.7 0 32 0
8.4 0 37.9 20
12 0 48 0
15 20 50.4 20
15.6 60 55 40
16.3 100 57 20
17.5 100 65 80
20 100 70 100
25 100
Veneno'N. nubiae Veneno N. naja
Dosis de ' yiortalidad (%) ot
veneno (ug) veneno Mortalidad (%)
5 0 (19)
6.5 0 5 0
7.5 20 6.5 80
8.5 60 7.5 80
10 100 8.5 100
15 100 10 100
20 100 15 100
20 100

Veneno N.nivea

Dosis de Mortalidad
veneno (ug) (%)
5 0
6.2 0
7.5 40
8.3 40
9 80
10 100
125 100
15 100
20 100

Figura 10. Determinacion de las DL50 de los venenos a utilizar. Tablas que indican las
distintas dosis de veneno (ug/raton) de los venenos sefalados y el porcentaje de mortalidad
registrado en cada grupo de 5 ratones, 48 horas post-inoculacion.

Los resultados de la medicidn de la potencia letal de los venenos analizados
en este estudio fueron satisfactorios, ya que no hubo inconsistencias en los valores

de relacion dosis-mortalidad para ningin caso (Tabla 9).
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En la tabla que a continuacién se muestra, se presentan los venenos
analizados con su respectiva DL50 utilizada en este estudio, determinada en este

trabajo o en el Instituto Bioclon.

Tabla 9. DL50 de los venenos utilizados en este estudio.

DL50 DL50 RZ IC 95%
Veneno (ng/ratén) | (ng/raton) pL50este DL50 este
BIOCLON |Este estudio estudio. estudio.
Cobras africanas
Escupidoras N. katiensis (LTXN) 21.0
N. pallida (LTXN) 15.4 0.9970 15.38-15.51
N. nubiae (LTXN) 8.3 0.9976 8.13-8.36
N. nigricollis (LTXN) 16.2
N. mossambica (LTXN) 21.0
H. haemachatus
(LTXN) 30.9
No escupidoras  N. melanoleuca (LTXN, 8.5
Norte de Camerun)
N. annulifera (Kzoo) 59.1 0.8848 55.35-63.13
N. haje haje (LTXN) 9.0
N. nivea (MED) 8.1 0.9701 7.78 - 8.49
Cobras asiaticas
N. naja (LTXN) 6.0 0.9600 5.52 -6.59

Los venenos de las cobras escupidoras N. pallida y N. nubiae resultaron
tener una toxicidad elevada, de manera que sus DL50 fluctdan entre 15.0 y 8.0 ug/
raton, respectivamente. Asimismo, se encontré que la DL50 de los venenos de las
especies no escupidoras N. naja y N. nivea fue baja (6.0 y 8.1 pg/ raton,
respectivamente), lo cual resulta consistente con la alta potencia letal conocida de
estos venenos. Por otro lado, el veneno de la cobra africana N. annulifera present6

una DL50 elevada, lo cual refleja la reducida toxicidad del mismo.
Las DL50 del resto de los venenos, proporcionadas por el instituto Bioclon,
se consideraron fidedignas ya que éstas son coherentes con la toxicidad de los

venenos reportada en diversas fuentes.

VIII.3.1 Determinacion de las DE50 paraespecificas.

La cuantificaciéon de la DE50 parespecifica del antisuero anti-N. melanoleuca

se realizd evaluando la proteccion de los efectos de todos los venenos de las
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cobras africanas y del veneno de una cobra asiatica. Unicamente se analizé el
veneno de la cobra asiatica N. naja por limitaciones en la disponibilidad del

antisuero.

En la Figura 11 se presentan las tablas de las dosis de antisuero que se
administré a los distintos grupos de ratones para evaluar la potencia de proteccion
paraespecifica y la sobrevida registrada en los animales experimentales, datos que
posteriormente se sometieron a un ajuste por regresion no lineal de una sigmoide

dosis-respuesta por el programa Prism, para titular la dosis efectiva media.

50



Veneno de N. pallida 100 20

Dosis de Sobrevida 120 40
antisuero (ul) (%) 160 100
225 0 180 100
250 20 200 40
275 20 225 100
285 60 250 100
290 100 350 100
290 1}
300 60
305 100
210 20 Veneno.de N. nivea
312 o Dosis de g 1 revida (%)
antisuero (ul)
315 100
317 100 175 0
325 100 180 0
350 100 185 60
190 80
Veneno de N. katiensis ;gg 28
Dosis de .
antisuero (u) >°Previda (%) 215 100
200 0 200 fa]
215 40 225 80
235 60 230 100
250 100 240 100
350 100
Veneno de N. nigricollis Vengno_dﬁ N. naja
i osis de .
e gy S99 09 antisuero Gy SO 09
200 0 150 0
235 20 165 100
242 20 190 100
250 80 250 100

350 100

Veneno de N. mossambica,
N. annuliferay H. haemachatus*

Veneno N. nubiae

Dosis de .
. Sobrevida (% i
antisuero (ul) C6) anz(s)jlesrc()j? ) Sobrevida (%)
100 0 = = -
125 0 * La dosis de antisuero indicada fue retada con
137 0 cada uno de los venenos y las preparaciones se
administraron en tres diferentes grupos de ratones.

150 20
160 40
175 100
200 100
300 100

Veneno N. haje haje

Dosis de Sobrevida
antisuero (ul) (%)
80 0

51



Figura 11. Determinacién de DE50 paraespecificas del antisuero anti-N. melanoleuca (42
sangria). Tablas que indican las distintas dosis de antisuero (ul/ratén) retado contra 3LD50 de
los venenos sefialados y el porcentaje de sobrevida registrado en cada grupo de ratones, 48
horas post-inoculacion.

En esta fase del estudio se decidi6 no cuantificar DE50 paraespecificas contra
cualquiera de los venenos analizados mayores a cinco veces la DE50 especifica (70 pl/raton)
por las limitaciones en la disponibilidad del suero y con el fin de encontrar la potencia
neutralizante por el antisuero anti-N. melanoleuca a dosis que resultaran informativas sobre
el potencial de proteccion paraespecifico en situaciones realistas de envenenamientos

humanos.

En las determinaciones de la DE50 del antisuero contra algunos venenos, como es el
caso del de N. pallida y N. haje haje, se presentaron resultados inconsistentes en la relacion
dosis-sobrevida, por lo que éstos fueron excluidos del analisis al ser resueltos por los datos
experimentales de dosis contiguas (Figura 11). Las inconsistencias pueden explicarse por
errores experimentales que pudieron suscitarse en la determinacién, sin embargo es
probable que se deba a la variabilidad inherente a la experimentacion con animales vivos,

donde existen variables dificiles de controlar.

La potencia neutralizante paraespecifica del antisuero anti-N. melanoleuca result6 ser
alta, ya que el antisuero presenté un amplio espectro de proteccion que incluye a la mayoria
de los venenos de las serpientes africanas del género Naja. Sin embargo, es evidente que la
proteccion contra los efectos del veneno N. melanoleuca por el antisuero fue la mas efectiva
(Tabla 11). Por otro lado, los venenos heterologos mejor neutralizados por el antisuero anti-
N. melanoleuca fueron los de las cobras africanas no escupidoras N. nivea y N. haje haje y
los de las escupidoras N. nubiae y N. katiensis, tanto en términos de ul por raton como en ul
de antisuero por mg de veneno. En contraste, no existié neutralizacion de los efectos tdxicos
de los venenos de N. mossambica, N. annulifera y H. haemachatus por el antisuero, al

menos con la dosis maxima de antisuero utilizada en este estudio (350 pl).
Por otra parte, se establecié que el antisuero anti-N. melanoleuca fue capaz de

neutralizar la toxicidad del veneno de la cobra asiatica N. naja, sin embargo, las limitaciones

en el rendimiento del antisuero imposibilitaron la determinacion exacta de la DE50
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paraespecifica contra este veneno. A pesar de lo anterior, fue posible encontrar el intervalo

dentro del cual se podria encontrar la DE50 (150 -165 ul de antisuero/ratén) (Tabla 11).
A continuacion se presenta la tabla que resume los resultados del analisis no
parametrico de los datos experimentales obtenidos en la determinacion de la DES50

paraespecifica del antisuero anti-N. melanoleuca contra los venenos analizados.

Tabla 10. DE5O0 del antisuero anti-N. melanoleuca contra los venenos de cobra analizados.

DE50
(ml de
DES50 IC antisuero/mg DES0
Veneno (wl/ratén) 95% R? de veneno)  (%)*
Cobras
africanas
Escupidoras N. pallida (LTXN) 281.6 275.2-288.1 0.8667 6.079 24.85
N. mossambica
(LTXN) >350
N. katiensis (LTXN) 224.4 211.3-238.3 0.9407 3.561 31.2
28.5
N. nigricollis (LTXN) 245.6  241.4-249.9 0.9617 5.037
N. nubiae (LTXN) 160.9 158.3-163.6 0.9891 6.501 43.5
H. haemachatus
(LTXN) >350
N. melanoleuca
No (LTXN,Norte de 70 69.65 —-70.35 0.7917 2.751 100
lescupidoras  Cameruan)
N.annulifera (Kzoo) >350
N. haje haje(LTXN) 122.4 116.9-128.1 0.9889 4.548 57.1
37.8
N. nivea (MED) 185.3 182.4-188.3 0.8926 7.595
Cobras
asiaticas
N. naja (LTXN) 150< DE50>165

* DES5O porcentual respecto a la especifica. (ED50 especifica/ED50 paraespecifica x 100%).
DE5O0 especifica.
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IX. DISCUSION.

IX.1. Evolucién de titulos del antisuero anti-N. melanoleuca contra el veneno de N.

melanoleucay evolucion del potencial neutralizante especifico.

El veneno de N. melanoleuca fue inmunogénico en el animal productor del antisuero.
Mediante la medicién de titulos por ELISA se pudo demostrar la presencia de anticuerpos
contra el veneno de N. melanoleuca. La determinacion de los titulos de las diferentes
sangrias del antisuero permitié analizar la evolucién de los mismos a lo largo del esquema de
inmunizaciéon del animal productor. Los ensayos in vitro demostraron que la produccién de
anticuerpos anti-N. melanoleuca se mantuvo elevada desde la primera hasta la cuarta
sangria, ya que para la quinta y sexta se present6é un decaimiento sustancial en los titulos,
coincidente con una interrupcién en la regularidad de las inmunizaciones y las sangrias

respectivas.

Los ensayos de neutralizacion en ratones permitieron evaluar el potencial
neutralizante contra el veneno N. melanoleuca del suero de la primera, cuarta y sexta
sangria, cuyos titulos fueron altos (29061, 25683 y 14119, respectivamente). Lo anterior se
realizé con el objetivo de seleccionar la sangria con mayor potencia neutralizante que seria
usada en los experimentos subsecuentes. La primera sangria fue incapaz de neutralizar en
ratones los efectos del veneno de N. melanoleuca a pesar de que presento el titulo mas alto.
En contraste, la cuarta y sexta sangria protegieron contra los efectos del mismo veneno, sin
embargo, se demostro que la cuarta sangria tenia la mayor potencia neutralizante especifica.
Estos resultados sugieren que no existe una relacion directa entre los titulos del antisuero

medidos in vitro y su potencial neutralizante.

El comportamiento del potencial neutralizante del antisuero probablemente se deba
al estado de los anticuerpos en las diferentes etapas del desarrollo de la respuesta inmune
contra el veneno N. melanoleuca a lo largo del esquema de inmunizacién en el caballo. La
elevada inmunogenicidad del veneno indujo la produccién de anticuerpos desde las primeras

inmunizaciones, resultado medido en la primera sangria. Sin embargo, es probable que en
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esta sangria existan una baja proporcion de anticuerpos capaces de reconocer a los
componentes relevantes para la toxicidad del veneno, por lo que no existe neutralizaciéon. Por
otro lado, los anticuerpos de la cuarta sangria detectados en los experimentos in vitro,
probablemente fueron producto de un proceso selectivo en la respuesta inmune adquirida
presentando la mayor afinidad por los componentes téxicos del veneno, ya que para
entonces habian pasado doce inmunizaciones. Posiblemente esta caracteristica le confirié al
antisuero anti-N. melanoleuca de la cuarta sangria la potencia neutralizante mas alta.
Finalmente, una posible explicacion del bajo potencial de proteccién de la sexta sangria, es
gue después de las trece inmunizaciones se presentd un decaimiento de los anticuerpos
neutralizantes debido a que la produccién de estas proteinas por la respuesta inmune llegé a
su limite, fendbmeno donde podria estar implicada la vida media de los anticuerpos en la

sangre circulante del caballo y, quizés, la irregularidad de las ultimas inoculaciones.

En la determinacion de la potencia neutralizante del antisuero anti-N. melanoleuca
(cuarta sangria) con el veneno homologo se encontré que la DE5O0 fue de 70 ul/raton, o bien
de 2.75 ml/mg de veneno. A pesar de que los resultados de la R?y del IC (95%) fueron
aceptables en el ajuste de los datos experimentales de la determinacion de la DE5S0
especifica, resultdé imposible encontrar datos de dosis-sobrevida en la fase logaritmica de la
sigmoide dosis-respuesta debido a que el intervalo de dosis de antisuero entre el que se
encontrd la DE5S0 fue muy estrecho. Lo anterior se puede explicar por el comportamiento en
la neutralizacion de los venenos de elapidos, en donde, los anticuerpos neutralizantes
bloguean la actividad de las toxinas responsables de la letalidad, las cuales actiian sobre un
blanco especifico. Es posible que este modo de accién de las toxinas dificulta la deteccion de
resultados (dosis-sobrevida) en la fase logaritmica de la sigmoide en este tipo de

experimentos.

IX.2 Reconocimiento paraespecifico de otros venenos de cobra.

En el inicio de este trabajo se evalud la reactividad cruzada mediante ELISA directo
entre el antisuero monovalente experimental de origen equino anti-N. mossambica y los
venenos de diferentes serpientes del género Naja. En estos estudios se demostré que el
antisuero anti-N. mossambica reconocio significativamente a los venenos de las serpientes
africanas del género Naja, particularmente a los de las cobras escupidoras. Ademas, el

antisuero presenté una reactividad cruzada media frente a los venenos de las cobras no
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escupidoras. Estos resultados son consistentes con el andlisis de la reactividad cruzada de
antisueros de conejo frente a diferentes venenos de cobras que se realiz6 en el mismo
laboratorio, en donde el antisuero anti-N. mossambica presenté un reconocimiento

paraespecifico elevado por los venenos de las cobras africanas escupidoras.

Posteriormente, mediante ensayos in vivo se demostrd que la potencia neutralizante
del antisuero de caballo anti-N. mossambica tanto especifica como paraespecifica fue nula.
Lo anterior puede explicarse por la presencia de anticuerpos en el antisuero que reconocen
molécula(s) o epitope(s) irrelevantes para la actividad téxica de los venenos, y que,
probablemente, sean los mas inmunogénicos o0 se encuentren mayormente representados en

el veneno de las cobras escupidoras.

Para elucidar las relaciones antigénicas entre los venenos de las serpientes africanas
y asiaticas del género Naja se continud con el analisis de la reactividad cruzada entre un
antisuero de caballo producido a partir de la inmunizacién con el veneno de la cobra africana
N. melanoleuca y los venenos de las cobras tanto africanas como asiaticas. La reactividad
cruzada entre el antisuero anti-N. melanoleuca con los venenos resulté significativa, lo que
se vio respaldado por el bajo reconocimiento de este antisuero hacia el veneno de D. viridis,
utilizado como control negativo, dado que su composicion es muy diferente a la del veneno

de las cobras.

Estos resultados sugieren una relacién estrecha en la composicién y antigenicidad

entre los venenos de las cobras.

IX.2.1 Reactividad cruzada entre el antisuero anti-N. melanoleuca con los venenos de cobras

africanas.

La reactividad cruzada entre el antisuero anti-N. melanoleuca con los venenos de las
cobras africanas se reflejé en un porcentaje de reconocimiento paraespecifico del 10 al 40%
medido in vitro. Este antisuero presenté una reactividad cruzada mas elevada (30 a 40%)
frente a los venenos de las cobras escupidoras N. katiensis y N. nigricollis, y al de la cobra
no escupidora N. nivea. Por otro lado, la reactividad cruzada del antisuero hacia el veneno de
las especies escupidoras N. nubiae, N. mossambica y N. pallida, de las no escupidoras N.

annulifera, N. haje y N. nubiae y de la cobra H. haemachatus fue de un 10 a 30%. Estos
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resultados apoyan los reportes anteriores de las relaciones antigénicas entre el veneno de H.

haemachatus y los venenos de las serpientes del género Naja (Christensen, 1955).

En contraste con los resultados de la reactividad cruzada medida por ELISA de los
antisueros tanto de caballo como de conejo anti-N. mossambica, se demostré que el
antisuero anti-N. melanoleuca no parece discriminar entre los venenos de las cobras
escupidoras y no escupidoras. Una posible explicacion, es que los anticuerpos del antisuero
anti-N. melanoleuca, reconocen mayoritariamente a uno o varios antigenos comunes en la
mayoria de los venenos analizados, independientemente de que las especies sean
escupidoras o no. Un ejemplo de ello son los venenos de la serpiente escupidora N. katiensis
y el de la cobra no escupidora N. nivea, cuya reactividad cruzada con el antisuero fue de

alrededor del 40% en ambos casos.

IX.2.2 Reactividad cruzada entre el antisuero anti-N. melanoleuca con los venenos de cobras

asiaticas.

El reconocimiento paraespecifico por el antisuero anti-N. melanoleuca de los venenos
de las cobras asiaticas fue menor a un 20 %, resultados que probablemente reflejan tanto
una composicion como una inmunogenicidad diferencial entre los venenos de las cobras
asiaticas y africanas que puede estar relacionada tanto con diferencias en los componentes

como en sus cantidades relativas en los venenos.

IX.3 Neutralizacién paraespecifica de los venenos de serpientes del género Naja por el

antisuero anti-N. melanoleuca.

En este estudio se demostrd, a través de los experimentos in vivo, que el antisuero
anti-N. melanoleuca presentd un amplio espectro de proteccion contra los efectos toxicos de
la mayoria de los venenos de las serpientes del género Naja. El antisuero neutralizd
paraespecificamente a los venenos de las cobras escupidoras: N. nubiae, N. pallida, N.
kaiensis y N nigricollis y a los venenos de las cobras no escupidoras N. naja, N. nivea y N.
haje haje, sugiriendo una evidente similitud en la inmunogenicidad, composicion, y toxicidad
entre éstos. Los venenos mejor neutralizados en términos de la DE50 fueron los de N. nivea,

N. nubiae, N. katiensis, N. nigricollis y N. haje.
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Para clarificar la relacién entre la reactividad cruzada medida in vitro y los resultados
de la potencia neutralizante del antisuero anti-N. melanoleuca se realiz6 un andlisis de
correlacion. Para este estudio se obtuvo la potencia neutralizante relativa del antisuero
(DE50 porcentual) contra los venenos neutralizados con respecto a la DE50 especifica. La
DES50 porcentual (%DE50) es el resultado de la divisién de la DE50 especifica (DE50s) entre
la DES50 paraespecifica (DE50p), multiplicado por el 100% de neutralizacion
(DE50s/DE50p*100%). A modo de ejemplo, la DE50 del antisuero anti-N.melanoleuca contra
el veneno de N. pallida fue de 6.08 ml/mg de veneno y la DE50 especifica fue de 2.75 ml/mg
de veneno, de manera que la DE50 porcentual es de alrededor del 45% (2.75 ml/mg /6.08
ml/mg *100%=45%).

Existe una relacion laxa entre la potencia neutralizante relativa y la reactividad
cruzada del antisuero anti-N. melanoleuca con los venenos neutralizados como se muestra
en la Figura 12. Una posible explicacion es que dentro de los anticuerpos del antisuero anti-
N. melanoleuca exista una proporcién que reconoce y neutraliza eficazmente a los antigenos
responsables de la toxicidad que son comunes en los venenos de N. pallida, N. katiensis, N.
nigricollis, N. nubiae, N. melanoleuca, N. haje haje y N. naja, mientras que el resto de los
anticuerpos presentes en el antisuero reconoce a antigenos irrelevantes para la toxicidad en
los venenos neutralizados. Debido a que todos los venenos neutralizados fueron reconocidos
por el antisuero anti-N. melanoleuca en un porcentaje menor al 40%, se puede decir que la
existencia de una reactividad cruzada elevada entre el antisuero y dichos venenos resulté
innecesaria para la capacidad de proteccion del antisuero contra los efectos toxicos de los

mismos.
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Figura 12. Reconocimiento medido in vitro por el antisuero anti-N. melanoleuca de los venenos de las
cobras escupidoras N. katiensis (Nka), N. nigricollis (Nni), N. pallida (Npa) y N. nubiae (Nnu) y de las
no escupidoras N. haje haje (Nha) y N. nivea (Nniv) en donde el 100% corresponde al reconocimiento

especifico (abscisa) contra la potencia neutralizante relativa paraespecifica en DE50 porcentual
(ordenada).

Por otro lado, se realiz6 el estudio de correlacién entre la reactividad cruzada con la
DES0 porcentual del antisuero anti-N. melanoleuca frente a los venenos neutralizados de las

cobras escupidoras y de las no escupidoras, por separado.

Como se ilustra en la Figura 13a, al parecer existe una correlacion entre el
reconocimiento del antisuero anti-N. melanoleuca hacia los venenos de las cobras
escupidoras y la potencia neutralizante relativa del antisuero (DE50 porcentual). Esta
relacién sugiere un parentesco antigénico entre los venenos de las especies escupidoras. En
contraste, no se presentd una correlaciéon tan clara entre la potencia neutralizante relativa
(DES50 porcentual) y el reconocimiento del antisuero anti-N. melanoleuca frente a los venenos
de las cobras no escupidoras (Figura 13b). Esto sugiere que los grupos de cobras
escupidoras y no escupidoras que han sido definidos por algunos autores (Warrell,1995), de
acuerdo a los efectos de su envenenamiento (cobras citotdxicas y neurétoxicas,

respectivamente), en realidad no son tan claros.
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Figura 13. Reconocimiento medido in vitro por el antisuero anti-N. melanoleuca de los venenos de: a)
las cobras escupidoras N. katiensis (Nka), N. nigricollis (Nni), N. pallida (Npa) y N. nubiae (Nnu); b) vy
no escupidoras N. haje haje (Nha) y N. nivea (Nniv), en donde el cien por ciento corresponde al
reconocimiento especifico (abscisa) contra la potencia neutralizante relativa paraespecifica
representada en DE5S0 porcentual (DE50%=DE50s/DE50p*100) (ordenada).

Como ya se menciond, el antisuero contra un veneno de cobra no escupidora (N.
melanoleuca) neutralizé los efectos de venenos de cobras escupidoras y no escupidoras
indistintamente. Ademas, en el analisis de correlacion no se observé una relacion clara entre
la potencia neutralizante del antisuero y reconocimiento paraespecifico de los venenos.
Estos resultados permiten abordar las relaciones entre la composicion de los venenos y sus

efectos desde otra perspectiva.

Las neurotoxinas son componentes proteicos importantes de los venenos de
serpientes del género Naja, asi como de muchos otros venenos de elapidos (Chippaux, J.P.,
2006; Ismail y col., 1996; Chiu, 1995; Hung, 1998), y se presentan tanto en los venenos de
cobras escupidoras (N. mossambica, N. nigricollis) como en los de las cobras no

escupidoras (N. naja, N. nivea, N. haje haje) (Warrell, 1995; Hung, 1998).
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Las neurotoxinas son responsables del envenenamiento que se caracteriza por
sindromes fuertemente neurotdxicos en las victimas (Warrell, 1995; Ismail 1996) y es
causado por las cobras no escupidoras N. melanoleuca, N. haje haje, N. nivea y N. naja
(serpientes cuyos venenos fueron neutralizados eficazmente por el antisuero anti-N.
melanoleuca). Sin embargo, los efectos del envenenamiento por la mordedura de estas
cobras no estan definidos, pues aunque se sabe que causan principalmente sindromes
neurotoxicos, se ha reportado que en algunos casos han llegado a desencadenar efectos
citotoxicos (Reid, 1976). Asimismo, envenenamientos causados por serpientes de la misma
especie pueden desencadenar afecciones sustancialmente diferentes en individuos distintos,
fendmeno que se explica por la variabilidad intraespecifica que existe dentro de los venenos
(Chippaux, 2006; Shashidharamurthy, 2006).

En cuanto a los venenos de N. pallida y N. nubiae, neutralizados por el antisuero
anti-N. melanoleuca, no existen suficientes reportes clinicos, ni mucho menos estudios
prospectivos, que permitan elucidar los principales efectos que causa su envenenamiento y
se da por hecho que son venenos citotdxicos Unicamente por ser cobras escupidoras

(Warrell, 1995) y por los escasos reportes que existen.

Por otro lado, dentro de los venenos que no fueron neutralizados por el antisuero,
estan los de N. mossambica y H. haemachatus cuyos efectos son, segun algunos autores,
principalmente citotéxicos (Warrell, 1995; Ismail, 1996; Ismail, 1993; Tilbury; 1982). El
veneno de N. annulifera, tampoco fue neutralizado. Este veneno se ha estudiado poco pues
al parecer hay una baja incidencia de mordeduras por esta serpiente (Warrell, 1995), sin
embargo se ha encontrado que existe una similitud con el veneno N. melanoleuca aunque

los efectos que causa son diferentes (Joubert, 1975).

En base a lo anterior y a lo que se sabe en cuanto a la composicién y efectos de
estos venenos, planteamos una nueva hipotesis, en la que sugerimos que la medicion de
letalidad y la neutralizacion, usando como organismo el modelo de raton en los experimentos
in vivo, es principalmente informativa en términos de neurotoxicidad. Asimismo, se presentd
una correlacién inversa entre la DL50 de los venenos y la DE50 paraespecifica del antisuero
anti-N. melanoleuca, de forma que los venenos con baja potencia letal, como los de H.
haemachatus y N.annulifera, no fueron neutralizados con el antisuero anti-N. melanoleuca.

En contraste, los venenos con toxicidad elevada, y probablemente con mayor neurotoxicidad,
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fueron los mejor neutralizados por el antisuero como es el caso de los venenos de N. nubiae,

N. nivea, N. haje haje y N. katiensis.

Estos resultados apoyan la idea de que las neurotoxinas estan altamente
conservadas en los venenos de serpientes del género Naja, como lo han propuesto algunos
autores (Hung y col., 1998; Joubert, 1978), y que la reactividad cruzada medida in vitro y la
neutralizacién del antisuero anti-N. melanoleuca contra los venenaos de las cobras africanas y
de la cobra N. naja se debe al reconocimiento del antisuero por estas toxinas. Es probable
gue el antisuero neutralizé venenos donde las neurotoxinas juegan un papel primordial en el
envenenamiento, como son los venenos de N. haje haje, N. nubiae, N. pallida, N. katiensis,
N. nigricollis, N. nivea y N. naja. Si lo anterior es cierto, es probable que el envenenamiento
por los venenos de las cobras africanas escupidoras N. nubiae, N pallida, N. katiensis y N.
nigricollis desarrollen sindromes neurotoxicos responsables de la letalidad de los venenos

contrario a lo que se ha reportado anteriormente (Warrell, 1995).

IX.4 Medicion del potencial neutralizante en el modelo murino.

El potencial neutralizante especifico y paraespecifico de un antisuero depende de la
respuesta inmune inducida por los determinantes antigénicos del veneno utilizado en la
inmunizacion del animal productor (Figura 14). Es probable que los antisueros que presentan
un alto potencial de proteccion tanto especifico como paraespecifico, como es el caso del
anti-N. melanoleuca, estén constituidos por anticuerpos que reconocen especificamente a
los componentes responsables de la toxicidad comunes en los venenos neutralizados.
Asimismo, la eficacia del antisuero se determina, entre otras cosas, por la capacidad
neutralizante de los anticuerpos contra los efectos téxicos de los venenos, tanto en el
organismo modelo utilizado en la experimentacion en el laboratorio, asi como en los

humanos victimas del envenenamiento en pruebas clinicas.

En los ensayos de neutralizacion realizados en este estudio se utiliz6 el modelo
murino principalmente por las ventajas experimentales que éste presenta. Ademas, resulta
importante mencionar que numerosos estudios, en donde se han llevado a cabo pruebas in
vivo utilizando ratones, demuestran que es posible extrapolar los resultados con datos de
pruebas clinicas en el humano, tomando las consideraciones pertinentes. A pesar de que el

humano y el ratdn son organismos bioldgicamente diferentes, es posible evaluar el potencial
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neutralizante de antisueros/antivenenos siempre que exista una equivalencia en la medicion
de la toxicidad y en la neutralizacion de la misma, en términos de masa de veneno
neutralizado por mililitro de antiveneno (mg/ml de antisuero), que permita correlacionar los
fendmenos que se observan tanto en el envenenamiento como en la administracion de un

antisuero/antiveneno en el ratén y en los humanos (Figura 14).

Animal productor
de anticuerpos

N

Los determinantes antigénicos deben inducir una
respuesta inmune tal que los anticuerpos producidos
neutralicen las actividades toxicas del veneno.

La toxicidad medida (y su

Victima de neutralizacion) debe ser , Modelo animal

envenenamiento. relevante para el sindrome de toxicidad.
humano (equivalencia).

Figura 14. Relacién entre la produccién de anticuerpos, la evaluacion de la potencia
neutralizante de un antisuero en el organismo modelo y en la victima del envenenamiento.
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X. CONCLUSIONES.

- Los venenos de las cobras N. mossambica y N. melanoleuca son altamente
inmunogénicos por lo que se pudieron determinar grados de parentesco antigénico entre los

venenos de las serpientes del género Naja.

- Existi6 una reactividad cruzada entre los antisueros de caballo tanto anti-N.
mossambica como anti-N melanoleuca contra los venenos de las serpientes del género Naja,
ya que éstos reconocen en medida variable pero significativa a todos los venenos de cobras
analizados. Sin embargo, esto no asegura que exista una neutralizacion medible, como es
evidente en el caso del antisuero anti-N. mossambica y en el de los venenos no

neutralizados por el antisuero anti-N. melanoleuca.

- El potencial neutralizante especifico del antisuero anti-N. melanoleuca fue mayor

que cualquiera de las neutralizaciones paraespecificas.

- La mayoria de los venenos de las especies del género Naja estudiados son
neutralizados por el antisuero anti-N. melanoleuca a dosis que van desde 2 a 4 veces la
DE50 especifica, demostrando un parentesco antigénico entre los componentes
responsables de la toxicidad en el modelo murino. La neutralizacién paraespecifica abarca
especies escupidoras y no escupidoras, poniendo de manifiesto la necesidad de realizar mas
estudios de los grupos de venenos definidos por los efectos que su envenenamiento

desencadena (neurotoxicos o citotdxicos).

- Parece existir una correlacion entre el reconocimiento medido in vitro y la potencia
neutralizante relativa (DE50 porcentual) del antisuero anti-N. melanoleuca contra los venenos
neutralizados, sin embargo, esta relacion no es clara. Probablemente, la realizaciéon de
estudios con el resto de los venenos de serpientes del género Naja y de otros antisueros

experimentales, permitiria establecer la correlacion de forma mas satisfactoria.

- La correlacion inversa entre las DE50 paraespecificas del antiseuro anti-N.
melanoleuca con la DL50 de los venenos neutralizados apoya la hipotesis planteada en este
trabajo. Esta sugiere que un antisuero contra un veneno fundamentalmente neurotoxico

como lo es N. melanoleuca, posee una potencia neutralizante elevada contra venenos que
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comparten las propiedades neurotdxicas, de manera que es probable que las proteinas que
son relevantes para la toxicidad de los venenos neutralizados sean neurotoxinas, mismas

gue se encuentran conservadas en los venenos de las serpientes del género Naja.
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