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1. Resumen 
 

Los antivenenos son el pilar principal en la terapia del envenenamiento por 
mordeduras de serpientes. En los venenos de elápidos hay toxinas, como las alfa 
neurotoxinas tanto de cadena larga como de cadena corta, que son bastante abundantes y 
que juegan un papel crítico en el proceso de envenenamiento, pero que son pobremente 
neutralizadas por los antivenenos actuales.  

 
El objetivo de la presente tesis fue el diseño de alfa neurotoxinas de secuencia 

consenso con mejores capacidades inmunogénicas para la elaboración de un antiveneno 
universal contra la mordedura de elápidos. Las secuencias consenso se obtuvieron con 
base en múltiples alineamientos de secuencias de alfa neurotoxinas. Como resultado se 
generaron tres secuencias consenso de alfa neurotoxinas de cadena larga nombradas 
NTx1, Ntx2 y LcNtx, y de estás se obtuvieron dos péptidos (LcP1 y LcP2), los cuales se 
sintetizaron químicamente; y una secuencia consenso de cadena corta denominada ScNtx. 

 
Sólo los péptidos sintéticos y la ScNtx se emplearon como inmunógenos. Los análisis 

in vitro e in vivo revelaron que los sueros hiperinmunes anti-LcP1 y anti-LcP2 tuvieron la 
capacidad de reconocer las alfa neurotoxinas en los venenos de diferentes especies de 
elápidos, pero no los neutralizaron. Los sueros anti-ScNtx, por su parte, tuvieron la 
capacidad de reconocer y neutralizar el efecto letal de alfa neurotoxinas puras y, además, 
de venenos de serpiente de los géneros Dendroaspis (África), Micrurus (América), Naja 
(África y Asia), Ophiophagus (Asia) y Walterinnesia (Medio Oriente). 

 
Los resultados obtenidos han generado nuevo conocimiento, principalmente, sobre 

los campos de la inmunología y toxicología. Por una parte, muestran la verosimilitud de 
usar proteínas recombinantes sintéticas con secuencias consenso como inmunógenos 
universales; y ayudan a develar el papel de las neurotoxinas de tipo I y II en el desarrollo 
del envenenamiento. Finalmente, el uso de inmunógenos recombinantes con secuencias 
consenso, como la ScNtx, es un enfoque innovador en el diseño de inmunógenos para 
desarrollar antivenenos mejor dirigidos, de amplio espectro, más eficaces, y como 
consecuencia, con alto valor terapéutico. 
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2. Introducción 
 

El veneno de las serpientes venenosas es una mezcla compleja de moléculas 
farmacológicamente activas. Su estudio se ha enfocado en tratar de entender, determinar 
y elucidar su mecanismo de acción. Las toxinas más abundantes y/o letales de los 
venenos han sido el blanco principal de dichos estudios; de manera particular, encontrar 
la manera y las vías adecuadas para neutralizar su toxicidad y efectos adversos ha sido el 
campo de estudio mejor abordado. En la actualidad, muchas de las toxinas han ayudado 
en el desarrollo de herramientas específicas de investigación que han sido útiles para 
entender y dilucidar procesos fisiológicos, tanto a nivel celular como molecular. 
También, estudios vanguardistas visualizan el desarrollo de potenciales fármacos basados 
en la estructura y función de las toxinas del veneno de serpientes (Kini and Doley, 2010).  

 
 La información que se ha generado sobre los venenos de serpientes es vasta. 

Hasta la fecha, las toxinas descritas para dichos venenos se han agrupado en 
superfamilias de proteínas. La clasificación viene gobernada no solo por su actividad 
biológica, sino también por su alta homología en secuencia y estructura. Es decir, las 
proteínas dentro de cada familia comparten una similitud sobresaliente en sus estructuras 
primarias, secundarias y terciarias. No obstante, las toxinas dentro de cada superfamilia, 
al tiempo que comparten residuos de amino ácidos y conformaciones espaciales, pueden 
diferir entre si en sus efectos farmacológicos y/o biológicos, lo cual es atribuible a 
cambios puntuales en posiciones específicas: tal es caso de las toxinas de tres dedos, 
3FTxs y su amplio repertorio farmacológico (Kini, 2002).  

 
La disfunción neurológica causada por las toxinas de tres dedos, principalmente 

por las alfa neurotoxinas (a-neurotoxinas), es un factor de riesgo para el sector salud 
público en muchas partes del mundo. Estas toxinas actúan en la placa neuromuscular 
alterando la comunicación nervio-músculo, ya que impiden que el neurotransmisor acetil 
colina pueda ejercer su acción. En términos médicos, la manifestación clínica más 
importante es la parálisis muscular, la cual se manifiesta en diferentes grados, como: 
paraplejia y cuadriplejia; por lo tanto, cuando el grado de envenenamiento es alto y los 
músculos importantes para la respiración como lo son los intercostales y el diafragma se 
ve afectan, el riesgo de muerte es inminente (Kularatne and Senanayake, 2014).  

 
El veneno de las serpientes de la familia Elapidae son la fuente principal de las a-

neurotoxinas (Tasoulis and Isbister, 2017). Como ejemplo tenemos a las cobras (Naja 
sp.), mambas (Dendroaspis sp.), taipanes (Oxyuranus sp.) y serpientes de coral (Micrurus 
sp), por mencionar algunos géneros de esta familia. Muchos de estos ofidios tienen una 
distribución geográfica que se yuxtapone con las zonas más pobladas del orbe terrestre, 
particularmente a nivel ecuatorial como la zona del Sureste asiático, y otras regiones 
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remotas del áfrica Subsahariana. Su distribución y el sector socio-económico afectado, 
junto con la carencia de antídotos (antivenenos) y la pobre atención médica básica, hacen 
de las serpientes venenosas y particularmente de los elápidos un riesgo latente para la 
salud humana (Stock et al., 2007).  

 
Los antivenenos juegan el papel central en el tratamiento del envenenamiento por 

mordedura de serpiente. Son el único fármaco considerado como eficaz para neutralizar 
y, en algunos casos, revertir el curso del envenenamiento (Arnold, 2016). Hasta la fecha, 
se han generado antivenenos contra todos los venenos de las serpientes consideradas por 
la OMS como de alta importancia médica, dada su morbilidad y mortalidad que generan 
(http://apps.who.int/bloodproducts/snakeantivenoms/database/). No obstante, la 
efectividad de muchos de estos antivenenos es baja, principalmente la de aquéllos 
diseñados para tratar los venenos con actividades neurotóxicas, como el de los elápidos, 
por ejemplo (Calvete, 2013; Laustsen et al., 2015a). Dentro de este contexto, un 
antiveneno poco efectivo complica el tratamiento: es necesario el uso de un mayor 
número de viales, lo cual tiene repercusiones en todos los niveles, desde los referentes a 
los económicos y técnicos, hasta en la salud del paciente, ya que el riesgo de una reacción 
adversa hacia el antiveneno aumenta de manera directa con la cantidad de viales 
administrados (Boyer et al., 2013). 
 

En resumen, las toxinas de la superfamilia de tres dedos son un blanco importante 
en la generación, la producción y el mejoramiento de los antivenenos. Las a-
neurotoxinas, particularmente, son pobremente reconocidas y sus efectos tóxicos 
débilmente neutralizados. Cualquier estudio enfocado en el mejoramiento de antivenenos 
tendrá como meta principal neutralizar de manera eficaz su acción toxica y letal. En el 
presente trabajo se describe y se detalla el enfoque y las vías que seguimos para el 
desarrollo de un antiveneno experimental adecuado para tratar envenenamientos cuyo 
efecto protagónico es la neurotoxicidad dada por las a-neurotoxinas. Finalmente, nuestra 
contribución abre un nuevo sub-campo de estudio, el cual considera el diseño racional de 
a-neurotoxinas, o cualquier otra toxina de importancia, que comprenden regiones 
altamente conservadas (implicadas en su actividad) y mejores capacidades 
inmunogénicas. Los resultados muestran que es posible desarrollar inmunógenos que 
ayudan a generar inmunoglobulinas de origen animal, eficaces y de amplio espectro para 
el tratamiento de envenenamientos causados por mordedura de elápidos a nivel mundial  
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2.1 Familia de las toxinas de tres dedos  
	
Las toxinas de tres dedos o 3FTxs (“three-finger toxins”), son una superfamilia de 

proteínas que tienen una gran similitud estructural y una alta identidad en secuencia 
(Kozminsky-Atias and Zilberberg, 2012). Esencialmente, están conformadas por una 
región globular altamente condensada y unida por cuatro puentes disulfuro (“core”) –sin 
estructura secundaría reportada-, y otra región que contiene tres bucles (“loops”) 
estabilizados por 5 hojas beta anti paralelas (“antiparallel ß-sheet”) (Utkin, 2013). Las 
posiciones de las cisteínas, que dan lugar a la formación de los puentes disulfuro, y 
algunos aminoácidos dentro de la región del “core” y de la región de los “loops”, están 
conservados en prácticamente todos los miembros; además, algunas 3FTxs presentan un 
quinto puente disulfuro en alguno de los tres bucles. En términos de secuencia primaria, 
se sabe que mutaciones en zonas específicas, principalmente fuera de la región del core, 
tienen como consecuencia alteraciones en sus actividades biológicas, otorgándoles 
nuevas funciones o abrogando su actividad nativa, igualmente, influyen en la afinidad por 
su receptor, y en su mecanismo de acción (Kini, 2011). Interesantemente, dado que 
mutaciones en sitios específicos, principalmente en la zona de los loops, no altera su 
estructura (Ricciardi, 2000), las 3FTxs se han propuesto como templados para el diseño 
de nuevas moléculas en el campo de la ingeniería de proteínas, en el desarrollo posibles 
productos terapéuticos o como herramientas en la investigación científica (Fruchart-
Gaillard et al., 2012; Gilquin et al., 2003). 
	

2.1.1 Funciones 
  
 Las toxinas de tres dedos pueden ejercer un amplio espectro de funciones. La 
cristalografía de rayos X y la resonancia magnética nuclear, junto con ensayos 
farmacológicos y bioquímicos, nos han llevado a comprender con mayor detalle la 
relación que existe entre ellas, las bases que rigen su función y las propiedades físico-
químicas que gobiernan su estabilidad estructural. En la Figura 1 se muestra la estructura 
canónica de la superfamilia y los miembros que la componen.  
 

A. Bloqueadores de canales de calcio 
	
Toxinas como la FS2, asilada del veneno de Dendroaspis polylepis, exhiben una 

alta especificidad por canales de calcio tipo L (“L-type calcium channel”), a los cuales 
bloquea; por tanto, inhiben la contracción del músculo liso y afecta ciertas funciones 
cardiacas. La Figura 1A representa uno de muchos trabajos de difracción de rayos X. 
Algunos de ellos con cristales de la FS2 unida a su blanco, nos deja en claro que, de los 
60 amino ácidos que contiene, sólo la región involucrada en la interacción toxina-
receptor está inmersa en el tercer loop (Albrand et al., 1995). 
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B. Citotoxinas/cardiotoxinas. 
 

Por su parte, las citotoxinas, asiladas principalmente del veneno de serpientes del 
genero Naja, producen daños cruciales a diferentes tipos celulares como a los eritrocitos, 
a las células musculares, a las cardiacas y a las cancerígenas. El mecanismo de acción, así 
como sus receptores, no están completamente elucidados; sin embargo, existen fuertes 
indicios de que dichas toxinas atacan la membrana celular (PDB-ID: 1TGX) dando como 
resultado su lisis y muerte. De sus 60 aminoácidos, los que componen la región del 
primer loop están implicados en su función, aunque algunos residuos cargados, así como 
algunos hidrofóbicos en posiciones clave, que están distribuidos en los tres bucles, son 
igualmente importantes para su actividad  (Bilwes et al., 1994; Kini and Doley, 2010; 
Konshina et al., 2006; Wang et al., 2006) (Figura 1B). 
 

C. Inhibidores de acetilcolinesterasas 
 

Se han descrito toxinas con la capacidad de disminuir la actividad enzimática de 
la acetilcolinesterasa (enzima que hidroliza al neurotransmisor acetilcolina) de forma 
reversible, lo que provoca la acumulación del neurotransmisor en la hendidura pre-
sináptica. El aumento de acetilcolina en la placa neuromuscular provoca fasciulaciones 
musculares o crispamientos espasmódicos de los músculos. Es por ello que en la 
literatura, se les llama a dichas toxinas como fasciculinas (Figura 1C) (Marchot et al., 
1998). Estas toxinas 61 residuos de aminoácidos, de los cuales, según las estructuras 
cristalográficas, los presentes en el primer loop y parte del segundo, son funcionalmente 
importantes para la interacción toxina-enzima (Campbell and Lamar, 2004; Waqar and 
Batool, 2015). Hasta la fecha, sólo se han encontrado en el veneno de serpientes del 
género Dendroaspis (Lauridsen et al., 2016). 

	
D. Bloqueadores de receptores ß-adrenérgicos. 

 
Un hallazgo muy importante se dio con una toxina aislada del veneno de 

Ophiophagus hannah (“King cobra o cobra real”) (CTX; número de acceso: 
AAR10440). Su secuencia es similar (~50%) a las secuencias reportadas para las 
citotoxinas/cardiotoxinas canónicas (Figura 1D), por lo que se consideró como 
citotoxina; sin embargo, en estudios posteriores se demostró que carece de actividad 
hemolítica y anticoagulante (actividades atribuidas a las citotoxinas/cardiotoxinas). De 
modo interesante, en preparaciones in vitro, la CTX mostró una gran afinidad por los 
receptores adrenérgicos ß1 – ß2. Además, en experimentos in vivo se demostró que genera 
cronotropismo negativo de una manera dosis dependiente, lo que confirmó su acción ß-
bloqueadora (Rajagopalan et al., 2007). También, se demostró que esta toxina es menos 
potente que las citotoxinas/cardiotoxinas y otras toxinas de tres dedos. Hasta la fecha no 
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existen estudios con otras toxinas de secuencia similar que ya han sido reportadas para el 
propio veneno de O. hannah, ni para otras toxinas provenientes de otros géneros de 
elápidos. No obstante, se intuye por similitud de secuencia que, teniendo la misma 
longitud (63 aminoácidos) y sólo uno o dos cambios puntuales, dichas toxinas tendrán la 
misma función ß- bloqueadora (Lauridsen et al., 2016).	

	
E. Toxinas muscarínicas 

 
Las toxinas muscarínicas, como la mostrada en la Figura 1F, es uno de los grupos 

de toxinas de tres dedos más ampliamente estudiadas hasta la fecha. Como su nombre lo 
indica, este grupo de proteínas reconocen a los receptores muscarínicos y los inhiben. Los 
receptores de acetil colina muscarínicos están implicados en la modulación de procesos 
fisiológicos esenciales como: la sincronización del ritmo cardiaco, la vasodilatación, 
comunicación en el sistema nervioso central, la activación de glándulas endócrinas y 
exocrinas, el aprendizaje, la visión, entre otras (Fuenzalida et al., 2016; Groleau et al., 
2015). En términos generales, las toxinas muscarínicas forman parte de un grupo muy 
pequeño de toxinas que tienen como blancos receptores acoplados a proteínas G. Ello las 
hace particularmente atractivas para el desarrollo de nuevos fármacos que ayuden a 
controlar la modulación por acetilcolina en procesos fisiológicos –como los antes 
mencionados- en condiciones patológicas. Las toxinas descritas hasta el momento 
contienen entre 65 y 66 residuos de aminoácidos. Las más estudiadas las han aislado del 
veneno de serpientes del género Dendroaspis. Son similares en secuencia a las toxinas ß-
adrenérgicas; sin embargo, su acción es diferente. Las toxinas muscarínicas son 
inhibidores alostéricos del receptor de acetilcolina muscarínico con afinidades nano y 
micromolares (Servent et al., 2011). Como información igualmente relevante, es vital 
subrayar su alta selectividad, ya que algunas toxinas como la MT1 son capaces de 
discriminar entre subtipos de receptores y ejercer funciones opuestas. Por ejemplo, la 
MT1 antagoniza al subtipo M4, al tiempo que funciona como agonista del subtipo M1 
(Sanchez et al., 2009). Estudios como el realizado con la toxina MT7, que antagoniza de 
manera alostérica al subtipo M1, han brindado información importante sobre los amino 
ácidos importantes para la interacción e inhibición del receptor. Por ejemplo, se sabe que 
el Trp10 y la Arg52, presentes en el primer y tercer loop, respectivamente, actúan en 
sincronía con el Tyr36 del segundo loop para unirse específicamente al receptor, y 
adicionalmente la Arg34 y Met35, en la misma región, son determinantes para estabilizar 
dicha interacción (Fruchart-Gaillard et al., 2012, 2008). 
 
 
 
 



	 15	

F. a-neurotoxinas  
 

Las a-neurotoxinas tienen dos características fundamentales: por una parte, 
poseen una alta afinidad y especificidad por ciertos subtipos del receptor de acetilcolina 
muscarínico (Nirthanan and Gwee, 2004); y por otra, son las más abundantes y las más 
letales de todos los miembros de las 3FTx (Lauridsen et al., 2017). Son también referidas 
en la literatura como toxinas curare-miméticas, ya que tienen el mismo efecto que el 
alcaloide curare (Antil et al., 1999). Con respecto a su longitud, dichas toxinas contienen 
entre 60 y 75 residuos de amino ácidos y, al igual que todos los miembros de dicha 
superfamilia, presentan un núcleo hidrofóbico que está consolidado por cuatro puentes 
disulfuro, del cual protruyen tres péptidos (“loops”) estabilizados por cinco estructuras 
beta antiparalelas (Barber et al., 2013).   

 
Las a-neurotoxinas se clasifican con base en su secuencia primaria y el número 

de residuos de cisteínas que presentan. Actualmente, se reconocen en la literatura tres 
tipos: a-neurotoxinas de cadena corta (Tipo I), a-neurotoxinas de cadena larga (Tipo II) 
(Figura 1H) y a-neurotoxinas no convencionales (Sunagar et al., 2013). 

 
Las a-neurotoxinas post sinápticas de tipo I, como la mostrada en la Figura 1G, 

también referidas como de cadena corta, consisten de una cadena polipeptídica que 
contiene entre 60 y 62 amino ácidos; ocho residuos de cisteína y una masa molecular que 
oscila de entre 6-7 kDa (Teixeira-Clerc et al., 2002). Un rasgo importante que las ha 
definido es su capacidad de abrogar la comunicación nervio-músculo mediada por el 
neurotransmisor acetilcolina sobre los subtipos musculares  de los receptores de 
acetilcolina nicotínicos (nAChRs) con un grado de reversibilidad variable, como puede 
observarse en los datos presentados en la Tabla 1 (Teixeira-Clerc et al., 2002). Es 
importante mencionar que los subtipos de neurotransmisores más usados en su mayoría 
provienen de anguilas o rayas eléctricas, particularmente del género Torpedo, que se han 
clonados y expresado en células especializadas como HEK. Muchos estudios sugieren 
que debido a la alta identidad en secuencia entre los receptores Torpedo y de humano, los 
resultados generados con los primeros pueden ser atribuibles, por extensión, a los 
últimos. Es por ello que existen una vasta cantidad de trabajos realizados con receptores 
de anguila, cuyas constantes de asociación-disociación se cree que son las mismas que se 
pueden obtener trabajando con receptores de humano (Servent et al., 1997) -dichos 
valores son los únicos que actualmente están disponibles en la literatura especializada y 
que se listan en la Tabla 1. 

 
Las neurotoxinas de cadena larga, por otro lado, contienen entre 66 y 75 residuos 

de aminoácidos. Tienen una masa molecular que varía de entre 7 y 9 kDa, y contienen 
cinco puentes disulfuro; cuatro de los cuales están en las mismas -o cercanas- posiciones 
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que en las a-neurotoxinas de cadena corta, y un quinto puente disulfuro en la punta del 
“loop” 2, representado en la Figura 1H. Al igual que las de cadena corta, las a-
neurotoxinas de cadena larga se unen con alta afinidad (Kd aproximada de 10-9 – 10-11 M) 
al nAChR (a1)2b1gd muscular Torpedo. Adicionalmente, tienen un quinto puente 
disulfuro –presente en la punta loop II- que le otorga nuevas propiedades farmacológicas: 
una alta selectividad por el nAChR (a7)2b1-3g/ed neuronal, con una constante de 
disociación de 10-8–10-9 M. La configuración del receptor de acetil colina antes 
mencionada es la que más se ha usado; no obstante, gracias a muchos estudios realizados 
con toxinas de cadena larga, y diferentes subtipos de receptores, se sabe que la región que 
va de la cuarta a la quinta Cisteína (quinto puente disulfuro) es la que le confiere la 
capacidad de antagonizar no solo al receptor (a7)2b1-3g/ed,  sino además a otros subtipos 
neuronales tales como: a7, a8, a9; b1, b3; g ó e, en cualquiera de sus combinaciones 
(Tabla 1), (Antil-Delbeke et al., 2000; Servent et al., 1997). 

 
Tabla	1.	Características	de	las	alfa-neurotoxinas.	Características	
químicas	y	biológicas	de	neurotoxinas	de	cadena	corta	y	larga.	

		Tabla tomada y modificada de Barber	et	al.,	(2013)	
 
1) a-neurotoxinas, receptor de acetil colina y mecanismo de acción. 

 
Para entender con mayor claridad el mecanismo por el cual las a-neurotoxinas 

ejercen su función, es importante conocer la estructura de su blanco y el papel que juega 
en la comunicación neuromuscular. Previamente, hemos hecho mención a dos tipos de 
receptores de acetilcolina muscarínicos: muscular y neuronal. En las revisiones actuales 
es de esa manera en el que generalmente se les refiere; es por ello que consideramos 
importante para el presente trabajo detallar las diferencias que existen entre ellos, su 
localización a nivel sistémico y su función.  

 

 Características 
estructurales 

Blanco molecular Otros 
blancos 

Fuente 

Neurotoxinas 
de cadena 

corta 

Monómero	 de	 entre	
60-62	 amino	 ácidos	
con	 cuatro	 puentes	
disulfuro	 altamente	
conservados	

Receptor	muscular	o	
Torpedo	(a1)2b1gd  
(Kd	aproximada	de	
10	-9	a	10-11M)1.	

	 Elápidos.	Ejemplos	
típicos	incluyen	la	
erabutoxina-a	
(Laticauda		

semifasciata)	y	toxina-a	
	(Naja	nigricolis).	

Neurotoxinas 
de cadena 

larga 

Monómero	de	entre	
66-75	amino	ácidos	
con	cuatro	puentes	
disulfuro	altamente	
conservados	y	un	

quinto	en	el	extremo	
del	loop	II.	

Alta	afinidad	al	
receptor	muscular	o	

Torpedo	
(a1)2b1gd (Kd	

aproximada	de	10	-9	a	
10-11M)1.	

Antagonista	del	
receptor	

a7 neuronal(Kd	
aproximada	de	
10	-8	a	10-9M)1.	

Aisladas	del	veneno	de	
elápidos	y	colúbridos.	
Ejemplos	típicos	
incluyen	la	

a-bungarotoxina	
(Bungarus	multicinctus)	
y	la	a-cobratoxina	
(Naja	kaouthia)		
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Brevemente: los receptores de acetilcolina son pentámeros cuya estequiometría es 
(a)2bged , su masa molecular oscila los 290 kDa. Se han clonado, expresado y su 
estructura se ha podido elucidar: en la Figura 2 se encuentra la representación de su 
estructura (Unwin, 2005). Se sabe que se encuentran altamente distribuidos en la 
membrana de las células postsinápticas en la unión neuromuscular, donde orquestan la 
comunicación de la terminación nerviosa con el músculo esquelético. Los receptores de 
tipo muscular, como lo son los de la raya eléctrica Torpedo, contienen dos subunidades 
alfa 1 ((a1)2), una subunidad beta 1 (b1), una g ó e, si es del tipo embrionario o adulto, 
respectivamente; y finalmente una delta (d). En el caso del receptor de tipo neuronal, se 
distingue del anterior por lo siguiente: las dos subunidades alfa pueden ser del subtipo 
alfa 2 al alfa 10 (a1-10)2 y una subunidad beta 2, 3 o 4 (b 2-4). Así, la configuración 
(a7)2b2gd  sería un ejemplo claro de un receptor neuronal (Nirthanan and Gwee, 2004). 
 

En condiciones normales, el neurotransmisor acetilcolina se libera del botón pre-
sináptico hacia la hendidura sináptica de la terminal nerviosa. Una vez en el espacio 
sináptico, dos moléculas de acetilcolina se unen a su receptor (receptor de acetil colina) 
localizado en la membrana post sináptica del músculo esquelético en la placa 
neuromotora como se ilustra en la Figura 3A. Posteriormente, el receptor, un canal, pasa 
del estado de reposo al estado abierto, favoreciendo el incremento en la permeabilidad de 
cationes en la membrana sináptica. Finalmente, la despolarización de la membrana 
neuromotora conlleva, eventualmente, a la contracción muscular (Hodgson and 
Wickramaratna, 2002) . 
 

La manera en que las a-neurotoxinas interactúan con su receptor ha sido objeto de 
estudio por décadas; sin embargo, fue hasta hace poco que Lesovoy y colaboradores 
demostraron que antes de unirse a su blanco, las a-neurotoxinas, en este caso la NTII de 
Naja oxiana, se unen a la bicapa lipídica. Además, en el mismo trabajo, se demuestra que 
la toxina interactúa de manera favorable con los lípidos de membrana, particularmente 
con las cabezas de fofatidilserina. Como resultado de esa interacción, se producen enlaces 
de hidrógeno entre las cabezas polares de la bicapa lipídica y aminoácidos cargados de la 
NTXII, lo cual facilita el transporte de la toxina sobre la superficie de la membrana, y 
promueve la interacción de la punta del loop II con el receptor de acetilcolina. El estudio 
anterior demostró la importancia que tienen los lípidos de membrana en la interacción 
toxina-receptor, y aporta más elementos para reforzar el concepto de “catálisis de 
membrana “ o “Membrane-compartment mechanism que pudiera ser útil para describir el 
comportamiento de toxinas que carecen de actividad enzimática (Dubovskii et al., 2005; 
Lesovoy et al., 2009). Finalmente, una vez unidas al receptor de acetil colina, las a-
neurotoxinas ejercen su efecto impidiendo la unión de la acetilcolina al receptor, así 
como favoreciendo su estado de reposo y evitando la apertura del canal al que están 
asociados (Nasiripourdori et al., 2009).  
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Cabe resaltar que las a-neurotoxinas han sido una herramienta muy empleada 
para estudiar tanto a las toxinas como a los receptores. Uno de los campos más atractivos 
para los toxinólogos ha sido el tratar de elucidar con detalle los eventos que subyacen en 
la interacción a-neurotoxina-receptor; así como los aminoácidos implicados en la 
asociación entre ambas moléculas. En la presente tesis mencionaremos un par de estudios 
que consideramos más consistentes y cuyos resultados arroja luz sobre dicho evento. Por 
una parte, gracias al trabajo de Antil-Delbeke y colaboradores, sabemos que los 
aminoácidos: Trp-25, Asp-27, Phe-29, Arg-33, Arg-36 y Phe-65 de la a-cobratoxina 
(Neurotoxina del Tipo II), son importantes para reconocer a los dos sub-tipos de 
receptores de acetilcolina nicotínicos: Torpedo y a-7 (Antil et al., 1999). También se 
sabe que los aminoácidos Ala-28, Lys-35, Cys-26 y Cys-30, son indispensables 
solamente para el reconocimiento del subtipo neuronal a-7. Asimismo, únicamente los 
aminoácidos Lys-23 y Lys-49 están involucrados en la unión de la cobratoxina con el 
receptor muscular Torpedo. Interesantemente, gracias a la continuación de dicho estudio 
se ha podido llegar a la conclusión que tanto la Arg-33 de la cobratoxina como la Tyr-187 
y Pro-193 del receptor a-7 están íntimamente involucrados en el bloqueo del efecto 
colinérgico (Antil-Delbeke et al., 2000) 
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A) FS2																																													B)	Cardiotoxina	VI																						C)	Fasciculina	2																								D)	ß-Cardiotoxina													

	
E) MT7																																												F)	Mambalgin-1																									G)	Cobrotoxin																												H)	a-bungarotoxina	

		 		 	 	
FIGURA	1Estructuras	tridimensionales	de	toxinas	de	tres	dedos	

ESTRUCTURAS TRIDIMENSIONALES DE TOXINAS DE TRES DEDOS (ROJO) DONDE SE MUESTRA EL PATRÓN DE PUENTES DISULFURO (AMARILLO). A) FS2, PDB-ID: 
1TFS: BLOQUEADOR DE CANALES DE CALCIO TIPO-L. B) CARDIOTOXINA VI, PDB-ID:1UG4: CITOTOXICIDAD. C) FASCICULINA 2, PDB-ID: 4BDT (CADENA B): 
INHIBIDOR DE ACETILCOLINESTERASA. D) ß-CARDIOTOXINA (CTX27), PDB-ID:3PLC: BLOQUEADOR DE RECEPTORES ß-ADRENÉRGICOS. E) MT7, PDB-ID: 2VLW: 
INHIBIDOR ALOSTÉRICO DEL RECEPTOR DE ACETILCOLINA MUSCARÍNICO M1. F) MAMBALGIN-1, PDB-ID: 5DZ5: ANALGESIA POR MEDIO DE LA INHIBICIÓN DE 
CANALES IÓNICOS TIPO “ACID-SENSING”. G) COBRATOXIN, PDB-ID: 1V6P: EFECTO CURARE-MIMÉTICO SOBRE RECEPTORES MUSCULARES DE ACETILCOLINA 
(a1). H) a-BUNGAROTOXINA. PDB:4HQP.F: EFECTO CURARE-MIMÉTICO SOBRE NACHR (a7) NEURONALES  Y MUSCULARES (a1)
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A) 																																																																																																					B)							
																																																																																																																																					

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
FIGURA	2	Estructura	del	receptor	de	acetil	colina	

ESTRUCTURAS TRIDIMENSIONALES DEL RECEPTOR DE ACETIL COLINA TORPEDO. A) EL HETEROPENTÁMERO CONTIENE DOS SUBUNIDADES ALFA (ROSA), UNA BETA 
(ROJO), UNA GAMMA (MAGENTA) Y UNA DELTA (VERDE). PDB-ID: 2BG9. B) ROTACIÓN DE 90º SOBRE EL EJE Y DE A)	
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A) 																																																																																															B)	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
		
FIGURA	3	Receptor	de	Acetil	Colina	y	alfa-cobratoxina	

ESTRUCTURAS TRIDIMENSIONALES DEL RECEPTOR DE ACETILCOLINA TORPEDO Y DE LA PROTEÍNA QUE UNE ACETILCOLINA DE LYMNAEA STAGNALIS EN COMPLEJO 
CON LA ALFA-COBRATOXINA. A) VISTA TRANSVERSAL DEL RECEPTOR DE ACETILCOLINA EN DONDE SE MUESTRA LOS SITIOS DE UNIÓN AL RECEPTOR (ROJO). B) 
CINCO ESTRUCTURAS DE ALFA COBRATOXINA (ROJO) SE UNEN A UNA PROTEÍNA QUE ES SIMILAR A LA PARTE EXTRACELULAR DEL RECEPTOR DE ACETILCOLINA 
(PDB-ID: 1Y15). 
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Por otra parte, desde la perspectiva del receptor, se sabe que los dos sitios de 
unión a la acetilcolina se encuentran entre las subunidades a-g, y a-d, señalados en 
la  Figura 3A. De la misma manera, se conocen con certeza los aminoácidos o regiones 
implicados en el reconocimiento del neurotransmisor, los cuales son: para la subunidad 
alfa, la Tyr93, la región de la Tyr149 a la Gly153 y de la His186 al Asp200. En el caso de 
las subunidades g  y d  son: Lys34, y las regiones del Trp55 al Gln59, y de la Phe172 al 
Glu176. Tomando esto en cuenta, Osaka realizó un estudio minucioso del receptor 
empleando una a-neurotoxina de Naja mossambica mossambica. Demostró, por ejemplo, 
que mutaciones en el loop II de la toxina (Lys27, Arg33, Arg35) disminuyen la energía 
de unión al receptor, al tiempo que cambios en el loop I y II no tienen efectos 
significativos en dicho parámetro. Igualmente, demostró que los aminoácidos Trp55, 
Leu119, Asp174 y Glu176 de la subunidad g  del receptor están involucrados en la 
afinidad por la toxina. En dicho estudio se concluye que la unión toxina-receptor se lleva 
a cabo a través de la unión de los siguientes aminoácidos: Arg33 con la Leu119; Lys27 
con la Glu176 y Arg35 con el Trp55. No obstante, también se tienen fuertes indicios de 
que existen otros componentes tanto del receptor -como la Asp174- como de la toxina 
que coadyuvan estabilizando la unión (Osaka et al., 2000).  

 
Los estudios de cristalografía de rayos X de a-neurotoxinas asociadas al receptor 

han enriquecido nuestro acervo, ya que han aportado detalles precisos del complejo 
toxina-receptor. Gracias a ellos, actualmente se sabe que la subunidad alfa del receptor 
puede, por sí sola, unir acetilcolina. Por ejemplo, un homopentámero de la subunidad alfa 
(que une acetilcolina y cuya estructura es homóloga con la región extracelular del 
receptor neuronal a-7), aislado de Lymnaea stagnalis, tiene la capacidad de unir cinco 
moléculas de acetilcolina. En presencia de la a-cobratoxina, el homopentámero pierde la 
capacidad de unir al neurotransmisor gracias al impedimento estérico generado por la 
toxina en cada uno de los sitios de unión (Bourne et al., 2005b). En la Figura 3B se 
describe de manera gráfica lo anterior. 
 

Generalmente, las neurotoxinas de cadena corta se asocian y disocian entre siete y 
nueve veces más rápido, respectivamente, al receptor de acetilcolina comparadas con las 
neurotoxinas de cadena larga (Tabla 1). Debido a estas observaciones se considera que 
tales diferencias podrían jugar un papel fundamental en el grado de 
reversibilidad/irreversibilidad de éstas en los cuadros de envenenamiento. Las a-
neurotoxinas de cadena corta se han considerado por muchos años como las más toxicas; 
no obstante, a lo largo de las décadas se han descrito a-neurotoxinas de cadena larga con 
toxicidades tan potentes como las reportadas para las alfa neurotoxinas del tipo I. Por 
ejemplo, se sabe que serpientes con alta morbilidad como Dendroaspis angusticeps, 
Dendroaspis polylepis, Ophiophagus hannah y Naja kaouthia, por mencionar algunas, 
contienen en su veneno un arsenal de toxinas de tres dedos, dentro de las que destacan 



	 23	

tanto neurotoxinas de cadena corta como de cadena larga con toxicidades similares 
(Laustsen et al., 2015c; Vonk et al., 2013).  
	

En conclusión, el efecto curare-mimético y su alta potencia letal, ha hecho de las 
a-neurotoxinas uno de los principales objetos de estudio desde finales de la década de los 
60s. Dicho esfuerzo ha desvelado los mecanismos que rigen su función y su la alta 
selectividad. Gracias a ellas se caracterizó farmacológicamente el receptor de 
acetilcolina, por ejemplo (Changeux et al., 1970). Además, con el paso de los años se han 
podido secuenciar, clonar y expresar, un buen número de ellas, lo que ha permitido que 
en portales como el “Protein Data Bank PDB” (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) 
se puedan encontrar decenas de estructuras resueltas, tanto por resonancia magnética 
nuclear (MNR) como por cristalografía de rayos X. Gracias a éstos, y otros estudios 
complementarios, finalmente se ha corroborado que las a-neurotoxinas son los 
componentes más tóxicos en el veneno de la mayoría de elápidos de importancia médica, 
lo que las hace atractivas en la producción o mejoramiento de antivenenos contra 
elápidos (Sintiprungrat et al., 2016). 
	

2.1.2 Otras funciones 
	

Existen trabajos en donde se han descrito toxinas de tres dedos con propiedades 
farmacológicas nuevas. Gracias a ellos, se sabe que dentro del repertorio de actividades 
biológicas, algunas toxinas de tres dedos exhiben propiedades analgésicas, como la 
“mambalgin” (Mourier et al., 2016; Pu et al., 1995) cuya estructura puede visualizarse en 
la Figura 1F. Actividades anti plaquetarias, como la angustatin (Oyama and Takahashi, 
2015), activadoras de canales de sodio Nav1.4, como la “calliotoxin” (Yang et al., 2016) 
y con actividad a-neurotoxina o curare-mimética no canónicas -de las cuales se hablará 
con más detalle a continuación.  

 
Con el apoyo de las herramientas tecnológicas y científicas actuales, 

particularmente de la bioinformática, venómica y antivenómica (Gutiérrez et al., 2009), 
es posible generar y analizar información de manera masiva sobre cualquier especie, 
organismo, tejido o secreción biológica -como los venenos-, por mencionar algunos. No 
obstante, la caracterización biológica sigue siendo el paso crucial para poder describir 
con precisión cualquier molécula, tales como proteínas, péptidos o algún metabolito. En 
las bases de datos como la albergada por el NCBI (National Center For Biotechnology 
Information: http://www.ncbi.nlm.nih.gov) existen cientos de secuencias de amino ácidos 
reportadas de toxinas de tres dedos, las cuales muy pocas se han obtenido a partir de 
estudios proteómicos o bioquímicos: la mayoría se han deducido a partir de estudios 
transcriptómicos y genómicos. La función putativa que se les ha asignado es por 
identidad de secuencia con otras proteínas de función conocida (Dufton, 1984). Lo 
anterior puede generar una serie de problemas que dan como resultado toxinas no 
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exploradas de facto, y estimando de manera errónea sus propiedades toxicas, bioquímicas 
y farmacológicas. Un ejemplo de lo mencionado anteriormente es la haditoxina 
(haditoxin; PDB-ID: 3HH7), cuya secuencia es similar a la de las alfa neurotoxinas de 
cadena corta, que se infirió (dada su secuencia) sólo podría antagonizar al receptor 
muscular de acetilcolina; sin embargo, en estudios posteriores más detallados, se 
demostró que dicha toxina forma dímeros no covalentes, y que además puede, de esta 
manera, antagonizar al receptor de acetilcolina neuronal (propiedad sólo atribuida a las 
alfa neurotoxinas de cadena larga). El estudio antes mencionado revela también, por vez 
primera, a una alfa neurotoxina de cadena corta con nuevas capacidades farmacológicas 
(Roy et al., 2010), ya que no se habían descrito homodímeros para estas toxinas, y nos 
demuestra, por otra parte, que deducir la función de una proteína a partir de su secuencia 
puede llevarnos a supuestos erróneos.  

 
En resumen, la vasta mayoría de toxinas de tres dedos reportadas, ya sea 

deducidas por identidad de secuencia, o aisladas de los venenos, carecen de un estudio 
sistemático sobre sus propiedades biológicas. Además, su caracterización comúnmente 
incluye modelos animales, en donde ratones y conejos son los que más se emplean: se 
cree que es pertinente describirlas bajo un contexto que incluya presas naturales como 
otros ofidios, por ejemplo, con el fin de caracterizarlas de una manera más cercana a su 
papel biológico dentro de los venenos. Por lo tanto, es muy probable que en el futuro sean 
descritas nuevas funciones para esta superfamilia de proteínas.  
	

2.2 Antivenenos 
 
Esencialmente, los antivenenos están compuestos de inmunoglobulinas 

provenientes del suero de animales previamente inmunizados a un veneno, o a una 
mezcla de venenos. La base de su desarrollo se fundó con los trabajos realizados por von 
Behring y Kitasato (1890). Ellos describieron que elementos de la sangre, libre de 
componentes celulares, podían ayudar a curar y/o evitar la sintomatología causada por 
bacterias tetánicas y diftéricas. Además, demostraron que aquellos elementos del suero 
(ellos no conocían los anticuerpos) eran altamente específicos. Con tales resultados, se 
logró aplicar suero de animales previamente inmunizados a enfermos de tétanos para 
atacar esta enfermedad (inmunización pasiva); y se abrió la posibilidad de prevenir tales 
enfermedades mediante la inducción de la producción de anticuerpos en un hospedero 
(vacunación o inmunización activa) (Von Behring and Kitasato, 1890). 
	

Contemporáneos a los trabajos de von Behring y Kitasato (1890) fueron los 
realizados por Henry Sewall. Él inmunizaba aves con dosis sub-letales de veneno de 
serpientes de cascabel, y demostró que dichos animales, después de meses bajo 
inmunizaciones constantes, podían soportar dosis letales de veneno sin presentar ningún 
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síntoma (Sewall, 1887). Albert Calmette (1984), por su parte, tomando en consideración 
los trabajos de Behring y Kitasato (1890), y dada la alta incidencia de mordeduras de 
cobra en Vietnam (lugar en donde él vivo y fundó el “Vaccine Institute of VietNam”), 
tuvo la facilidad de reproducir los trabajos de sus coetáneos; en su caso, los realizó 
tomando como base el macerado de glándulas de veneno de Naja kaouthia (Calmette, 
1894). En paralelo, Césare Phisalix y Gabriel Bertrand, también publicaron el efecto 
protector de un antisuero contra vipéridos; además, proponen el uso de veneno 
detoxificado por calor como solución a venenos altamente tóxicos que generaban 
problemas de salud crónicos a los animales productores (Phisalix and Bertrand, 1894). El 
gran éxito de Calmette, a diferencia de sus colegas contemporáneos, fue el uso de 
diferentes modelos animales para generar antisueros (Calmette, 1896), lo que lo llevó 
finalmente a emplear animales superiores como burros, y posteriormente caballos en 
donde generó un antisuero contra cobras. Así, en 1897 se aplicaron por primera vez en 
humano los sueros de caballo, y fue con tal evento que en ese año nació, oficialmente, la 
inmunoterapia para tratar envenenados por mordedura de serpiente (Calmette, 1897). 
Siguiendo el ejemplo de Albert Calmette, Vital Brazil fue capaz, por su parte, de atacar el 
problema en Brasil, en donde se reportaban al menos 3,000 muertes por mordeduras 
anualmente. Además de esto, una de las grandes contribuciones de V. Brazil fue el 
análisis minucioso de los venenos, y la estandarización de los procesos de manufactura de 
antivenenos a gran escala (Hawgood, 1992), la cual ha seguido sin mayores cambios 
hasta nuestros días.	
 

A más de cien años de aquellos experimentos pioneros, sabemos que la aplicación 
del antiveneno específico es la única terapia comprobada como eficaz para tratar los 
casos de envenenamiento por animales ponzoñosos. En sus inicios, se consideraba la 
administración del suero crudo, lo cual generaba reacciones adversas como la llamada 
enfermedad del suero (Boyer et al., 2013). Desde entonces, han existido diferentes 
generaciones de antivenenos; los que se producen actualmente siguen siendo obtenidos a 
partir del suero de animales hiperinmunizados –generalmente equinos- de donde se 
obtienen las inmunoglobulinas. El inmunógeno puede ser un solo veneno o mezclas de 
venenos para producir antivenenos monovalentes o polivalentes, respectivamente. Una 
vez purificadas del suero, las inmunoglobulinas pueden usarse completas o someterse a 
digestión enzimática para obtener: con pepsina fragmentos F(ab’)2 (Silanes et al., 2002) y 
con papaína para fragmentos Fab, como se muestra en la Figura 4. En la Tabla 2 se 
enlistan antivenenos monovalentes y polivalentes contra elápidos, cuya sustancia activa 
deriva de inmunoglobulinas.  
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A) 																																											B)																																											C)	
	
	
	
	
	
	
	
	
FIGURA	4	Sustancias	activas	de	los	antivenenos	

	REPRESENTACIÓN ESQUEMÁTICA DE LAS TRES SUSTANCIAS ACTIVAS DE LOS ANTIVENENOS COMERCIALES. 
A) LAS INMUNOGLOBULINAS COMPLETAS PURIFICADAS DEL SUERO MEDIANTE PRECIPITACIÓN DE PROTEÍNAS 
PLASMÁTICAS, YA SEA POR SULFATO DE AMONIO O ACIDO CAPRÍLICO. B) SE OBTIENEN FRAGMENTOS F(AB’)2 
(DIVALENTES) CON PEPSINA O, C) FRAGMENTOS FAB (MONOVALENTES) CON PAPAÍNA.  
	

Las propiedades farmacodinámicas y farmacocinéticas de cada una de esas 
moléculas mostradas en la Figura 4 son diferentes, puesto que dependen íntimamente de 
la masa molecular de la sustancia activa: en general, los fragmentos F(ab’)2 (100 kDa) y 
Fab (50 kDa) tienen mayor volumen de distribución que las inmunoglobulinas completas 
(150 kDa). Los fragmentos Fab tienen menor tiempo de residencia que los F(ab’)2 y las 
IgG completas, ya que difunden más rápido al fluido intersticial. Las implicaciones 
farmacodinámicas son relevantes, ya que existen venenos que están compuestos por 
moléculas de gran masa molecular (mayor a 30 kDa) cuya difusión del sitio de la 
mordedura (subcutánea o intramuscular) al torrente sanguíneo será más lento que el 
tiempo de vida media de los Fab en sangre, dando como consecuencia cuadros 
recurrentes de envenenamiento (Vázquez et al., 2010) y en cuyos casos se requiere la 
aplicación constante de antiveneno por periodos más prolongados. Es por ello que uno de 
los factores esenciales en el diseño de nuevos antivenenos tiene que contemplar las 
propiedades famacocinéticas del veneno para poder decidir de manera racional el tipo de 
antiveneno que se desee generar (Gutiérrez et al., 2011). 

 
Una vez generado el antiveneno, se debe probar su efectividad. Típicamente, se 

evalúa la capacidad del antiveneno de neutralizar los efectos letales del veneno contra el 
que fue diseñado (neutralización específica). Para ello, se determina la dosis efectiva 
media (la DE50 es la cantidad de antiveneno necesario para rescatar a la mitad de la 
población) retándolos con al menos tres dosis letales medias (la DL50 es la cantidad de 
veneno necesaria para matar a la mitad de la población), aunque cinco dosis letales 
medias es la cantidad de veneno optima y recomendada por algunos ministerios de salud 
(WHO, 1981). Por recomendación de la Organización Mundial de la Salud, los ensayos 
de ED50 se deben realizar en ratones y se deben seguir, esencialmente, los siguientes 
pasos: incubar una cantidad constante de veneno con volúmenes variables de antiveneno 
y ser aplicarlos por vía intravenosa. Finalmente, la DE50 se expresa en mg de veneno o 
número de DL50 capaces de ser neutralizadas por mL de antiveneno. Así, en el prospecto 

Fab 

Fc F(ab’)2 F(ab) 
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se indica el tipo de veneno o los venenos que es capaz de neutralizar de manera 
específica, así como la cantidad de veneno neutralizada por vial de antiveneno. 
 

	
Tabla	2.	Antivenenos	comerciales	contra	elápidos	

 
 

Antiveneno 
(país) 

Origen 
(Sustancia activa) Neutraliza el veneno de: Más información: 

Polivalente Coralmyn 
(México) Equino [F(ab’)2] 

Micrurus sp. 
norteamericanas 
 

www.bioclon.com.mx 

Polivalente 
SAVP (Sudafrica) Equino [F(ab’)2] Dendroaspis sp. 

Naja sp. www.savp.co.za 

Polivalente ASVS 
(India) Equino [IgG] Naja Naja 

Bungarus caeruleus www.bharatserums.com 

Black snake 
antivenom CSL  

(Australia) 

Equino 
[IgG y F(ab’)2] 

Pseudechis australis 
Pseudechis sp. www.csl.com.au/home 

Suero Anti-coral 
(Costa Rica) Equino [IgG] Micrurus nigrocinctus 

Micrurus fulvius www.icp.ucr.ac.cr/index.php 

King Cobra 
Antivenin 
(Tailandia) 

Mula [IgG y F(ab’)2] Ophiophagus hannah www.english.redcross.or.th/home 

Antiveneno divalente 
Naja/walterinnesia 
(Arabia Saudita) 

Equino [F(ab’)2] Naja haje arabicus 
Walterinnesia aegyptia www.antivenom-center.com 

Combipack 
PAN AFRICA 

(India) 
 

Equino [F(ab’)2] 

Naja haje 
Naja melanoleuca 
Naja nigricolis 
Dendroaspis polylepis 
Dendroaspis viridis 

www.premiumserums.com 

ASNA C 
(INDIA) Equino [IgG] 

Naja haje 
Naja melanoleuca 
Naja nigricolis 
Naja nivea 
Dendroaspis polylepis 
Dendroaspis jamesonii 
Dendroaspis angusticeps 

www.bharatserums.com 

INOSERP PAN 
AFRICA 
(España) 

Equino [F(ab’)2] Naja sp. 
Dendroaspis sp. www.inosanbiopharma.com 
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En suma, los antivenenos provienen del suero de animales hiperinmunizados con 
un veneno para producir antivenenos monovalentes, o una mezcla de venenos para 
producir polivalentes: todos polyclonales. Cualquier tipo de antiveneno está compuesto 
de inmunoglobulinas o sus fragmentos, Fab o F(ab’)2. Desde los producidos por Calmette 
(1984) hasta los antivenenos actuales, han existido mejoras en términos de seguridad y 
efectividad: los últimos son productos muy seguros, mientras que los primeros consistían 
en el suero crudo del animal inmunizado, los últimos son anticuerpos purificados y, en su 
caso, digeridos con pepsina o papaína, cuya composición minimiza las reacciones 
secundarías o problemas relacionados con la infusión de proteínas exógenas. También 
son productos libres de patógenos, ya que pasan por procesos en donde se enfocan en la 
remoción de equinovirus, bacterias y otros componentes pirogénicos propios del animal 
productor (WHO, 2017). Además, dado el mejoramiento en términos de efectividad, 
producto de las buenas prácticas en la manufactura de muchos antivenenos y el uso 
racional de los inmunógenos, la cantidad de proteína administrada en forma de 
inmunoglobulinas completas o sus fragmentos a pacientes envenenados, cada día es 
menor. 

 
2.3 Mordedura de serpiente y uso de antivenenos 

 
El envenenamiento por mordedura de serpiente es una enfermedad devastadora -

especialmente en zonas rurales de países subdesarrollados. Su importancia se ha ignorado 
grandemente por el sector político, económico, y, lamentablemente, por la ciencia médica 
(Gutiérrez et al., 2006). La OMS reconoce al envenenamiento por mordeduras de 
serpiente como una enfermedad tropical y la cataloga como “Neglected Tropical 
disease”: lo que evidencia el grado de abandono que se tiene (www.who.int/en/). 
También, la OMS la considera una enfermedad ocupacional, ya que el sector de la 
población con mayor riesgo es aquel cuya actividad está relacionada con la agricultura y 
ganadería (Warrell, 2010). Afortunadamente, se han tomado acciones entre expertos 
toxinólogos, epidemiólogos y organizaciones públicas y privadas, que han ayudado a 
generar información útil en el tratamiento pre-hospitalario de pacientes en comunidades 
rurales, donde existe una escases tanto de recurso humano como de antivenenos (Warrell, 
1999). En el 2017 se reconoció que el envenenamiento por mordedura de serpiente es la 
enfermedad tropical con mayor desatención y reconoció a los antivenenos como fármacos  
esenciales: http://www.who.int/medicines/publications/essentialmedicines/en/.  

 
 Los datos epidemiológicos en términos de morbilidad y mortalidad concernientes 
a las mordeduras de serpientes no son exactos. Se ha hecho un enorme esfuerzo en tratar 
de entender la dimensión del problema; no obstante, debido a múltiples factores tales 
como: carencia de datos confiables, identificación errónea del animal venenoso,  
inasistencia de los envenenados a los centros de salud debido al uso de remedios caseros, 
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e incluso la falta de centros de salud, todos han redundado en una serie de cifras que, 
además de generar incertidumbre, nos han brindado una idea errónea de la situación real 
(Chippaux, 2011; Stock et al., 2007). Tomando en cuenta los factores anteriormente 
descritos y aplicando nuevas herramientas de análisis y de extrapolación de datos, se ha 
tenido ahora una mejor idea de la dimensión del problema. Las cifras más aceptadas 
actualmente son las publicadas por Kasturiratne y colaboradores en el 2008 (revisada por 
Chippaux en el 2011): 421,000 envenenados que dan pie a 20,000 muertes anualmente; 
estimando que la cifra puede ser hasta de 1.8 millones de envenenados y 94,000 muertes 
en el mismo periodo. Finalmente, se estiman hasta 5.5 millones de mordeduras y hasta 2 
millones de envenenamientos (Kasturiratne et al., 2008). Ahora, tomando en 
consideración que una persona envenenada requiere al menos tres viales de antiveneno, la 
demanda anual sería de un poco más de 5 millones de viales (Williams et al., 2011).  
 

Los venenos de serpiente contienen una colección de toxinas que ejercen 
diferentes funciones. Desde una perspectiva holística, todas ellas trabajan de manera 
conjunta para generar los cuadros de envenenamiento (Gutiérrez et al., 2016). Cualquier 
persona mordida debe ser tratada con prontitud, ya que el veneno puede dejarle no sólo 
lesiones permanentes, del tipo físicas o psicológicas, sino que además puede provocarle 
la muerte. Sabemos que la única vía científicamente comprobada para neutralizar la 
actividad tóxica de los componentes del veneno y evitar y/o revertir el envenenamiento, 
es mediante la administración de un antiveneno específico (Boyer et al., 2009). En la 
actualidad, en muchos laboratorios de investigación de América, África, Asia y Oceanía 
se desarrollan antivenenos: algunos con bajas potencias de neutralización y algunos otros 
muy efectivos (Williams et al., 2011). No obstante, como se mencionó previamente, la 
cantidad de dosis producidas son aún insuficientes para tratar el número, aún más 
elevado, de mordeduras. Aunado a esta escases, en países pobres, por ejemplo, el costo 
del tratamiento parece ser un problema aún más grave, ya que sobrepasa por mucho el 
ingreso promedio anual de cualquier familia. Afortunadamente, se han tomado medidas 
para atacar tanto el problema de producción/distribución como el concerniente al costo 
del tratamiento (Hamza et al., 2016); sin embargo, aún falta tiempo para poder observar 
el resultado de dicho esfuerzo. 

 
En los países con mayor incidencia, por lo regular, no cuentan con los recursos 

financieros e intelectuales para almacenar, distribuir o facilitar el desarrollo de 
antivenenos. Idealmente, los antivenenos deben emplearse de manera específica, es decir, 
para tratar los envenenamientos causados por la mordedura de serpiente contra la que fue 
diseñado (antivenenos monovalentes o monoespecíficos). No obstante, debido a dicha 
escases de recursos, se ha resuelto el problema mediante el uso de antivenenos de manera 
heteróloga; es decir, usar un antiveneno monovalente para neutralizar el veneno de una 
especie para la cual no fue diseñado, o usar un antiveneno polivalente para neutralizar el 
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veneno de una especie cuyo veneno no estuvo contemplado en la mezcla inmunogénica. 
Ello es posible gracias a la para-especificidad o reactividad cruzada que los antivenenos 
han mostrado: está bien documentado que son clínicamente efectivos en neutralizar 
venenos que generan patologías similares (Tan et al., 2015b). En general, los venenos que 
pertenecen a un mismo género de serpientes son, frecuentemente, los que mejor se 
neutralizan (de Roodt et al., 2004); sin embargo, se ha demostrado que ciertos 
antivenenos son igualmente efectivos neutralizando de manera para-específica el veneno 
de serpientes de diferente género, y que además se encuentran en diferentes continentes 
(Kornhauser et al., 2013). Los trabajos de reactividad cruzada se remontan a los estudios 
realizados por Minton en 1967. En sus trabajos, él examinó el efecto de dieciocho 
antivenenos de elápidos través de una serie de DE50 (Dosis Efectiva media) en ratones, y 
encontró que fueron capaces de neutralizar de manera específica el veneno de elápidos 
australianos; sorprendentemente, también neutralizaron de manera para-específica los 
venenos de varias serpientes asiáticas y, a altas dosis, el de algunas cobras africanas 
(Minton, 1967). Es por ello que en el sur de Asia, por ejemplo, es común usar 
antivenenos de forma heteróloga que se producen con el veneno de serpientes 
australianas (Gowtham et al., 2014; Warrell, 1999). Es importante mencionar que no 
existen estudios formales que nos ayuden a predecir la reactividad cruzada que pueden 
tener los antivenenos. Las variaciones en la composición del veneno responden a 
cuestiones ontogenéticas y geográficas, y pueden ser detectadas hasta niveles 
taxonómicos de sub-especie. Por ello, resulta difícil hacer predicciones sobre la 
reactividad cruzada, confinando la cobertura de los antivenenos a los resultados obtenidos 
en pruebas con animales (Gowtham et al., 2014; Ramos et al., 2017). 

 
Para dar sustento a la exportación/importación de antivenenos en países 

(principalmente pobres) se han intensificado las pruebas de neutralización cruzada de los 
antivenenos (Ramos et al., 2017). Por ejemplo, se demostró que el antiveneno mono 
específico BSAV, de CSL Ltd, usado en la clínica para tratar mordeduras de la llamada 
serpiente café australiana (Brown Snake: Pseudonaja sp.), neutraliza los efectos pro 
coagulantes de la serpiente tigre (Tiger Snake: Notechis sp.). Recíprocamente, el “anti-
tiger snake” TSAV neutralizó de manera importante el efecto letal de la “Brown snake” 
(O’Leary et al., 2007). Este estudio promovió una serie de experimentos en donde se 
exploró la reactividad cruzada entre el veneno de la serpiente australiana (Notechis 
scutatus) y el de la cobra egipcia (Naja haje) con sus respectivos antivenenos. Los 
resultados demostraron que existe neutralización cruzada entre diferentes serpientes 
geográficamente aisladas; promovió la clasificación de venenos en base a grupos 
inmunogénicos y, finalmente, se propuso la aplicación del TSAV en países pobres donde 
Naja haje se distribuye, ya que el antiveneno heterólogo resultó ser mejor y más 
económico que el específico (Kornhauser et al., 2013). Actualmente, nuestro grupo de 
investigación ha propuesto la existencia de dos grupos antigénicos dentro de las 
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serpientes de coral norteamericanas, ya que el antisuero generado con una alfa 
neurotoxina (MlatA1) proveniente de la especie Micrurus laticorallis, reconoce, 
mediante immunodetección, sólo algunas neurotoxinas de otras serpientes del mismo 
género, a pesar de que todas los venenos analizados contienen alfa neurotoxinas 
(Carbajal-Saucedo et al., 2013). Finalmente, dado que es común el uso de antivenenos de 
manera para-específica, cada día existen más estudios en donde se exploran sus espectros 
de neutralización y se proponen, dada la distribución de especies determinadas, su uso en 
países en donde la demanda es grande y no existen los antivenenos con la eficacia y 
calidad deseada (Chippaux, 2010). 

 
En suma, a pesar de que las mordeduras de serpientes venenosas se consideran 

una emergencia médica, existen múltiples factores han contribuido al desabasto de 
antivenenos a nivel mundial (Chippaux et al., 2015). Esta descrito que los daños 
permanentes que provocan los envenenamientos generan un impacto en la economía local 
en países pobres de África, Asia y América del sur, principalmente, ya que la población 
más afectada son los jóvenes involucrados en actividades agrícolas, y que además son, en 
su mayoría, el sustento de sus familias. Se piensa que la carencia de datos 
epidemiológicos precisos ha contribuido a mantener fuera de las agendas y del 
presupuesto público el apoyo para el desarrollo de antivenenos locales, y que, además, la 
misma ausencia de datos no describe la dimensión del mercado, por lo que no ha sido 
atractivo para la industria farmacéuticas. Una solución mediática ha sido el uso de 
antivenenos polivalentes o monovalentes para neutralizar de manera para-específica los 
envenenamientos en regiones pobres. No obstante su eficacia comprobada, en muchos 
lugares su uso no ha sido aprobado por las secretarías de salud correspondientes 
(Chippaux, 2010). Dada la importancia que tiene el uso de antivenenos y su escases, cada 
día será esencial, por un lado, describir su para-especificidad y por otro, diseñar de 
manera racional antivenenos que se basen en inmunógenos que permitan desarrollar 
productos de amplio espectro, efectivos, asequibles, pero sobretodo, con alto valor 
terapéutico (Calvete, 2011; Hamza et al., 2016), dígase, más eficaz. 

 
2.4 Envenenamiento por Elápidos 

 
Se han descrito hasta el momento 250 especies de serpientes que pertenecen a la 

familia de los elápidos. En nuestro continente se distribuyen desde el sureste de los 
Estados Unidos, pasando por México, Centro América, hasta América del Sur; están 
prácticamente en toda África, Australia y gran parte de Asia (Campbell and Lamar, 2004) 

 
Existen géneros de elápidos que son de gran importancia médica debido a la alta 

morbilidad y mortalidad que generan, ello debido a su distribución, la potencia de sus 
venenos y la severidad de sus envenenamientos. La OMS los clasifica como categoría 1; 
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es decir, cuya mordedura es de alta importancia médica. En América, el género 
representativo es Micrurus; en África: Naja y Dendroaspis; en Asia y Oceanía: Naja, 
Acanthophis, Bungarus, Ophiophagus, Notechis y Oxyuranus.  

 
En América, los envenenamientos por elápidos son menos comunes que los 

reportados para vipéridos (2-4 %) (Lomonte et al., 2016); sin embargo, algunas regiones 
de África, Asia y Oceanía las fatalidades por elápidos superan en número a la de los 
vipéridos. Las muertes por envenenamiento de elápidos se atribuyen principalmente a la 
debilidad neuromuscular progresiva con afección respiratoria (Parker-Cote et al., 2015). 
También se han descrito otra variedad de manifestaciones sistémicas en pacientes 
mordidos por diferentes especies de elápidos; por ejemplo, algunos venenos de Micrurus 
y Najas pueden inducir necrosis y otra lesiones locales (Gutiérrez and Lomonte, 2013). A 
pesar de las diferentes manifestaciones clínicas debido a los envenenamientos por 
elápidos, el principal rasgo es la neurotoxicidad dada por el bloqueo de la 
neurotransmisión en la placa neuromotora a nivel pre-sináptico y/o post-sináptico, 
generado por neurotoxinas que actúan a esos niveles (Warrell, 2010).  

 
Las neurotoxinas pre-sinápticas se unen a la terminal nerviosa. Por ejemplo, la ß-

bungarotoxina tiene como blanco el botón pre-sináptico en donde genera una 
disminución de las vesículas que contienen acetilcolina, seguido de un daño irreversible 
de este sitio (Dixon and Harris, 1999). En detalle, sabemos que dicha toxina causa, en 
primera instancia, una liberación descontrolada del neurotransmisor y una depleción de 
las vesículas que contienen acetilcolina, además, se puede observar un daño directo en las 
mitocondrias que repercute en un aumento en la concentración de calcio intracelular 
(Rigoni, 2004; Sribar et al., 2014). La acetilcolina se libera por la vía del complejo de 
secreción SNARE (“Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attachment Receptor”) el 
cual, con el calcio como segundo mensajero, facilita la fusión de las vesículas con la 
membrana del botón terminal (Davletov and Montecucco, 2010). La toxina unida, de 
manera irreversible, genera daño físico a la neurona pre-sináptica. Clínicamente, la 
recuperación del envenenado depende exclusivamente de la regeneración de la terminal 
nerviosa que se traduce en la formación de nuevas uniones neuromusculares (Rowan, 
2001). Por lo tanto, pacientes con fallo respiratorio, debido a una beta-neurotoxicidad, 
requerirán asistencia respiratoria por periodos prolongados hasta que la respiración 
involuntaria se restablezca (Harris, 2004). Se sabe que los antivenenos, cuando se unen a 
las ß-neurotoxinas, previenen la unión de estas a su sitio blanco (neutralización), y así 
evitan el daño; no obstante, no tienen efecto terapéutico sobre los botones pre-sinápticos 
lesionados, puesto que estos quedan destruidos (Dixon and Harris, 1999). 
Paradójicamente, en las regiones donde comúnmente ocurren estos envenenamientos 
carecen del equipo e instalaciones apropiadas para asistir a pacientes por medio de 
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respiradores artificiales, y que, además, la disponibilidad de antivenenos es pobre o nula 
(Harris, 2004; Warrell, 1999).  

 
La parálisis flácida generada por la acción de toxinas post-sinápticas, como las a-

neurotoxinas, es causado por la inhibición de los receptores de acetilcolina. El efecto de 
las a-neurotoxinas es similar al del curare, o sus derivados como la d-tubocurarina, 
pancuronium o atracurium, por lo que también son conocidas como toxinas curare-
miméticas (Bowman, 2006). Gracias a las a-neurotoxinas, los músculos pierden la 
capacidad de responder a estímulos eléctricos y a cantidades fisiológicas del 
neurotransmisor (el mecanismo de acción ya se ha descrito previamente en la sección a-
neurotoxinas de la presente tesis). Clínicamente, generan un bloqueo del tipo no-
despolarizante, es decir, se unen de manera reversible al receptor de acetil colina. La 
reversibilidad se expresa como un bloqueo competitivo que puede revertirse por un 
incremento en la concentración de acetilcolina. Para ello, en la práctica se han sugerido 
como tratamiento de soporte inhibidores de la acetilcolinesterasa (enzima que hidroliza a 
la acetilcolina) o parasimpaticomiméticos como: edrofonio, neostigmina, piridostigmina, 
que ayudan a aumentar la biodisponibilidad de la acetilcolina en la hendidura sináptica 
(Bomb et al., 1996; Watt et al., 1986). No obstante, también se sabe que los receptores 
sufren cierto daño una vez bloqueados, ya que existe alteraciones en su dinámica, quedan 
también desensibilizados, y el canal asociado a ellos, bloqueado (Shear and Martyn, 
2016). 

 
Existen otro tipo de acciones neurotóxicas que no implican a los receptores de 

acetilcolina. Por ejemplo, las toxinas llamadas fasciculinas, descritas principalmente para 
el género Dendroaspis, bloquean a la acetilcolinesterasa, con ello el aumento del 
neurotransmisor genera fasciculaciones o pequeñas contracciones involuntarias de los 
músculos abastecidos por las fibras nerviosas afectadas (Waqar and Batool, 2015). Otras 
toxinas son las llamadas dendrotoxinas, que generan un bloqueo neuromuscular 
despolarizante mediante la unión a canales de potasio a nivel pre-sináptico, que coadyuva 
con el calcio para facilitar la liberación de la acetil colina (Tsetlin, 1999).  

 
Los registros y casos detallados en donde se describen el desarrollo del 

envenenamiento, las manifestaciones neurofisiológicas y los efectos clínicos causados 
por elápidos, son claros (Shear and Martyn, 2016). En ellos queda de manifiesto que 
existe una variación debido a factores que incluyen tanto a la especie que causó el 
envenenamiento como al estado físico de la persona afectada. Ranawaka y colaboradores, 
en el 2013, hacen una revisión de los reportes y casos clínicos que más luz han arrojado 
para entender mejor la neurotoxicidad causada por mordeduras de elápidos. Nos brindan 
datos que subrayan las manifestaciones clínicas más importantes y que son comunes en la 
mayoría de casos. Apuntan, por ejemplo, que la ptosis se presenta hasta en el 93 % de los 
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pacientes reportados; debilidad de los músculos extra oculares hasta en un 82 %; y 
debilidad de los músculos respiratorios hasta en un 87 % (Ranawaka et al., 2013). No ha 
existido uniformidad en la manera de colectar los datos, por ello, no queda claro si las 
fatalidades reportadas en dicha revisión se debieron a la manifestación clínica más 
importante como la parálisis respiratoria o se debieron a complicaciones en el manejo del 
paciente (Ariaratnam et al., 2008; Bawaskar and Bawaskar, 2015; Silva et al., 2016b). 
Para ejemplificar: en un estudio donde se registraron las manifestaciones clínicas de 60 
pacientes envenenados por Bungarus mulcticinctus destacan la ptosis, midriasis y 
parálisis de las extremidades como rasgos principales del envenenamiento. En dicho 
estudio, manifiestan que en ningún caso se aplicó antiveneno y que el 87 % requirió 
ventilación asistida por 8 días en promedio. La duración de la estancia fue de alrededor 
de 12 días y la mortalidad fue del 7 % (Hung et al., 2009).  
  
 Se ha documentado que existen variaciones en los síntomas producidos por 
mordedura de serpientes del mismo género. Por una parte, dichas variaciones pueden 
deberse a la respuesta propia del individuo envenenado debido a su estado de salud, edad, 
peso, entre otros. Por otro lado, desde la perspectiva de la serpiente, la composición de su 
veneno puede variar con respecto a la estación del año, disponibilidad de alimento, tipo 
de dieta, sexo, edad, etc. Por ejemplo, existen cobras que causan una mínima inflamación 
en el lugar de la mordedura y una alta actividad neurotóxica, como el caso de Naja 
philippinensis (Watt et al., 1987); en contraste, cuando dicha Naja es juvenil su 
mordedura es altamente edematizante y levemente neurotóxica, lo cual difiere con lo 
reportado para otras cobras como Naja nigricollis, que no generan edema pero sí daños 
locales y neurotoxicidad. Los envenenamientos por este último ofidio son fácilmente 
identificables pero difícilmente tratables por la complejidad del veneno (Reid, 1964) y su 
alta variabilidad dada, principalmente, por factores geográficos (Petras et al., 2011). Por 
último citaremos el caso de los Micrurus (corales) en Brazil, que provocan 
envenenamientos donde el factor común es la parestesia, ptosis, dolor en el sitio de la 
mordedura, y cuyo cuadro clínico más importante es la neurotoxicidad causada por a-
neurotoxinas (Bucaretchi et al., 2016). En contraste, las corales de norte américa, 
provocan neurotoxicidad que se sugiere puede estar gobernada, principalmente, por 
fosfolipasas neurotóxicas (PlA2) (Gutiérrez and Lomonte, 2013; Sanz et al., 2016), que 
para el caso de Micrurus fulvius (Florida, EU) es ya un hecho bien demostrado (Vergara 
et al., 2014) .  

 
En conclusión, la OMS reconoce a los géneros Micrurus, Naja, Dendroaspis, 

Acanthophis, Bungarus,  Notechis y Oxyuranus como de gran importancia médica a nivel 
mundial. Sus venenos son mezclas de toxinas que ejercen diversos efectos (Sintiprungrat 
et al., 2016). Un rasgo en común al envenenamiento causado por estas serpientes es la 
neurotoxicidad (Lee et al., 1977). A pesar de que puede haber variaciones en la 
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composición proteica de los venenos, debido a cuestiones geográficas, variaciones intra e 
inter-especie, al igual que ontogénicas, queda claro que las manifestaciones clínicas 
comunes son la ptosis, midriasis, y en casos de envenenamiento severo, parálisis 
respiratoria (Prasarnpun et al., 2005). Si bien puede existir un beneficio terapéutico 
mediante el uso de medicamento de soporte y respiración asistida (Bomb et al., 1996; 
Watt et al., 1986), la única vía específica para tratar la neurotoxicidad causada por 
elápidos es el uso de antivenenos específicos (Gutiérrez et al., 2011; Warrell et al., 1983). 
Además, queda claro que la aplicación oportuna del antiveneno específico es importante 
(CS and LS, 1987; de Roodt et al., 2004; Warrell et al., 1983), ya que en los pacientes 
que presentan cuadros de envenenamiento severo, en donde manifiestan parálisis 
respiratoria, y están siendo asistidos por medio de respiradores artificiales, la efectividad 
de los antivenenos no ha quedado plenamente demostrada (Hung et al., 2009; Kularatne, 
2002; Lalloo et al., 1995; Silva et al., 2016b). 

 
2.5 Producción de proteínas recombinantes en E. coli 

 
Con el nacimiento de la biología molecular y el desarrollo de vectores de 

clonación, se comenzó a explorar la producción de proteínas recombinantes en 
organismos heterólogos. Los datos disponibles en los servidores actuales como el 
PUBMED, UNIPROT, PDB, etc., han facilitado la obtención de secuencias útiles para la 
clonación y expresión de proteínas. Actualmente, Escherichia coli BL21, E. coli K12, y 
sus cepas derivadas, son los organismos más usados para expresar heterólogamente 
protínas. Igualmente importantes han sido las especies Bacillus brevis, Bacillus 
megaterium, Caulobacter crescentus, levaduras, plantas, células de insecto y virus en la 
producción de proteínas recombinantes; sin embargo, encontraste con E. coli, dichos 
sistemas no son los más empleados, debido, principalmente, por razones técnicas y 
presupuestales (Terpe, 2006). 

 
Debido al costo-beneficio y la relativa sencillez de manejo en comparación con 

otras células de organismos superiores, E. coli ha representado el sistema óptimo de 
producción de proteínas recombinantes en la industria biotecnológica y farmacéutica. El 
uso racional de cepas, junto con el adecuado vector de clonación, han permitido la 
producción controlada y reproducible de muchas proteínas recombinantes (Lebendiker 
and Danieli, 2014); no obstante, existen muchos trabajos en donde ejemplifican y hacen 
evidente que la expresión de ciertas proteínas, por ejemplo, de alto masa molecular, 
proteínas transmembranales, receptores, aquellas que son ricas en puentes disulfuro o con 
modificaciones postraduccionales, aún representa un reto en dicho sistema 
(Hochkoeppler, 2013). 
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 E. coli es una bacteria Gram-negativa provista naturalmente de dos operones 
finamente regulables, Lac y AraBA. De hecho, los primeros promotores, operadores, 
reguladores de la traducción y de la transcripción, se identificaron y caracterizaron 
usando a E. coli como modelo (Oehler, 2009), lo cual ha permitido utilizar toda la 
maquinaria genómica de este organismo a favor de la biotecnología. Por ejemplo, ha 
ayudado a sobre expresar genes con el fin de producir proteínas de gran interés 
farmacéutico como la insulina (Vajo et al., 2001) y diversos interferones (Langer and 
Pestka, 1984), por mencionar algunos. Los rendimientos, por un lado, se han mejorado 
gracias al diseño de plásmidos que permiten expresar de manera más controlada genes de 
interés (Friehs, 2004). Y, por otro lado, el diseño genético de cepas especializadas, ha 
permitido la obtención de proteínas difíciles de expresar en las cepas canónicas (Smolke 
and Keasling, 2002). 
 

E. coli es la bacteria más conocida y usada en los laboratorios de investigación. Se 
han desarrollado cepas que ayudan a contender con problemas particulares en la 
producción a mediana y gran escala de proteínas recombinantes, como las que se enlistan 
en la Tabla 3: de ellas un ejemplo claro son BL21-DE3 y BL21-AI, por citar algunas. 
También, gracias al trabajo realizado por Studier y Moffatt (1986), en donde demostraron 
que incorporando genes de fagos al DNA cromosomal de E.coli, se podía aumentar la 
transcripción de prácticamente cualquier gen (Studier and Moffatt, 1986). Por ello, 
actualmente se cuenta con cepas que son capaces de expresar la RNA polimerasa del fago 
T7, la cual reconoce de manera específica promotores que están deliberadamente insertos 
en vectores de expresión comerciales (vectores de la serie pET, pQE-30, por ejemplo) 
que trabajan en sinergia para optimizar la obtención de proteínas bien plegadas, facilitar 
su localización, regular la sobre-expresión, incrementar su solubilidad y purificación, y 
eventualmente dirigirlas selectivamente al periplasma, si así se deseara (Terpe, 2006).  
 

Una desventaja ligada a la sobreexpresión en el citoplasma es la agregación de 
proteínas recombinantes en forma de cuerpos de inclusión. Esencialmente, los agregados 
están compuestos de la proteína recombinante en diferentes conformaciones: proteína 
nativa y proteína en diferentes estados estructuralmente alterados. Este fenómeno es un 
proceso complejo que involucra diferentes mecanismos y pasos. Brevemente: los 
agregados son inducidos por una pequeña cantidad de proteína que forman un centro de 
nucleación; el centro forma un pequeño agregado soluble que a su vez genera un foco de 
nucleación; el foco de nucleación, por su parte, genera grandes agregados insolubles, 
mejor conocidos como cuerpos de inclusión (Lebendiker and Danieli, 2014).  

 
Las propiedades intrínsecas de ciertas proteínas las hacen proclives de agregarse 

cuando se expresan en E. coli. Un ejemplo claro de ellas son las denominadas “proteínas 
desordenadas” y las “proteínas con regiones intrínsecamente desordenadas”. Dichas 
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proteínas carecen de una estructura terciaria estable, por lo que su conformación -flexible 
y dinámica- las tiende a agregar. Sin embargo, no sólo estas propiedades intrínsecas de 
las proteínas son las responsables de la formación de cuerpos de inclusión en la expresión 
heteróloga. Existen diversos factores involucrados en el proceso. Por mencionar algunos, 
a nivel de expresión: la incapacidad de proteínas eucariotas de ser procesadas por la 
maquinaria bacteriana; la ausencia de chaperonas adecuadas y modificaciones post-
traduccionales; y la ausencia de compartamentalización celular también es un factor 
reportado. A nivel de purificación: las condiciones fisicoquímicas que interactúan con la 
proteína, tales como su concentración y la fuerza iónica del medio en el que se encuentre. 
Como se mencionó previamente, se han desarrollado numerosas estrategias para 
contender con la agregación de proteínas heterólogas, tales como: uso de promotores 
altamente regulables y el uso de proteínas de fusión que aumenta la solubilidad de la 
proteína de interés (Georgiou and Segatori, 2005).	
	

Trabajar con proteínas obtenidas a partir de cuerpos de inclusión no es una tarea 
fácil. Por ello, se ha avanzado en optimizar los pasos con el fin de obtener proteínas 
solubles. En general, el primer paso para la obtención de proteína soluble es la clonación 
del gen en un vector de expresión que contiene un promotor muy regulable. Esta es una 
forma de control que no solo permite la producción de la proteína de interés bajo 
condiciones reguladas, sino que también permite el escalamiento y la reproducibilidad del 
experimento. Como consecuencia, los vectores que contienen promotores con un sistema 
alto de regulación, como el promotor T7, son los que más se usan, y en menor medida los 
que están regulados con los promotores araC (inducido por arabinosa) y cspA (inducidos 
por temperatura menores a 15 oC) (Georgiou and Segatori, 2005; Guzman et al., 1995). 
Finalmente, existen otros promotores más sensibles que permiten sobre-producir la 
proteína de interés, con el riesgo adjunto de promover la formación de cuerpos de 
inclusión. Con la finalidad de evitar este escenario, una estrategia es usar promotores 
débiles, lo que permite la acumulación lenta de proteína correctamente plegada; incluso, 
existen reportes en donde la expresión basal (sin inductor) es la condición óptima para la 
obtención de ciertas proteínas en su forma soluble (Balzer et al., 2013). 

	
La expresión de proteínas ricas en puentes disulfuro representa un reto. No 

obstante, como se ha mencionado anteriormente, se cuenta con estrategias para contender 
con este problema, tales como: secuencias que facilitan el tráfico de proteínas al espacio 
periplásmico (el cual tiene un potencial redox diferente del citoplasmático y de ésta 
manera promueve la formación de puentes disulfuro); y cepas con mutaciones específicas 
en genes como trxB (Tioredoxina reductasa) y gor (Glutatión reductasa) que disminuyen 
las vías de reducción de proteínas, lo que favorece la formación de puentes disulfuro en el 
citoplasma: dichas cepas, como las enlistadas en la Tabla 3, se encuentran 
comercialmente disponibles bajo el nombre de ORIGAMITM o SHuffle® T7. A pesar de 
estas mejoras y la amplia gama de cepas disponibles, los rendimientos reportados de 
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proteínas solubles son bajas, especialmente bajo condiciones de sobre-expresión (Berndt 
et al., 2008). Actualmente, diversos grupos de investigación recomiendan hacer un 
tamizado de expresión usando diferentes cepas celulares. Por ejemplo, es claro que el 
perfil de expresión que arroja BL21 y K12 son diferentes, aun cuando se trate de la 
misma proteína. Es por ello que en un proceso exhaustivo de producción formal, es 
necesario explorar dichas cepas y sus derivados (Lebendiker and Danieli, 2014). 

	
	

Tabla	3.	Cepas	de	Escherichia	coli	más	usadas	

Cepa	de	E.	coli	 Derivado	 Rasgos	particulares	
AD494	 K-12	 Mutante	 trxB;	 facilita	 la	 formación	 de	 puentes	 disulfuro	 en	 el	

citoplasma	
BL21	 B834	 Deficiente	en	las	proteasas	Ion	y	ompT	
BL21	trxB	 BL21	 Mutante	 trxB;	 facilita	 la	 formación	 de	 puentes	 disulfuro	 en	 el	

citoplasma;	Deficiente	en	las	proteasas	Ion	y	ompT	
BL21	CodonPlus-RIL	 Bl21	 Permite	 la	 expresión	 de	 proteínas	 de	 eucariontes	 que	 contienen	

codones	que	no	son	usados	de	manera	regular	por	E.	coli;	Deficiente	
en	las	proteasas	Ion	y	ompT	

BLR	 BL21	 Mutante	en	RecA	
B834	 Cepa	B	 Met	auxotrofa;	soporta	35S-Met	
C41	 BL21	 Diseñada	para	la	expresión	de	proteínas	de	membrana	
C43	 BL21	 Doble	mutante	diseñada	para	la	expresión	de	proteínas	de	membrana	
HMS174	 K-12	 Mutante	en	RecA;	resistente	a	Rifampicina		
JM	83	 K-12	 Usada	para	la	expresión	de	proteínas	de	secreción	hacia	el	periplasma	
Origami	 k-12	 Mutante	en	trxB/gor;	facilita	la	formación	de	puentes	disulfuro	en	el	

citoplasma		
Origami	B	 BL21	 Mutante	en	trxB/gor;	facilita	la	formación	de	puentes	disulfuro	en	el	

citoplasma;	Deficiente	en	las	proteasas	Ion	y	ompT	
Rosetta	 BL21	 Permite	 la	 expresión	 de	 proteínas	 de	 eucariontes	 que	 contienen	

codones	raros	para	E.	coli;	Deficiente	en	las	proteasas	Ion	y	ompT	
Rosetta-gami	 BL21	 Permite	 la	 expresión	 de	 proteínas	 de	 eucariontes	 que	 contienen	

codones	 raros	 para	 E.	 coli;	 Deficiente	 en	 las	 proteasas	 Ion	 y	ompT;	
facilita	la	formación	de	puentes	disulfuro	en	el	citoplasma		

XL1-Blue	 BL21	 Mutante	en	RecA	y	hdsR	
La	mayoría	de	las	cepas	están	también	disponibles	como	DE3,	AI	y	pLysS	(para	proteínas	de	difícil	expresión)	

 
 
 La producción de toxinas recombinantes provenientes de animales ha sido un reto. 
Particularmente, en el caso de las toxinas de tres dedos (ricas en puentes disulfuro), la 
técnica más usada es aquella que ha requerido el uso de proteínas de fusión (Liukmanova 
et al., 2010). Dicha técnica tiene la tasa más alta en el mejoramiento de la solubilidad de 
proteínas blanco expresadas en E. coli. Esencialmente, los genes de estas proteínas están 
unidos a los de las proteínas de interés a través de una secuencia que codifica para un 
sitio de reconocimiento de una determinada proteasa (Factor Xa, TEV, SUMO, 
PreScission®, por mencionar las más usadas), que permite escindir la proteína de fusión 
de la de interés. Las proteínas hibridas que se han usado para expresar y mejorar la 
solubilidad de toxinas de tres dedos se conocen como: STII (Lyukmanova et al., 2007), 
TRX (Naimuddin et al., 2011; Wang et al., 2002), GST (Li et al., 2006) y dominio ZZ 
(Maïga et al., 2013). 
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 En conclusión, Escherichia coli BL21 y E. coli K12, y sus cepas derivadas, son el 
sistema biológico más conocido y usado en los laboratorios de investigación para 
producir proteínas recombinantes con fines académicos e industriales (Terpe, 2006). El 
uso racional de cepas genotípicamente compatibles con la proteína de interés y el 
adecuado vector de expresión, son herramientas útiles para la obtención de productos 
fisicoquímicamente estables y con capacidades bioquímicas comparables con aquellas 
obtenidas de su fuente natural (Lebendiker and Danieli, 2014). Por lo tanto, la expresión 
recombinante de toxinas de serpiente ricas en puentes disulfuro, por ejemplo, deberá 
considerar las cepas bacterianas con una carga genética que coadyuve con factores físicos 
y moleculares para su correcto plegamiento. 
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3. Justificación 
 
Los venenos ofídicos son mezclas complejas de moléculas farmacológicamente 

activas. En ellos se han descrito péptidos, proteínas, ácidos nucleicos, carbohidratos, 
lípidos, aminas, y otras moléculas de bajo masa molecular (Calvete, 2013). 
Particularmente, los venenos de las serpientes de la familia Elapidae son ricos en las 
denominadas toxinas de tres dedos: fasiculinas, alfa (a), beta y gamma neurotoxinas, 
cardiotoxinas/citotoxinas, calsiceptinas y toxinas muscarinicas, son ejemplos de ellas 
(Laustsen et al., 2015a; Pyron and Burbrink, 2012; Vonk et al., 2013).  

 
Los reportes sugieren que las a-neurotoxinas son las protagonistas del proceso de 

envenenamiento causados por elápidos. De los venenos de estas serpientes analizados 
hasta la fecha, se ha encontrado que tanto las a-neurotoxinas de cadena corta como las de 
cadena larga son las responsables primordiales de la parálisis respiratoria que puede 
llevar a la muerte. Interesantemente, la concentración de dichas toxinas varía según la 
especie. En algunos casos, las a-neurotoxinas de cadena corta como la Nk2a de Naja 
kaouthia  (DL50 0.1 mg/kg = al 77 % de la letalidad del veneno completo) representan 
hasta el 30 % del peso seco del veneno (Laustsen et al., 2015a), y en algunos otros se 
encuentran en concentraciones tan bajas que pueden llegar a representar hasta el 1% del 
veneno total (Laustsen et al., 2015c). A pesar de su concentración relativa, todas son 
altamente letales, y en muchos casos la letalidad de los venenos completos depende 
exclusivamente de ellas (Barber et al., 2013).  
 

Los cuadros de envenenamiento por elápidos son, en su vasta mayoría, 
neurotóxicos: actividad que puede finalizar con la muerte de la víctima debido a una 
parálisis muscular y un arresto respiratorio (Ranawaka et al., 2013). Si bien puede existir 
un beneficio terapéutico mediante el uso de medicamento de soporte y respiración 
asistida (Bomb et al., 1996; Watt et al., 1986), la única vía para tratar la neurotoxicidad 
causada por elápidos, es el uso de antivenenos específicos (Gutiérrez et al., 2011; Warrell 
et al., 1983). Tales antivenenos (Tabla 2) pueden, en ciertos casos, neutralizar de manera 
específica y para-específica la evolución del envenenamiento. Sabemos que lo anterior es 
posible gracias a diversos factores: el más destacables es debido al alto porcentaje de 
similitud en secuencia que exhiben las toxinas de tres dedos entre ellas, particularmente 
las a-neurotoxinas (Reeks et al., 2015).  
 

Tanto la industria farmacéutica como los laboratorios de investigación encargados 
del diseño, comercialización y distribución de antivenenos contra elápidos, han reportado 
que la producción de los antivenenos contra venenos neurotóxicos representa un reto. Los 
problemas a superar hasta la fecha los podemos resumir en dos ramas: 1) Escases de 
materia prima para la producción de antivenenos; es decir, dificultad para obtener 
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venenos o mezclas de veneno que sirvan como inmunógenos eficaces para la obtención 
de un producto efectivo y de amplio espectro (Williams et al., 2011); 2) Baja 
inmunogenicidad de los venenos: no obstante su concentración relativa, se ha 
determinado de manera directa que las a-neurotoxinas no son capaces de activar la 
respuesta inmune en los animales productores (Fruchart-Gaillard et al., 2012; Laustsen et 
al., 2015a), lo cual repercute en productos poco efectivos; como consecuencia, es 
necesario aplicar cantidades elevadas de viales para tratar los envenenamientos; sin 
embargo, aumentar la concentración de inmunoglobulinas –o sus fragmentos- 
terapéuticas conlleva un problema serio de salud, ya que la concentración de proteína 
exógena administrada en forma de anticuerpos o sus fragmentos (Boyer et al., 2013), y 
las reacciones secundarias que potencialmente se pueden desencadenar en el paciente 
(Vongphoumy et al., 2016) son directamente proporcionales.  
 

Por lo tanto, la alta letalidad de las a-neurotoxinas, el papel protagónico que 
juegan en el envenenamiento, y la dificultad de aislarlas del veneno –apoyado por la gran 
similitud en secuencia entre ellas-y su baja inmunogenicidad, nos ha llevado a proponer 
la síntesis de neurotoxinas consenso, con mejores capacidades inmunogénicas, que nos 
permitan generar antisueros efectivos con la capacidad de neutralizar el efecto clínico y 
letal de un amplio espectro de a-neurotoxinas del veneno de elápidos.  

 
Si bien se han estudiado de manera exhaustiva a las a-neurotoxinas, ningún 

estudio hasta el momento se ha enfocado en su diseño y uso como inmunógenos para el 
desarrollo de antivenenos. De manera novedosa, el presente trabajo se enfoca en la 
síntesis de alfa neurotoxinas con secuencia consenso, lo cual tiene como finalidad 
optimizar los antivenenos actuales ó producir nuevos antivenenos de amplio espectro 
contra elápidos de importancia médica. 
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4. Hipótesis 

 
 
 

Las a-neurotoxinas con secuencias consenso, tanto de cadena corta como de 
cadena larga, así como sus regiones funcionales “-loops-”, generados in vitro y 
expresados de manera recombinante, al ser usados como inmunógenos, permitirán 
generar antivenenos con capacidades neutralizantes de la neurotoxicidad del veneno de 
las especies de elápidos de importancia médica. 
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5. Objetivos 
 

5.1 Objetivos generales 
 

Expresar de manera recombinante a-neurotoxinas consenso, tanto de cadena corta 
como de cadena larga, así como sintetizar químicamente sus regiones funcionales 
denominadas loops; y emplearlos como inmunógenos para el desarrollo de un antiveneno 
experimental contra el veneno de elápidos. 
 
 

5.2 Objetivos particulares 
 
o Determinar las secuencias consenso de las a-neurotoxinas de cadena corta y de 

cadena larga de importancia médica. 
 
o Expresar de manera recombinante las a-neurotoxinas consenso. 
 
o Sintetizar de manera química los polipéptidos correspondientes a las regiones 

funcionales de las a-neurotoxinas de cadena larga consenso: loop II. 
 
o Determinar la dosis letal media (DL50) de cada a-neurotoxina consenso expresada. 
 
o Evaluar como inmunógenos las a-neurotoxinas consenso y sus regiones funcionales. 
 
o Determinar la efectividad de los sueros anti-toxinas consenso contra a-neurotoxinas 

asiladas y venenos completos mediante ensayos de dosis efectiva media (DL50). 
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6. Estrategia experimental 
	
	
	
	
	
	

	
	

	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

La estrategia experimental para este trabajo comprende cuatro fases:  
 
1) Identificación de todas las secuencias de a-neurotoxinas reportadas en la 

literatura. Particularmente, aquéllas que correspondan con las provenientes del veneno de 
los elápidos de importancia médica; y que, además, tengan la letalidad más alta. 

 
2) Determinar las secuencias consenso, tanto de a-neurotoxinas de cadena 

corta como de cadena larga mediante múltiples alineamientos. Dichas secuencias 
comprenderán el andamiaje canónico para este tipo de toxinas: arreglo de cisteínas (ocho 
para las de cadena corta y diez para las de cadena larga) y regiones conservadas; así como 
aminoácidos reportados como funcionales (ver sección 2). También, esta fase comprende 
la identificación de la región polipeptídica más conservada de las secuencias consenso de 
cadena larga denominada loop II. 

 
3) Expresión heteróloga de las a-neurotoxinas consenso, y síntesis química 

de la región consenso denominado loop II (ver sección 2). Por una parte, las secuencias 
consenso de amino ácidos se traducirán para generar la secuencia nucleotídica 
correspondiente (traducción reversa). Dicha secuencia se ensamblará a partir de oligos 
sobrelapantes usando la técnica de PCR (proceso detallado en Materiales y Métodos). 
Posteriormente, los genes que codifican para las toxinas consenso serán expresadas en E. 

Identificación	de	las	secuencias	primarias	de	las	
a-neurotoxinas	de	cadena	corta	y	cadena	larga.	

	

Determinación	de	las	secuencias	consenso	

	Síntesis	química	de	las	regiones	funcionales	
Diseño,	clonación	y	expresión	de	las	

neurotoxinas	consenso		
	

Análisis	bioquímico	e	inmunogénico		

Evaluación	de	la	capacidad	neutralizante	del	
antiveneno	experimental	desarrollado.	
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coli. Por otro lado, los polipéptidos consenso correspondientes al loop II serán 
sintetizados de manera química. 
 

4) Análisis bioquímico de las a-neurotoxinas consenso y las regiones 
funcionales denominadas loops II: letalidad e inmunogenicidad de los polipéptidos. 

 
5) Se empleará una toxina consenso para el desarrollo de un antiveneno 

experimental en equinos, el cual será evaluado para determinar su efectividad en ensayos 
in vitro e in vivo.  
 

7. Materiales y Métodos 
 

7.1 Obtención de secuencias primarias 
 
En primera instancia, se realizó una búsqueda de todas las a-neurotoxinas 

reportadas en la literatura. Para cumplir con dicho objetivo, se ha hecho uso de la base de 
datos del “NCBI” y de “UniProt”. En estos sitios se identifican las secuencias primarias 
de las a-neurotoxinas de cadena corta y de cadena larga que han sido descritas para el 
veneno de elápidos de importancia médica a nivel mundial, particularmente de los 
géneros: Micrurus, Naja, Dendroaspis, Acanthophis, Walterinnesia, Bungarus, Notechis 
y Oxyuranus.  

 
Primeramente, se obtienen las secuencias en las bases de datos a través de 

palabras clave como: “three-finger toxins”, “long-chain neurotoxins”, “short-chain 
neurotoxins”, “alpha neurotoxins”, “nicotinic receptors”, “postsynaptic neurotoxins”, 
“curare-mimetic toxins”, “snake neurotoxins”. Posteriormente, cada secuencia colectada 
la analizamos en dos pasos de análisis: primero, identificamos las secuencias de 
neurotoxinas cuya letalidad se conozcan; y segundo, usamos como templado dicha 
secuencia y realizamos una búsqueda en la mismas bases de datos de secuencias que 
compartan regiones o sean similares, por medio de BLAST® (Basic Local Aligment 
Search Tool) como herramienta (Altschul et al., 1997). Los resultados arrojaron una serie 
de secuencias con información adjunta, la cual es comparada en términos de letalidad y 
secuencia. Sólo aquellas secuencias que se identificaron a partir de un análisis 
proteómico (veneno) del veneno de serpientes de los géneros ya mencionados, y cuya 
dosis letal media sea alta (en comparación con todas las analizadas), se tomaron en 
cuenta para el presente estudio, mismas que se enlistan en las Tablas 7 y 8. 
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7.2 Alineamiento de secuencias 
 

Una vez seleccionadas las secuencias de interés se alinearon y se identificó una 
secuencia consenso utilizando el programa Jalview como plataforma, y los algoritmos del 
servidor Tcoffee (Waterhouse et al., 2009). En este estudio decidimos racionalizar las 
secuencias consenso propuestas: en primera instancia, se verificó la presencia de residuos 
de aminoácidos clave (arreglo de cisteínas, por ejemplo); posteriormente, en las 
posiciones con mayor variabilidad, decidimos utilizar los aminoácidos que, dadas sus 
propiedades fisicoquímicas y su ocurrencia en epítopes (experimentalmente 
determinados), aumentarán la inmunogenicidad de las secuencias consenso, todo con 
base en el método reportado y el índice de Kolaskar y Tongaonkar (Kolaskar and 
Tongaonkar, 1990), y algunas otras bases de datos (Flower, 2013; Ponomarenko and 
Bourne, 2007). 
 

7.3 Construcción de genes. 
 
La secuencia de amino ácidos de las neurotoxinas consenso se tradujo de manera 

reversa para obtener una secuencia de ADN. La herramienta usada fue el programa 
Oligo® 7.6 de Molecular Biology Insights, Inc. La secuencia de ADN generada contiene 
codones usados en eucariontes, particularmente en humanos, por ello, como paso 
subsecuente, se adaptaron para el sistema procarionte tomando en cuenta el uso 
preferencial de codones de E. coli Origami k-12, el cual se consultó en la base de datos 
de Kazusa (www.kazusa.or.jp/codon/E.html) y que reúne, a su vez, el uso de codones 
depositados en el GenBank del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). 

 
7.4 Síntesis de genes 

 
Una vez obtenida la secuencia nucleotídica de las neurotoxinas consenso, se 

incluyen en el extremo 5’ la secuencia de reconocimiento para la enzima de restricción 
BamHI (GS) (GGATCC) y la región que codifica para el sitio de reconocimiento y corte 
por el factor FXa (IEGR) (ATCGAGGGAAGG). También, en el extremo 3’ se incluyen 
dos codones de paro STOP STOP (TAGTAA) seguido del sitio de reconocimiento de 
PstI (CTGCAG). Las secuencias BamHI y PstI son deliberadamente insertadas ya que 
serán usadas para clonar en el vector de expresión pQE-30. Finalmente, las secuencias 
completas de los genes a sintetizar tendrán la siguiente topología:  

 
 

BamHI-FXa-GEN CONSENSO-STOP-STOP-PstI 
	
	



	 47	

 
	

	

	

FIGURA	5.	Esquema	de	la	construcción	plásmido/Toxina	

. 
	
	

	
	

	
En el presente trabajo, las secuencias consenso correspondientes a las a-

neurotoxinas de cadena larga se denominaron Ntx1, Ntx2 y LcNtx; y ScNtx para la a-
neurotoxina consenso de cadena corta. Para cada caso, se sintetizaron oligos 
sobrelapantes que fueron amplificados para construir el gen completo por medio de PCR 
(Polymerase Chain Reaction). Para todos los casos se utilizó la enzima “Taq DNA 
polymerase” (Invitrogen) y en algunos otros, como en el caso de la Ntx2, la enzima “Hot-
start Taq polymerase”. En términos generales: las reacciones de PCR se realizaron en un 
volumen de 50 µL con 100 µM de dNTP´s, 20 pM de oligonucleótidos y de 1 a 1.5 mM 
de Mg2+. Las reacciones se realizaron en un Termociclador Perkin Elmer 9600. Los 
ciclos de amplificación del ADN fueron diferentes para cada caso, esto con base en la 
temperatura de desnaturalización (Tm) de los oligonucleótidos empleados y el tamaño de 
los fragmentos a amplificar, las condiciones estándar con la enzima Taq fueron: 1 ciclo 
de desnaturalización de 30 s a 94ºC -10 min a 95 ºC para el caso de la Hot-start-, 30 
ciclos de desnaturalización de 15 s a 94 ºC, alineamiento de 40s a 55 ºC, y extensión de 
40 s a 72ºC, y 1 ciclo de extensión final de 5 min a 72ºC. Todos los fragmentos se 
verificaron en geles de agarosa.  

 
En la siguiente imagen se esquematiza la construcción del gen sintético, tal y 

como se describió, y se toma como ejemplo el ScNtx.	Los extremos complementarios 
ayudan a generar megainiciadores o Megaprimers. Después, esos Megaprimers que 
tienen, tambien, extremos complementarios entre ellos se emplean en una tercera PCR 
para obtener el gen completo ScNtx. 	
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a-neurotoxina de cadena larga Ntx1: 
	

IVCHTTATSPISSVTCPPGENLCYTKTWCDAFCSSRGKVVELGCAATCPKVKPYEEVKCCSTDKCNPFPKRPRRP	
	

 
Se traduce en ADN para dar la siguiente secuencia: 

	
5’ ATT GTG TGT CAT ACC ACC GCG ACC AGC CCG ATT AGC AGC GTG ACC TGT CCG CCG GGC 
GAA AAC CTG TGC TAT ACC AAA ACC TGG TGT GAT GCG TTT TGC AGC AGC CGC GGC AAA GTG 
GTG GAA CTG GGC TGT GCG GCG ACC TGC CCG AAA GTG AAA CCG TAT GAA GAA GTG AAA TGT 
TGT AGC ACC GAT AAA TGT AAC CCG TTT CCG AAA CGC CCG CGC CGC CCG 3’ 

	
 

Secuencia con los sitios BamHI + Fxa + STOP STOP + PstI 
	
5’ GGA TCC ATC GAG GGA AGG ATT GTG TGT CAT ACC ACC GCG ACC AGC CCG ATT AGC AGC 
GTG ACC TGT CCG CCG GGC GAA AAC CTG TGT TAT ACC AAA ACC TGG TGT GAT GCG TTT TGC 
AGC AGC CGC GGC AAA GTG GTG GAA CTG GGC TGT GCG GCG ACC TGT CCG AAA GTG AAA CCG 
TAT GAA GAA GTG AAA TGC TGC AGC ACC GAT AAA TGT AAC CCG TTT CCG AAA CGC CCG CGC 
CGC CCG TAG TAA 3’ 

	
 

Oligos sobrelapantes sintetizados: 

	
 
 
 

a-neurotoxina de cadena larga Ntx2: 
 

IVCLDLGYTLVCYKTYSSSPDTSQTCPPGENVCYTKTWCDAFCSSRGKVVELGCAATCPSVKPGVEVKCCSTDKANPFP 
KRKPRRPP 

	
 

Se traduce en ADN para dar la siguiente secuencia: 
 
5’ ATT GTG TGC CTG GAT TTA GGC TAT ACC CTG GTC TGT TAC AAA ACG TAT AGC AGT TCG 
CCG GAC ACC AGC CAG ACG TGC CCG CCT GGC GAA AAC GTG TGT TAT ACC AAG ACG TGG TGC 
GAT GCG TTT TGT TCG AGC CGC GGC AAA GTC GTG GAG CTG GGT TGC GCC GCG ACC TGT CCG 
TCG GTG AAA CCT GGC GTT GAA GTC AAG TGC TGT AGC ACG GAC AAA TGC AAC CCA TTC CCG 
AAG CGT AAA CCC CGC CGT CCT CCG 3’ 

 

Nombre  Secuencia (5’ – 3’) 

Ntx1 -Up1 GGATCCATCGAGGGAAGGATTGTGTGTCATACCACCGCGACCAGCCCGATTAGCAGCGTGACCTGTCCGCCGGGCGA
AAACCTGTGT 

Ntx1 -Lw2 AGGTTTTGGTATAACACAGGTTTTCGCCCGGCGGACAGGTCACGCTGCTAATCGGGCTGG 

Ntx1 -Up3 CCTGGTGTGATGCGTTTTGCAGCAGCCGCGGCAAAGTGGTGGAACTGGGCTGTGCGGCGA 

Ntx1 -Lw4 CAGCATTTCACTTCTTCATACGGTTTCACTTTCGGACAGGTCGCCGCACAGCCCAGTTCC 

Ntx1 -Up5 TATGAAGAAGTGAAATGCTGCAGCACCGATAAATGTAAC 

Ntx1 -Up6 TTACTACGGGCGGCGCGGGCGTTTCGGAAACGGGTTACATTT 
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Secuencia con los sitios BamHI + Fxa + STOP STOP + PstI 
 

5’GGA TCC ATC GAG GGA CGC ATT GTG TGC CTG GAT TTA GGC TAT ACC CTG GTC TGT TAC 
AAA ACG TAT AGC AGT TCG CCG GAC ACC AGC CAG ACG TGC CCG CCT GGC GAA AAC GTG TGT 
TAT ACC AAG ACG TGG TGC GAT GCG TTT TGT TCG AGC CGC GGC AAA GTC GTG GAG CTG GGT 
TGC GCC GCG ACC TGT CCG TCG GTG AAA CCT GGC GTT GAA GTC AAG TGC TGT AGC ACG GAC 
AAA TGC AAC CCA TTC CCG AAG CGT AAA CCC CGC CGT CCT CCG TAA TAG CTG CAG 3’ 

 
Oligos sobrelapantes sintetizados: 

 
 

a-neurotoxina de cadena larga LcNtx1: 
	

IICYTTPNVPIQSQTCPPGENLCYTKTWCDAFCSSRGKRVELGCAATCPKVKPGVEIKCCSTDKCN 
 
 

Se traduce en ADN para dar la siguiente secuencia: 
 

5’ ATT ATC TGC TAT ACC ACG CCG AAC GTG CCG ATT CAG AGC CAG ACC TGC CCG CCG GGC 
GAA AAC CTG TGC TAT ACC AAA ACC TGG TGC GAT GCG TTT TGC AGC AGC CGC GGC AAA CGC 
GTG GAA CTG GGC TGC GCG GCG ACC TGC CCG AAA GTG AAA CCG GGC GTG GAA ATT AAA TGC 
TGC AGC ACC GAT AAA TGC AAC 3’ 
 

 
Secuencia con los sitios BamHI + Fxa + STOP STOP + PstI 

 
5’ GAG GGA TCC ATC GAG GGA CGC ATT ATC TGC TAT ACC ACG CCG AAC GTG CCG ATT CAG 
AGC CAG ACC TGC CCG CCG GGC GAA AAC CTG TGC TAT ACC AAA ACC TGG TGC GAT GCG TTT 
TGC AGC AGC CGC GGC AAA CGC GTG GAA CTG GGC TGC GCG GCG ACC TGC CCG AAA GTG AAA 
CCG GGC GTG GAA ATT AAA TGC TGC AGC ACC GAT AAA TGC AAC TAA TAG CTG CAG 3’ 
 

 
Oligos sobrelapantes sintetizados: 

Nombre  Secuencia (5’ – 3’) 

Ntx2 -Up1 GGATCCATCGAGGGACGCATTGTGTGCCTGGATTTAGGCTATACCCTGGTCTGTTACAAAACGT 

Ntx2 -Lw2 CCAGGCGGGCACGTCTGGCTGGTGTCCGGCGAACTGCTATACGTTTTGTAACAGACCAGGGT 

Ntx2 -Up3 GACGTGCCCGCCTGGCGAAAACGTGTGTTATACCAAGACGTGGTGCGATGCGTTTTGTTCGAGCC 

Ntx2 -Lw4 CACCGACGGACAGGTCGCGGCGCAACCCAGCTCCACGACTTTGCCGCGGCTCGAACAAAACGCATCG 

Ntx2 -Up5 GCGACCTGTCCGTCGGTGAAACCTGGCGTTGAAGTCAAGTGCTGTAGCACGGACAAATGC 

Ntx2 -Up6 CTGCAGCTATTACGGAGGACGGCGGGGTTTACGCTTCGGGAATGGGTTGCATTTGTCCGTGCTACAGC 

Nombre  Secuencia (5’ – 3’) 

LcNtx -Up1 GAGGGATCCATCGAGGGACGCATTATCTGCTATACCACGCCGAACGTGCCTATT 

LcNtx -Lw2 GCACAGATTTTCGCCAGGCGGACAGGTTTGGCTCTGAATAGGCACGTTCGGCGTG 

LcNtx -Up3 GCCTGGCGAAAATCTGTGCTACACGAAAACCTGGTGTGATGCGTTTTGCAGTAG 

LcNtx -Lw4 CGTCGCGGCACAGCCCAGCTCAACACGCTTACCGCGGCTACTGCAAAACGCATC 

LcNtx -Up5 CTGGGCTGTGCCGCGACGTGCCCGAAAGTGAAGCCTGGTGTTGAAATCAAATGTTGCTCG 

LcNtx -Up6 CTCCTGCAGCTATTAGTTACACTTGTCGGTCGAGCAACATTTGATTTCAACACC 
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a-neurotoxina de cadena corta ScNtx: 
 

MICYNQQSSQPPTTKTCSETSCYKKTWRDHRGTIIERGCGCPKVKPGIKLHCCRTDKCNN 

 
 
 

Se traduce en ADN para dar la siguiente secuencia: 
 
5’ ATG ATA TGT TAC AAC CAA CAG TCA TCG CAA CCT CCA ACC ACT AAG ACT TGT TCA GAA 
ACG AGC TGC TAT AAA AAG ACT TGG CGT GAT CAC CGT GGA ACC ATA ATC GAA AGA GGA TGT 
GGT TGC CCT AAG GTG AAG CCC GGT ATT AAA CTT CAC TGT TGC CGC ACG GAC AAA TGC AAC 
AAT 3’ 
 
 

Secuencia con los sitios BamHI + Fxa + toxina + STOP STOP + PstI 
 
5’ GGA TCC ATC GAG GGA AGG ATG ATA TGT TAC AAC CAA CAG TCA TCG CAA CCT CCA ACC 
ACT AAG ACT TGT TCA GAA ACG AGC TGC TAT AAA AAG ACT TGG CGT GAT CAC CGT GGA ACC 
ATA ATC GAA AGA GGA TGT GGT TGC CCT AAG GTG AAG CCC GGT ATT AAA CTT CAC TGT TGC 
CGC ACG GAC AAA TGC AAC AAT TAG TAA CTG CAG 3’ 

 
Oligos	sobrelapantes	a	sintetizar: 

	
Finalmente, los genes ensamblados Ntx1, Ntx2, LcNtx y ScNtx se clonaron en el 

vector de expresión pQE30, tal y como se esquematiza en la Figura 5.  
 

7.5 Síntesis química  
 

Los péptidos empleados en la presente tesis se sintetizaron químicamente por la 
empresa ChinaPeptides (ChinaPeptides Co., LTD. Shanghai, China), la cual emplea la 
síntesis de péptidos en fase sólida sobre resina Wang como soporte sólido y 9-
fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc) como grupo protector de los aminoacidos (Gao et al., 
2013). Los péptidos denominados LcP1 y LcP2 se adquirieron en forma cruda y 
posteriormente se purificaron en el laboratorio por cromatografía líquida de alta 
resolución de fase reversa (RP-HPLC). 
 

7.6 E. coli, vectores y enzimas. 
 

Las cepas de E. coli que se usaron en el presente estudio fueron: BL21, XL1-
BLUE, M15 y ORIGAMI. Como vector de expresión se utilizó pQE30 (Quiagen). La 

Nombre  Secuencia (5’ – 3’) 

ScNtx -Up1 GAGGGATCCATCGAGGGAAGGATTATCTGCTATACCACTCCGAATGTTCCAATTCAGAGCCAAACTTGTC 

ScNtx -Lw2 TGAACTTGTTTTACGTAGTGTGGTTCAAAATCATATTGTTTCCAAAAGTGGACCGCCTGTTCAAACCGAGACT 

ScNtx -Up3 TGTGATGCATTTTGTTCAAGTCGTGGTAAGAGAGTTGAACTTGGCTGTGCAGCCACTTGCCCTAAAGTTA 

ScNtx -Lw4 TCCTGCAGTTACTAGTTACACTTATCGGTGCTGCAACATTTAATTTCAACACCTGGCTTAACTTTAGGGCAAGTGG 
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Taq Polimerasa, T4 ligasa, Factor Xa y todas las enzimas de restricción se adquirieron de 
New England Biolabs. 
 

7.7 Construcción y purificación del vector  
 

Tanto el inserto que codifica para cada toxina consenso como el vector pQE30, se 
digirieron con las enzimas de restricción BamHI y PstI a 37 ºC durante toda la noche. Los 
productos de digestión se purificaron por medio de una columna QIAquick, para después 
ligarlos en volúmenes de 20 µl con T4 ligasa, siempre en una relación 1:10 inserto-
vector. Para todos los pasos, se verificaron los productos por medio de geles de agarosa, y 
las secuencias se verificaron por medio de secuenciación Sanger en la unidad de 
secuenciación de ADN del instituto de biotecnología de la UNAM. 

 
Cuando se requirió, el vector pQE30-Neurotoxina, previamente incorporado en E. 

coli, se extrajo a partir de cultivos de 5 mL incubados durante toda la noche a 37°C y 250 
rpm en medio LB y antibióticos. Las células se colectaron por centrifugación por 1 min a 
14,000 rpm y se resuspendieron en 1 mL de solución SET (sacarosa 20%, 50 mM de 
Tris-HCl pH 7.6 y 50 mM de EDTA) para ser lavadas. Se centrifugaron y resuspendieron 
en 150 µL de la misma solución. Posteriormente, se adicionaron 10 µL de RNAsa (10 
mg/mL) y 350 µL de SDS (2%)/NaOH (0.4 M) en relación volumétrica 50:50, se mezcló 
por inversión e incubó en un baño de hielo por 10 minutos. Se agregaron 250 µL de 3 M 
de acetato de sodio pH 4.8 y se mezcló -antes de incubar- en hielo por 30 minutos. Se 
centrifugó 10 minutos y el sobrenadante (SN) se transfirió a un tubo estéril; para 
precipitar se agregó un volumen de isopropanol, se mezcló por inversión y se centrifugó 
por 5 minutos a 14,000 rpm. La pastilla se lavó con etanol al 70% y se resuspendió en 30 
µL de agua. El ADN plasmídico de E. coli para secuenciación se extrajo con el Plasmid 
Mini Kit (QIAGEN) siguiendo las indicaciones del proveedor. 
 

7.8 Transformación  
 

En todas las transformaciones que se presentan en esta tesis se usaron células 
quimio-competentes con el siguiente protocolo: 100 µl de células (O.D600nm= 0.6) y de 
entre 1 y 3 µL de la reacción de ligación, se incubaron por 30 min a 4 °C (en hielo), 
seguido de 30 segundos a 42 °C (choque térmico), y después 5 minutos en hielo.  
Finalmente, la reacción se incubó a 37 °C por 1 hora con 250 µL de medio SOC (SOC 
médium, Sigma). Se plaquearon 50 µL en cajas Petri con Agar-LB, kanamicina y 
ampicilina. Las cajas Petri se incubaron a 37°C de 8 a 12 h. Las colonias observables son 
aquellas que incorporaron el vector pQE30-Neurotoxina (pQE30-NTX) puesto que son 
las únicas capaces de crecer en un medio con ampicilina. 
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7.9 Medios de cultivo 
 
Se utilizaron cuatro medios de cultivo: 
 

1) Medio mínimo: Yeast extract 3 %, glucosa 0.5 %, (NH4)2 HPO4 0.35 %. 
2) LB: Tryptona 1 %, yeast extract 0.5 %, NaCl 0.5 %. 
3) MLB: Tryptona 2 %, yeast extract 3 %, NaCl 2.1 %, glucosa 0.5 %, (NH4)2 HPO4 

0.35 %, KH2HPO4 0.35 %, K2HPO4 0.5 %, MgSO4. 7H2O 0.7 %. 
4) MmLB: Peptona 2 %, yeast extract 3 %, NaCl 2.1 %, glucosa 0.5 %, (NH4)2  

HPO4 0.35 %, KH2HPO4 0.35 %, K2HPO4 0.5 %, MgSO4. 7H2O 0.7 %. 
 
Dado que el vector pQE30 contiene el marcador de selección que le confiere 

resistencia a ampicilina, siempre se empleó el antibiótico a una contracción de 200 µg por 
mL de medio, y adicionalmente Kanamicina para los cultivos con ORIGAMI® y 
SHuffleT7, ya que dichas sepas son resistentes a ella.  

	

7.10 Condiciones de selección y expresión  
 

Las colonias positivas pQE30-NTX se seleccionaron y crecieron en cultivos de 3 
mL de medio LB con kanamicina, ampicilina y 1mM de IPTG por 6 hrs a 37 °C. Se tomó 
1 mL de cada muestra y se centrifugó por 5 min a 14,000 rpm. La pastilla se resuspendió 
y se analizó a través de electroforésis en geles de poli acrilamida-SDS en condiciones 
reductoras (Ver electroforesis de proteínas). Las colonias cuyo patrón electroforético 
mostró sobre expresión de la proteína esperada (identificada en relación con los 
marcadores de peso molecular y por inmunodetección), se asignaron dentro de las 
colonias candidatas para la producción de proteína recombinante en cultivos mayores a 
50 mL. 

 
 Las colonias seleccionadas se crecieron en cultivos de 50 mL y, posteriormente, 

en cultivos de 500 mL de medio mínimo, LB, MLB y MmLB, todas a 37°C y con una 
agitación de 250 rpm. Después de crecer hasta una DO cercana a 0.6, medida a 600 nm, 
se indujo la expresión con IPTG a una concentración final de 0.1 mM. Para cada cepa y 
medio de cultivo, se probaron diferentes temperaturas de inducción, las cuales fueron: 37, 
25, 20 y 16 °C. También, el tiempo de inducción fue de 24 h; y únicamente 12 h para el 
caso de ORIGAMI® y SHuffleT7. Posterior al crecimiento y finalizada la inducción, las 
células se cosecharon mediante centrifugación a 5000 x g por 20 min. Una vez descartado 
el sobrenadante, las células se resuspendieron en el Buffer de lisis BugBuster® 
(Novagen®) con lisosima y benzonasa (según las recomendaciones de uso) y se mantiene 
en agitación constante por 30 min a temperatura ambiente.  La muestra se centrifuga a 20, 
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000 g x 25 min, el sobrenadante (fracción soluble) y la pastilla (cuerpos de inclusión) se 
almacenó a – 60 °C hasta su uso.  

 
7.11 Proteína soluble, cuerpos de inclusión y purificación. 

 
Las toxinas consenso recombinantes se purificaron por afinidad haciendo pasar la 

fracción soluble por una columna de Ni-NTA agarosa (QIAGEN). La proteína unida a la 
fase sólida se escindió de ella con 400 mM de Imidazol en PBS. Se colectaron fracciones 
de 1 mL, se analizaron por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-
PAGE).  

 
Se aplicaron dos metodologías para obtener la proteína recombinante a partir de 

los cuerpos de inclusión: Sarcocil y GnCl 6 M. Para el caso de sarcocil, se siguió los 
sugerido por Peternel y colaboradores (Peternel et al., 2008). Con respecto al método de 
GnCl 6 M, fue el siguiente: la pastilla se lavó tres veces con 20 mL de Tris 20 mM, pH 8 
y posteriormente se trató con 15 mL de una solución desnaturalizante de Tris 50 mM, 6 
M de cloruro de guanidina a pH 8 para extraer la proteína -se resuspende hasta observar 
una solución homogénea-. Posteriormente, se centrifuga a 2,000 g x 1 h. Los 
sobrenadantes obtenidos por sarcocil y GnCl 6 M se pasaron por una columna de Ni-
NTA agarosa y las proteínas se desprendieron de la columna con 400 mM de Imidazol en 
el buffer correspondiente. Las fracciones colectadas se colectaron y analizaron en geles 
de SDS-PAGE. 

 
Finalmente, se realizó la re-purificación por rpHPLC, usando como solvente A 

0.1% TFA en H20 y solvente B 0.1% TFA en acetonitrilo. Las neurotoxinas obtenidas se 
separaron en una columna C18 (4.1 x 250 mm) con un gradiente de 10 a 60% de solvente 
B en un lapso de 60 min. 

 
7.12 Electroforesis de proteínas e inmunodetección.  

 
La separación de proteínas se llevó a cabo en geles de poliacrilamida al 12 y 15 % 

en presencia de SDS (Dodecilsulfato de sodio), tal como fue sugerido por Laemmli en 
1970. En suma, la polimerización de la acrilamida con la bis-acrilamida (Biorad) fue 
catalizada por el TEMED (1,2-bis (dimetilamino)-etano) y PSA (Persulfato de amonio). 
Para todos los casos, se determinó de manera cualitativa la sobreproducción de las 
neurotoxinas consenso mediante geles al 15% en condiciones reductoras (hervidas 5 
min, 10% glicerol + 2.5% SDS + 50 mM Tris-HCl pH. 6.8 + 5% 2-mercaptoetanol + 
0.002% Azul Bromofenol) (Laemmli, 1970). Las corridas se llevaron a cabo a voltaje 
constante (120 mV). La tinción de los geles fue con azul Brillante de Coomasie G250 
(50% metanol + 10% ácido acético + 0.2% Azul de Coomasie G250) durante una hora, y 
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se destiñeron con una solución al 10% de ácido acético y 10 % de metanol durante una 
hora en agitación constante. 

 
Las proteínas separadas en un gel desnaturalizante de poliacrilamida SDS se 

transfirieron eléctricamente a una membrana de nitrocelulosa o de fibra de vidrio 
(immobilon de Millipore), típicamente por 1 h a 400 mV. Se comprobó la cantidad de 
proteína transferida a las membranas mediante tinción reversible con Ponceau S 
(0.1%  en ácido acético 1%). La detección se hizo con anticuerpos primarios comerciales 
contra His-tag (Anti-His6 peroxidase, Roche) o con suero experimentales anti-
neurotoxinas consenso, comúnmente en una dilución 1:1000 por 1 h a temperatura 
ambiente, o toda la noche a 4 °C. Las bandas positivas en las membranas se detectron por 
quimioluminiscencia (ECL western blotting análisis system RPN2109 de Amersham) o 
por colorimetría después de incubar por 1 h dichas membranas con un anticuerpo 
secundario unido a peroxidasa de nabo, en una dilución 1:4000. El instrumental, equipo y 
reactivos fueron de Bio-Rad (California, E.U.) y los anticuerpos de Roche y ZYMED.  

 
7.13 Dosis letal media 

 
La dosis letal media (DL50) se define como la dosis de cualquier sustancia 

capaz de provocar la muerte del 50 % de la población de individuos: en el presente 
trabajo, se definió como aquella dosis, ya sea de veneno o toxina, que provoca la muerte 
del 50 % de una población de ratones. Para poder determinar la DL50, se inocularon 
grupos de 5 ratones (cepa CD1) con un peso de entre 18 y 20 g por vía endovenosa. El 
método consta en probar diferentes concentraciones de veneno disuelto en NaCl 0.15 M a 
un volumen final de 0.5 mL. A las 24 horas posteriores a la inoculación, se determinó el 
porcentaje de sobrevivientes en cada nivel de dosis; la dosis letal media se calculó por 
medio del análisis de los datos regresión no lineal a través de una curva sigmoide dosis-
respuesta con la ayuda del programa Prism (versión 4) de Graphpad (San Diego, CA) y es 
expresada en µg/ratón o mg/kg. 

 
7.14 Esquemas de inmunización 

 
Con la finalidad de evaluar la capacidad inmunogénica de la ScNtx y los péptidos 

LcP1 y LcP2, se emplearon grupos de conejos Nueva Zelanda blancos. Se tomaron 
muestras de sangre de manera periódica y al final del esquema de inmunización los 
conejos se sangraron a blanco. Para el caso de la ScNtx, se empleó un grupo de tres 
caballos criollos de 400 kg de peso. Las muestras de sangre se tomaron de manera 
periódica cada 14 dias.  
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Se emplearon 100 µg de cada péptido sintético, tanto de LcP1 y LcP2, en todas 
las inmunizaciones como se muestra en la Tabla 6. Para el caso de la ScNtx, las 
inmunizaciones se realizaron de una manera dosis-creciente (típicamente comenzando 
con 3 veces la dosis letal media), como se en lista la Tabla 7. Además, tanto los 
péptidos sintéticos como la neurotoxina consenso, resuspendidas en PBS, se aplicaron 
con los siguientes adyuvantes: Alumina o Alum (Imject® Alum, Thermo Scientific), 
adyuvante completo (CFA) e incompleto de Freud (IFA) (Rockland). Las 
inmunizaciones se realizaron de manera subcutánea y en múltiples sitios (200 µL/sitio) 
(Sriprapat et al., 2003). El volumen inoculado siempre fue de 1 mL/conejo, el cual 
incluye la dosis de proteína correspondiente con una proporción 1:1 PBS/adyuvante. 
	

Tabla	4.	Esquema	de	inmunización	de	conejos	con	LcP1	y	lcP2	

No. 
Inmunización 

 
Día 

No. 
Conejos 

Péptido 
(µg/conejo) 

PBS 
(mL) 

Adyuvante 
(tipo) 

1 0 2 100 1 CFA 
2 7 2 100 1 IFA 
3 14 2 100 1 ALUM 
4 21 2 100 1 IFA 
5 28 2 100 1 - 
6 35 2 100 1 ALUM 
7 42 2 100 1 IFA 
8 49 2 100 1 - 
9 63 2 100 1 ALUM 
10 77 2 100 1 IFA 
11 91 2 100 1 - 

Sangría 105 2    
CFA= Adyuvante completo de Freud; IFA= Adyuvante incompleto de Freud 
 
 

Tabla	5.	Esquema	de	inmunización	de	conejos	con	la	ScNtx.	

No. 
Inmunización 

 
Día 

No. 
Conejos 

Toxina 
(µg/conejo) 

PBS 
(mL) 

Adyuvante 
(tipo) 

1 0 3 10 1 CFA 
2 7 3 10 1 IFA 
3 14 3 10 1 ALUM 
4 21 3 25 1 IFA 
5 28 3 50 1 - 
6 35 3 100 1 ALUM 
7 42 3 100 1 IFA 
8 49 3 200 1 - 
9 63 3 200 1 ALUM 
10 77 3 400 1 IFA 
11 91 3 400 1 - 

Sangria 105 3    
CFA= Adyuvante completo de Freud; IFA= Adyuvante incompleto de Freud 
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El esquema de inmunización de caballos donde se emplea como inmunógeno la 

ScNtx, y que se detalla en la Tabla 8, consistió en los siguiente: la primera inmunización 
se realizó de manera intradérmica con IFA con una proporción PBS-adyuvante 1:4 y 
distribuidos en 10 sitios; las subsecuentes por vía subcutánea distribuidos en 4 sitios, y 
con una proporción PBS-adyuvante que se detalla en la tabla 9. El volumen inyectado a 
cada caballo típicamente es de 1 mL y en algunos casos no mayor a 1.5 mL.  

	
Tabla	6.	Esquema	de	inmunización	de	caballos	con	la	ScNtx.	

No. 
Inmunización 

 
Día 

No. 
Caballos 

Toxina 
(µg/caballo) 

PBS: 
adyuvante 

 

Adyuvante 
(tipo) 

1 0 3 5 1:4 IFA 
2 14 3 5 6:1 ALUM 
3 28 3 10 1:2 IFA 
4 42 3 20 5:1 ALUM 
5 56 3 40 1:2 IFA 
6 70 3 80 2:1 ALUM 
7 84 3 150 1:0 - 
8 98 3 300 0:1 IFA 
9 112 3 300 2:1 ALUM 
10 126 3 500 1:0 - 
11 140 3 500 1:2 IFA 
 147     

12 196  1000 - - 
 205     

CFA= Adyuvante completo de Freud; IFA= Adyuvante incompleto de Freud 

	
Es importante mencionar que todos los animales empleados en la presente tesis se 

mantuvieron y se trataron de acuerdo a los lineamientos dictados por el comité de 
bioética del instituto biotecnología de la UNAM. Para mayor detalle visitar la siguiente: 
http://ibt.unam.mx/computo/pdfs/ReglamenteoComiteBioeteicaAprobadoCI.pdf 

 
7.15 Ensayo inmunoadsorbente acoplado a enzima (ELISA) 

 
La prueba inmunoadsorbente ligado a enzima (ELISA) es una técnica cuya 

sensibilidad la hace imprescindible en la determinación de los títulos de anticuerpos. La 
técnica se basa en la interacción antígeno-anticuerpo, la cual se detecta por un conjugado 
compuesto de un anticuerpo unido covalentemente a una enzima que permite generar una 
señal colorida. Los títulos se definieron como la dilución del suero hiperinmune en la 
cual se encuentra la mitad de la absorbancia máxima (Vázquez et al., 2010). 
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El protocolo de la prueba de ELISA que se empleó en el presente trabajo consistió 
en: 
 
• Se sensibilizaron placas de 96 pozos para ELISA (NUNC™) con una solución de 
antígeno (péptidos, toxinas o venenos) a una concentración de 1 µg/mL disuelta en 100 
mM carbonato/bicarbonato pH 9.5. Por cada pozo se colocaron 100 µL hasta la columna 
12. La placa se incubó 2 horas a 37 °C, ó bien toda la noche a 4 °C. 
 
• Concluida la incubación, la placa se lavó tres veces con 250 µL de buffer de 
lavado (50 mM Tris/HCL pH 8 + 150mM NaCl + 0.05% Tween 20). Este proceso se 
repitió entre cada paso a lo largo del protocolo. 
 
• Se bloquearon los sitios en donde pudiese haber uniones inespecíficas incubando 
con 200 µL de solución de bloqueo (50 mM Tris/HCl pH 8 + 5 mg/mL gelatina + 0.2 % 
Tween 20) por 2 horas a 37 °C. 
 
• Se hicieron diluciones seriadas de los sueros empezando con diluciones 1:30. En 
cada pozo se adicionaron 100 µL de la solución de reacción para ELISA (50mM 
Tris/HCl pH. 8 + 0.5 M NaCl + 1mg/mL gelatina + 0.05% Tween 20) y se realizaron 
diluciones seriadas 1:3 hasta la columna 11 dejando la columna 12 como control 
negativo. Se incubó 1 hora a 37 °C. 
 
• Se incubó el segundo anticuerpo: un anti-conejo conjugado a la enzima 
peroxidasa diluido 1:1000 en solución de reacción para ELISA. Se colocaron 100 
µL/pozo y se incubó una hora a temperatura ambiente. 
 
• La reacción se reveló con 100 µL/pozo de sustrato ABTS (Di- amonio 2,2'-Azino-
bis-[3-etilbenzoliazo-lino-6 sulfonato]), incubándose por 10 minutos a temperatura 
ambiente. Al final, la reacción se detuvo con 100 µL de SDS 10%, quedando a una 
concentración final de SDS al 5 %. Se procedió a leer la placa en un lector de ELISA 
(Marca TECAN línea SUNRISE) a una longitud de onda de 405 nm. 

Para determinar los títulos de las lecturas obtenidas, las curvas sigmoideas se 
generaron con el programa Prisma 6 (GraphPad Software, La Jolla California, E.U.). El 
punto de inflexión se calculó ajustando los datos experimentales para cada toxina o 
antisuero por regresión no lineal de las curvas . 

 
7.16 Efectividad de los sueros 

 
Los sueros de los animales inmunizados, en donde se emplearon los inmunógenos 

diseñados, se evaluaron tanto por su habilidad para atenuar los efectos tóxicos, retardar el 
tiempo de muerte y para neutralizar el efecto letal de a-neurotoxinas y algunos venenos 
completos. Para todos los casos, los ensayos consisten en incubar por 30 min a 37 °C una 
mezcla que incluye 3 x DL50 del veneno o toxina con cantidades variadas del antisuero, e 
inyectarlas vía endovenosa a grupos de 5 ratones de la cepa y peso previamente descritos. 
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El volumen final inyectado siempre fue de 500 µL/ratón. Por un lapso de 24 h se observó 
y registró el número de muertes y los datos se analizaron por el método descrito de 
Kaplan-Meier (Kaplan and Meier, 1958). Además, en algunos casos se describió la 
efectividad de los sueros a través de la determinación de la dosis efectiva media (DE50), 
la cual es el volumen de antiveneno que evita la muerte del 50 % de la población de 
ratones. Para este ensayo se registra el porcentaje de sobrevida por grupo a las 48 horas 
después de la inyección. La DE50 se expresa en µL de antisuero. En todos los casos los 
controles incluyen: 3 x DL50 del veneno o toxina sin suero o anticuerpos; 3 x DL50 del 
veneno o toxina más suero o anticuerpos pre-inmunes. 
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8 RESULTADOS 
 

8.1 Alfa neurotoxinas de importancia médica. 
 
Las secuencias proteicas depositadas en la base de datos del NCBI y UniProt 

relacionadas con las alfa neurotoxinas, se analizaron y cotejaron con aquéllas 
provenientes de las serpientes que, según la OMS, son importantes en términos de salud 
pública, denominadas: “Highest medical importance”, y que puede ser consultada en: 
http://apps.who.int/bloodproducts/snakeantivenoms/database/. Además, se analizó 
también en detalle la caracterización bioquímica de cada una de las alfa neurotoxinas, 
ello con el fin de poder confirmar que se trata de un polipéptido asilado del veneno y no 
una secuencia deducida a partir de estudios ajenos a los proteómicos. Como resultado, se 
identificaron 20 secuencias de alfa neurotoxinas: 8 de cadena larga en listadas en la 
Tabla 4, y 12 de cadena corta en la Tabla 5. Las toxinas de cadena larga contienen entre 
71 y 79 residuos de amino ácidos; a su vez, las de cadena corta, de entre 56 y 62. Además 
de esto, la DL50 de cada una de ellas las coloca como las toxinas de serpiente con la 
letalidad más alta (Barber et al., 2013), con dosis que van de 0.03 mg/kg (0.6 µg/ratón) a 
0.9 mg/kg (18 µg/ratón), determinadas por diferentes vías como la endovenosa, 
subcutánea e intraperitoneal.  
 

8.2 Toxinas con secuencia consenso. 
 

 Las secuencias consenso se determinaron mediante un alineamiento múltiple de 
secuencias de las a-neurotoxinas de importancia médica; como resultado, se obtuvo una 
secuencia sugerida por los algoritmos empleados, denominada consensus, la cual se tomó 
como base para generar las toxinas consenso de cadena larga Ntx1, Ntx2 y LcNtx, sus 
péptidos derivados aquí denominados LcP1 y LcP2; y la a-neurotoxina de cadena corta, 
ScNtx.	
	

El alineamiento de 8 secuencias de alfa neurotoxinas de cadena larga generó una 
que denominamos consensus, que se muestra en la Figura 6, de 84 amino ácidos, de los 
cuales 10 son indeterminados. Primeramente, nuestras secuencias consenso Ntx1, Ntx2 y 
LcNtx, tienen en aquéllas posiciones indeterminadas los aminoácidos con mayor 
recurrencia; y en ciertos casos, en posiciones específicas, en donde existe un amino ácido 
propuesto consensus, deliberadamente optamos por cambiarlos en razón de su 
prevalencia, tamaño, carga e inmunogenicidad, pero nunca cambiando de naturaleza (ej. 
polar a no polar). Así, en la Tabla 4 se presentan las tres neurotoxinas consenso de 
cadena larga que se generaron: la Ntx1 tiene una secuencia de 75 amino ácidos, 16 de 
ellos se determinaron con base en las razones previamente expuesta; la Ntx2, 84 amino 
ácidos, 22 de los cuales difieren de la consensus; finalmente, la LcNtx contiene 66 amino 
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ácidos y 9 residuos que no forman parte de la secuencia consensus. Además, se ilustra la 
región con menor variabilidad de donde se obtuvieron los dos péptidos consenso a 
sintetizar: LcP1 y LcP2. En la Figura 6 y Tabla 7 se puede observar con detalle lo 
mencionado. 

 
 

FIGURA	6	Alineamiento	de	alfa	neurotoxinas	de	cadena	larga	

	

	
Tabla	7.	Neurotoxinas	de	cadena	larga	y	péptidos	derivados	

	
 

bIM=Intramuscular; IP= Intraperitoneal; SC= Subcutáneo;IV= Endovenoso 
 
 
 Para el caso de la neurotoxina consenso de cadena corta ScNtx, su obtención fue 
como en el caso anterior: por medio de un alineamiento de secuencias de alfa 
neurotoxinas de cadena corta, se obtuvo una secuencia denominada consensus, la cual 
tiene 5 indeterminaciones y 62 amino ácidos señalados en la Figura 7. Para cada 
indeterminación, se utilizó el amino ácido más recurrente; que tuviera propiedades 
químicas similares y que, a su vez, tuvieran un mayor grado de inmunogenicidad. Como 
resultado, la secuencia ScNtx contiene 60 aminoácidos: en relación a la consensus, carece 
de dos residuos y contiene 5 aminoácidos que ocupan las posiciones indeterminadas de la 
consensus. Lo anterior se puede observar con detalle en la Tabla 8. 
 
 

 

 Toxina Secuencia aminoacídica DL50b # Acceso 
III-4 LICYMGPKT---PRTCPRGQNLCYTKTWCDAFCSSRGKVVELGCAATCPIAKSYEDVTCCSTDNCNPFPVRPRP--------HP 0.12 (IV) P01384 

Aa2b VICYRGYNN---PQTCPPGENVCFTRTWCDAFCSSRGKVVELGCAATCPIVKSYNEVKCCSTDKCNPFPVRPRR--------PP 0.13 (IM) P01385 
Aa2e VICYVGYNN---PQTCPPGGNVCFTKTWCDARCHQLGKRVEMGCATTCPKVNRGVDIKCCSTDKCNPFPKT--TPPWKRPRGKP 0.2 (IP) P0DKW9 
A31 IVCHTTATSPISAVTCPPGENLCYRKMWCDAFCSSRGKVVELGCAATCPSKKPYEEVTCCSTDKCNPHPKQ--R--------PG 0.23 (IP) P60615 
N3 IVCHTTATSPISAVTCPPGENLCYRKM-CDAICSSRGKVVELGCAATCPSKKPYEEVTCCSNDKCNPHPKQ--R--------PG 0.16 (IV) P85140 

Dpp2b RTCNKTFSD--QSKICPPGENICYTKTWCDAWCSRRGKIVELGCAATCPKVKAGVGIKCCSTDNCNLFKFG--K--------PR 0.4 (SC) P25667 
Dpp2a RTCNKTFSD--QSKICPPGENICYTKTWCDAWCSQRGKRVELGCAATCPKVKAGVEIKCCSTDDCDKFQFG--K--------PR 0.12 (SC) P01396 
CM-5 IRCFITPDV—-TSQACPDG-HVCYTKMWCDNFCGMRGKRVDLGCAATCPTVKPGVDIKCCSTDNCNPFPTR--K--------RS 0.11 (IV) P25674 

Consensus IICY+T+++PI++QTCPPGEN+CYTKTWCDAFCSSRGKVVELGCAATCPKVKP+VE+KCCSTDKCNPFPKRPR+PPWKRPRGPP   
Lcp1                     NVCYTKTWCDAFCSSRGKVVELGCAA   

Lcp2              QTCPPGENVAYTKTWCDAFCSSRGKVVELGCAA   

LcNtx IICYTTPNVPIQSQTCPPGENLCYTKTWCDAFCSSRGKRVELGCAATCPKVKPGVEIKCCSTDKCN   

Ntx1 IVCHTTATSPISSVTCPPGENLCYTKTWCDAFCSSRGKVVELGCAATCPKVKPYEEVKCCSTDKCNPFPKRPRRP   

Ntx2 IVCLDLGYTLVCYKTYSSSPDTSQTCPPGENVCYTKTWCDAFCSSRGKVVELGCAATCPSVKPGVEVKCCSTDKANPFPKRKPRRPP   
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FIGURA	7	Alineamiento	de	alfa	neurotoxinas	de	cadena	corta	

	

	
	
	
	

Tabla	8.	Neurotoxinas	de	cadena	corta	y	consenso	derivado	

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Toxina	 Secuencia	aminoacídica	 DL50
b
 # 

Acceso  
Aa	 MQCCNQQSSQPKTTTTCPGGVSSCYKKTWRDHRGTIIERGCGCPRVKPGIRLICCKTDECNN 1.6	

(IM)	
P01434 

SNTX-1	 MTCYNQQSSEAKTTTTCSGGVSSCYKKTWSDGRGTIIERGCGCPSVKKGIERICCRTDKCNN 1.2	
(IP) 

Q45Z11 

Wa-III	 FVCHNQQSSQPPTTTNCSGGENKCYKKQWSDHRGSITERGCGCPTVKKGIKLHCCTTEKCNN 19	
(IP) 

C1IC47 

CBT	 LECHNQQSSQTPTTTGCSGGETNCYKKRWRDHRGYRTERGCGCPSVKNGIEINCCTTDRCNN 1.8	
(SC) 

P60770 

CBT-b	 LECHNQQSSQTPTTKTCS-GETNCYKKWWSDHRGTIIERGCGCPKVKPGVNLNCCTTDRCNN 3.6	
(IV) 

P80958 

Short	n.	1	 RICYNHQSTTRATTKSCE--ENSCYKKYWRDHRGTIIERGCGCPKVKPGVGIHCCQSDKCNY 1.8	
(SC) 

P01416 

N.	4.11.3	 RICYNHQSTTPATTKSCG--ENSCYKKTWSDHRGTIIERGCGCPKVKRGVHLHCCQSDKCNN 1.6	
(IP) 

P01418 

CM-10a	 MICHNQQSSQPPTIKTCP-GETNCYKKQWRDHRGTIIERGCGCPSVKKGVGIYCCKTDKCNR 1.6	
(IV) 

P25675 

N.	alpha	 LECHNQQSSQPPTTKTCP-GETNCYKKVWRDHRGTIIERGCGCPTVKPGIKLNCCTTDKCNN 0.7	
(SC) 

P01426 

MlatA1	 RICYNQQSSQPPTTKTCS--EGQCYKKTWRDHRGTIIERGCACPNVKPGIQISCCTSDKCNG 1.2	
(IV) 

K9MCH1 

FTx	I	 MICYNHQSSEPPTTKTCS--EGQCYKKSWSDHRGTIIERGCACPNVKPGVKIICCRS--C-- 5	(IV) P86420 

Consensus	 MIC+NQQSSQPPTTKTCSGGET+CYKKTWRDHRGTIIERGCGCP+VKPGIK++CCTTDKCNN   

ScNtx	 MICYNQQSSQPPTTKTCS--ETSCYKKTWRDHRGTIIERGCGCPKVKPGIKLHCCRTDKCNN 3.8	
(IV) 
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 De acuerdo al método de Kolaskar y Tongaonkar (Kolaskar and Tongaonkar, 
1990) se determinó que las toxinas consenso contienen importantes determinantes 
antigénicos, los cuales son: 
 
 
Ntx1 contiene 3 determinantes antigénicos: 
	
IVCHTTATSPISSVTCPPGENLCYTKTWCDAFCSSRGKVVELGCAATCPKVKPYEEVKCCSTDKCNPFPKRPRRP		
	
Ntx2 contiene 3 determinantes antigénicos:	
	
IVCLDLGYTLVCYKTYSSSPDTSQTCPPGENVCYTKTWCDAFCSSRGKVVELGCAATCPSVKPGVEVKCCSTDKANPFP 
KRKPRRPP 
 

LcNtx contiene 4 determinantes antigénicos: 
 
IICYTTPNVPIQSQTCPPGENLCYTKTWCDAFCSSRGKRVELGCAATCPKVKPGVEIKCCSTDKCN 
	
ScNtx contiene 2 determinantes antigénicos: 
	
MICYNQQSSQPPTTKTCSETSCYKKTWRDHRGTIIERGCGCPKVKPGIKLHCCRTDKCNN 
 

        
8.3 a-neurotoxinas de cadena larga y péptidos consenso 

 
Una vez que se ensambló el gen y se corroboró su identidad mediante 

secuenciación, se procedió a ligarlo en el vector de expresión pQE30; así mismo, el 
vector pQE30-Toxina se secuenció para verificar su secuencia. Éste se usó para 
transformar células Xl1-blue, M15, BL21 y Origami®. A continuación, se muestran los 
resultados más representativos de experimentos realizados por triplicado: 
	
	

A. Ntx1 
 

Células M15 se transformaron con el vector pQE30-Ntx1, las colonias capaces de 
crecer en el medio de selección se usaron para realizar pruebas de expresión. Como 
primer acercamiento, se evaluó la temperatura y concentración del inductor IPTG. 
Primeramente, se decidió mantener las células a una temperatura constante de 30 °C, 
después, se evaluó la cantidad de inductor necesario para expresar la Ntx1 en células 
M15 (banda esperada ~10 kDa), ya que en un tamizado anterior observamos que el 
crecimiento de las células se veía comprometido al tiempo que aumentábamos las 
concentraciones del Inductor (IPTG). Debido a esto, se decidieron utilizar 
concentraciones variables de IPTG, todas menores a las reportadas como optimas 
(concentraciones menores a 0.1 mM IPTG), y probar su efecto en la producción de la 
Ntx1 (Figura 8).  
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FIGURA	8.	Ntx1	en	M15.	SDS-PAGE	al	15%.	Carril	1.-	Marcador	de	masa	
molecular.	Carril	2.-	0.05	mM	IPTG.	Carril	3.-	0.025	mM	IPTG.	Carril	4.-	
0.0125	mM	IPTG.	Carril	5.-	No	IPTG.	

	
	
						
	
	
	
	
	

 
Como resultado, observamos que una concentración de 0.025 mM de IPTG fue la 

óptima para el crecimiento de las células (carril 3, Figura 8) y para la producción de la 
toxina, ya que concentraciones mayores del inductor no afectan la producción de la Ntx1.  

 
Una vez que se determinó que la concentración de inductor 0.025 mM representa 

la concentración de inductor a la cual el crecimiento de las células M15 no estuvo 
comprometido, decidimos evaluar la temperatura. De acuerdo a lo reportado, las 
temperaturas que han generado buenos rendimientos son: 37 °C, 30 °C y 16 °C.  

 
Existen una serie de reportes en donde indican que la temperatura influye 

directamente sobre la producción de la proteína de interés en su forma soluble, y que, por 
lo tanto, la cantidad de proteína que se agrega en forma de cuerpos de inclusión aumenta. 
Nuestros resultados son congruentes con los reportados puesto que la producción de la 
toxina Ntx1 (~10 kDa) se ve favorecida conforme la temperatura de inducción fue mayor. 
En los carriles 5 y 7 de la Figura 9 se indica que a 37 °C la producción general de 
proteína aumenta, de la misma manera que aumenta la producción de la Ntx1, tal como es 
indicado por las fechas. 
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FIGURA	 9.	 Ntx1	 en	 M15:	 efecto	 de	 la	 temperatura.	 SDS-PAGE	 AL	 15%.	 Carril	 1.-	 Marcador	 de	 masa	
molecular.	Carril	2.-	Clona	6	sin	inducir	(control).		Carril	3.-	Clona	6	a16	°C	.	Carril	4.-	Clona	6	a	30	°C.	
Carril	5.-	Clona	6	a	37	°C.	Carril	6.-	Clona	8	sin	inducir	(control).	Carril	7.-	Clona	8	a	16	°C.	Carril	8.-	
Clona	8	a	30	°C.	Carril	9.-	Clona	8	a	37	°C.	

	
	 Finalmente, como hemos mencionado, la temperatura es un factor muy importante 
en la producción de proteínas recombinantes. Los resultados obtenidos indican que a 
temperaturas menores de 30 °C la cantidad de proteína producida disminuye. Sin 
embargo, como se indicó en la parte introductoria del presente trabajo, la expresión 
recombinante de proteínas a temperaturas superiores a los 30 °C y la 
sobreproducción/sobrexpresión, vienen acompañadas de anormalidades en el plegamiento 
(Figura 10B). Es por ello que decidimos determinar el efecto de la temperatura en la 
producción de proteína soluble –bien plegada- o en forma de cuerpos de inclusión –
anormalmente plegada-. Tomando en cuenta lo mencionado, se decidió explorar la 
capacidad de las células M15 de producir proteína soluble. Para ello, buscamos la banda 
esperada (~10 kDa) en las fracciones solubles, y también en los cuerpos de inclusión. Los 
cultivos fueron de 500 mL en donde se utilizaron 0.025mM de IPTG y temperaturas de 
37, 30 y 16 °C.  
 

Los resultados obtenidos son consistentes con lo recién mencionado, ya que se 
observa que la intensidad de la banda esperada (~10 kDa) en la Figura 10A, disminuye 
en las fracciones solubles cuando la temperatura aumenta. Por otra parte, la banda de las 
fracciones que corresponde a los cuerpos de inclusión aumenta cuando aumentamos la 
temperatura, lo cual indica que la Ntx1 a temperaturas superiores a 16 °C se encuentra en 
cuerpos de inclusión. 
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Así, la temperatura que consideramos óptima para tener la mayor cantidad de 
Ntx1 soluble es 16 °C. Es importante establecer las condiciones convenientes de 
producción, ya que tener la proteína soluble (bien plegada) nos permitirá evaluarla con 
precisión, y poder, finalmente, describir sus propiedades bioquímicas. 

 
	A)																																																																																																											B)	
	

	
FIGURA	10.	Ntx1:	fraccion	soluble	e	insoluble.	SDS-PAGE	al	15%	de	la	fracción	soluble	(SN)	e	insoluble	(IB)	de	
cultivos	M15	expresando	la	Ntx1	a	diferentes	temperaturas.	Condiciones	reductoras.	M15;	0.025	mM	IPTG;	
500	mL	de	medio.	Se	probaron	2	clonas.	Gel	A)	Carril	1.-	Marcador	de	masa	molecular;	Carril	2.-	SN,	Clona	6	a	
16	°C;	Carril	3.-	IB,	Clona	6	a	16	°C;	Carril	4.-	SN,	Clona	6	a	30	°C;	Carril	5.-	IB,	Clona	6	a	30	°C;	Carril	6.-	SN,	Clona	
6	a	37	°C;	Carril	7.-	IB,	Clona	6	a	37	°C;	Carril	8.-	SN,	Clona	8	a	16	°C;	Carril	9.-	IB,	Clona	8	a	16	°C;	Carril	10.-	SN,	
Clona	8	a	30	°C;	Carril	11.-	IB,	Clona	8	a	30	°C.	B)	Carril	1.-	IB,	Clona	8	a	37	°C;	Carril	2.-	SN,	Clona	8	a	37	°C.	

 
 Recordemos que la Ntx1 contiene una secuencia en el N-terminal que permite su 

purificación mediante una columna de afinidad (His-Tag/ Ni2+). Se repitieron los ensayos 
anteriores bajo las condiciones en las que se obtuvo la Ntx1 de forma soluble. Dicha 
fracción se pasó por una columna de afinidad que contiene Ni2+(se hizo recircular la 
fracción al menos tres veces). Posteriormente, se realizó un lavado con 5 volúmenes de 
una solución de PBS pH8 25 mM Imidazol. Finalmente, como se describe en Material y 
Métodos, se utilizó volúmenes de 1mL de una solución de PBS pH 8 250 mM Imidazol 
para escindir la proteína unida a la fase sólida de la columna. Se colectaron dichas 
fracciones y se analizaron por electroforesis. Los datos obtenidos revelan que la cepa 
M15, transformada con el vector pQE-30, crecida e inducida a 16 °C con una 
concentración de inductor de 0.025 mM, produce la Ntx1 tanto de manera soluble como 
insoluble, como se ve en los carriles 4 y 5 de la Figura 11; sin embargo, la cantidad 
producida es tan baja que no puede ser visualizada en SDS-PAGE. El experimento 
anterior se repitió tres veces, todos en cultivos de 500 mL e incluso de 1 L, y se 
determinó que M15 no sobre expresa la Ntx1. También, se pudo determinar que la 
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proteína expresada en forma soluble o cuerpos de inclusión, dada su baja producción, se 
pierde en el proceso de purificación por lo que no es posible visualizarla en los carriles 6-
9 de la Figura 11. Por lo anterior, M15, bajo las condiciones analizadas, no es una opción 
viable para la producción y obtención de la Ntx1. 
	

	
FIGURA	11.	Purificación	de	la	Ntx1.	SDS-PAGE	al	15%	en	condiciones	reductoras.	M15;	0.025	mM	IPTG.	500	
mL	medio.	Carril	 1.-	Marcador	 de	masa	molecular.;	Carril	 2.-	 Sobrenadante	 de	 células	 sin	 inducir;	Carril	 3.-	
fraccion	 insoluble	de	 las	células	sin	 inducir;	Carril	 4.-	Células	 inducidas,	SN;	Carril	 5.-	Células	 inducidas,	peller;	
Carril	6.-	Fracción	1;	Carril	7.-	Fracción	2;	Carril	8.-	Fracción	3;	Carril	9.-	Fracción	4.	

Finalmente, el vector de expresión pQE30-Ntx1 purificado a partir de las células 
M15, se usó para transformar células de las cepas Origami, XL1-BLUE y BL21: los 
resultados fueron similares a los obtenidos con la cepa M15 (datos no mostrados), por lo 
que concluimos que es posible expresar la Ntx1; sin embargo, la concentración de 
proteína es tan baja que no es posible obtenerla al final de los procesos de purificación.  
 
B. Ntx2  
 

 El protocolo de clonación y expresión para la Ntx2 fue igual al que se usó para la 
Ntx1. Resumiendo: Usamos el vector de expresión pQE30-Ntx2 para transformar células 
quimiocompetentes Origami® y BL21. 

Para el caso de Origami® la eficiencia de transformación fue mayor que lo 
observado con las otras cepas, por ello se seleccionaron la mayor cantidad de colonias 
posibles y se crecieron por 12 horas a 37 °C, y se indujeron con una concentración de 
1mM de IPTG. Se realizaron geles de poliacrilamida SDS al 15% para poder identificar 
la colonia que mejor expresaba la Ntx2 (banda esperada ~8.8 kDa). 
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FIGURA	12.	Ntx2:	tamizado	de	expresión	en	Origami.	Carriles	1-9-	Colonias	1-9.	

	
	 Con base en lo observado en la Figura 12, las colonias 3, 5, 7, 8 y 9 producen la 
banda esperada de 8.8 kDa; sin embargo, la colonia 9 fue la que expresó en mayor 
cantidad la Ntx2. En seguida, siguiendo con los protocolos y recomendaciones indicadas 
en la literatura (Hochkoeppler, 2013), decidimos hacer pruebas de expresión de la colonia 
9 bajo tres concentraciones diferentes del inductor IPTG (0.1, 0.5 y 1 mM). El 
experimento nos permite evaluar la cantidad mínima del inductor que desencadena la 
expresión de la Ntx2 sin afectar la biomasa, ya que en experimentos con cepas como 
M15, XL1-Blue y BL21, pudimos constatar que concentraciones superiores a 0.1 mM de 
IPTG inhiben el crecimiento de las células, lo que pudiese traducirse en una menor 
cantidad de proteína expresada para un volumen de cultivo dado. 
	

Tomando en cuenta los resultados anteriores con la NTx1, las pruebas de 
expresión corrieron a una temperatura de 37 °C por 12 h, ya que es la temperatura y 
tiempo óptimos para la expresión de la proteína recombinante, todos en cultivos de 500 
mL. Así, el experimento nos permitió evaluar la expresión de la proteína con relación a la 
concentración del inductor bajo condiciones óptimas de crecimiento. Los resultados de 
dicho experimento fueron evaluados cualitativamente por medio de geles de 
poliacrilamida. De igual manera, ya que nuestra proteína contiene una secuencia de 6 
histidinas (6xHis Tag), fuimos capaces de evaluar su producción mediante ensayos de 
inmunodetección, usando como herramienta un anticuerpo anti-hisTag. Lo anterior se 
puede visualizar en la Figura 13. 
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																A)																																																													B)	

	
FIGURA	13.	Ntx2:	efecto	del	inductor.	SDS-PAGE	al	15%.	Expresión	de	Ntx2	bajo	diferentes	concentraciones	de	
IPTG.	Condiciones	reductoras.	A)	Carril	1.-	Marcador	de	masa	molecular.;	Carril	2.-	Células	sin	inducir,	control;	
Carril	3.-	Células	inducidas,	0.1mM	IPTG;	Carril	4.-	Células	inducidas,	0.5	mM	IPTG;	Carril	5.-	Células	inducidas,	1	
mM	IPTG.	B)	Western	blot	1.	IgG	Rabbit	anti-His.	Carril	1.-	Marcador	de	masa	molecular.;	Carril	2.-	Células	sin	
inducir,	 control;	Carril	 3.-	 Células	 inducidas,	0.1mM	 IPTG;	Carril	 4.-	Células	 inducidas,	 0.5	mM	 IPTG;	Carril	5.-	
Células	inducidas,	1	mM	IPTG	

En la Figura 13A se observa que la Ntx2 se expresó bajo las diferentes 
concentraciones de IPTG; también, se pudo corroborar lo anterior mediante un anticuerpo 
que reconoce el His-Tag. Bajo el mismo método, es claro que la Ntx2 puede formar 
multímeros cuya asociación no se ve afectada bajo las condiciones reductoras, como se 
ve en la Figura 13B. También, se determinó de manera cualitativa una expresión basal, y 
además diferencial tanto en el gel como en la inmunodetección de una banda con un masa 
aparente de entre 8.8 kDa, que corresponde a la proteína de interés. Es relevante 
mencionar que nuestros resultados demuestran que la concentración del inductor bajo las 
condiciones del experimento no influyó en la expresión de la NTx2. De igual modo, es 
importante recalcar que trabajos citados previamente proponen que, una vez probadas 
diferentes concentraciones de inductor, es altamente recomendable utilizar la 
concentración mínima que exprese la proteína en concentraciones útiles para el 
investigador, ello porque una sobre producción podría promover la formación de 
agregados insolubles (Lebendiker and Danieli, 2014). Por dicha razón, a partir de este 
experimento se concluyó que 0.1 mM de IPTG fue la concentración de inductor adecuada 
para nuestros fines.  

 
	 El paso siguiente fue expresar la Ntx2 bajo las condiciones determinadas como 
óptimas para su producción de manera soluble. Por lo tanto, al igual que en los 
experimentos con la Ntx1, la colonia 9 fue crecida a 37 °C hasta que alcanzó una 
densidad óptica cercana a 0.6 medida a 600 nm (O.D 600 nm = ~0.6). Una vez alcanzada 
dicha densidad, se llevó a cabo la inducción con 0.1 mM de IPTG a 16 °C por 24 h, 
siempre en cultivos de 1 litro. Al término de la inducción, las células se cosecharon y se 
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procesaron de la misma forma que fue descrita en la sección de Material y Métodos. De 
esta manera se pudo obtener el sobrenadante (proteína soluble) y los cuerpos de 
inclusión. Resumiendo: se hizo circular tres veces la fracción soluble por una columna de 
Ni2+. Seguido de ello, se usaron cinco volúmenes de una solución de PBS pH 8 25 mM 
Imidazol para escindir la proteína unida de manera inespecífica a la fase sólida de la 
columna. Finalmente, se utilizaron volúmenes de 1 mL de PBS pH 8, 250 mM Imidazol 
para separar completamente la proteína de interés. Y se colectaron dichas fracciones y se 
analizaron por inmunodetección. 
 

Nuestros resultados revelan que Origami®, transformada con el vector pQE30-
NTx2, crecida e inducida a 16 °C con una concentración de inductor de 0.1mM, produce 
la Ntx2 tanto de manera soluble como insoluble. Primeramente, la cepa Origami®, en 
ausencia del vector pQE-30-Ntx2, no es capaz de producir proteínas que sean detectadas 
mediante un anticuerpo IgG anti His como se observa en la Figura 14. Por el contrario, 
una vez en presencia del inductor, las células transformadas expresan la Ntx2 (Figura 14, 
carril 3), la cual -en su mayoría- se va a cuerpos de inclusión (Figura 14, carril 4) y una 
pequeña fracción se mantiene como proteína soluble (Figura 14, carril 5) que puede ser 
escindida de la columna de Ni2+ con 250 mM de Imidazol (Figura 14, carril 6). 

	
		

	
FIGURA	 14.	 Ntx2:	 Inmunodetección.	 IgG	 Rabbit	 anti-His	 Carril	 1.-	Marcador	 de	 masa	 molecular.;	 Carril	 2.-	
Células	sin	pQE-30;	Carril	3.-	Células	inducidas;	Carril	4.-	IB,	células	inducidas;	Carril	5.-SN,	Células	inducidas,	SN;	
Carril	6.-	Fracción	1;	Carril	 7.-	Fracción	2;	Carril	8.-	Fracción	3;	Carril	 9.-	Fracción	4;	Carril	 10.-	Fracción	5.	
Anticuerpo:	IgG	Rabbit	anti-His.	

	
La cantidad de Ntx2 obtenida de la fracción soluble es insuficiente para realizar 

ensayos de actividad. Por ello, se evaluó su producción en otras cepas, como, por 
ejemplo, BL21: 
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 Una vez transformadas, las colonias BL21/pQE30-Ntx2 positivas se crecieron de 
manera independiente por 12 horas a 37 °C en 3 mL de medio, con una concentración de 
IPTG de 1 mM. Posteriormente, con la finalidad de identificar la colonia con mejor 
expresión (banda esperada ~8.8 kDa), se tomó 1 mL de medio de cada muestra, los cuales 
se analizaron en geles de poliacrilamida SDS al 15% y por inmunodetección, los cuales 
corresponden a la Figura 15 y 16, respectivamente. De acuerdo con lo observado en la 
Figura 15, la cepa BL21 expresa la proteína de interés, no obstante, consideramos que 
las colonias 12 y 15 generan una proteína identificada por encima del marcador de masa 
molecular de 7 kDa, que da una mayor intensidad en el ensayo de inmunodetección de la 
Figura 16. Además, según las características genotípicas de la cepa, BL21 tiene la 
capacidad de expresar proteínas ricas en puentes disulfuro de forma soluble bajo 
promotores débiles, como el T5 que utiliza pQE30. Por ello, decidimos evaluar la 
expresión de la Ntx2 tanto en su forma soluble como en cuerpos de inclusión. Para ello se 
emplearon las colonias 11 y 15 y cultivos de 1 L bajo condiciones favorables para su 
expresión de forma soluble. La Figura 17 nos muestra que, a pesar de lo argumentado 
previamente, la Ntx2 se expresa favorablemente en forma de cuerpos de inclusión. 

	
	

	
Figura	15.	Ntx2:	expresión	en	BL21	SDS-PAGE	15%.	Tamizado	de	dieferentes	colonias	transformadas	con	el	
pQE-30Ntx2.	Condiciones	reductoras..	Carril	1.-	Marcador	de	masa	molecular;	Carriles	2-15	.-	Colonias	2-15.	
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FIGURA	16.	Ntx2:	inmunodetección	en	BL21.Expresión	de	la	Ntx2	en	diferentes	colonias	de	BL21.	IgG	Rabbit	
anti-His.	Carril	1.-	Marcador	de	masa	molecular	Carriles	2-15	-		Colonias	2-15	

	
	
	
	

	

FIGURA	 17.	 Ntx2:	 cuerpos	 de	 inclusión	 y	 proteína	 soluble.	
Inmunodetección	de	la	Ntx2	en	cuerpos	de	inclusión	(IB)	y	
proteína	 soluble	 (SN).	 Carril	 1.-	 Marcador	 de	 masa	
molecular;	Carril	2.-	IB,	colonia	12	Carril	3.-	Colonia	12,	SN;	
Carril	4.-	Colonia	15,	pastilla;	Carril	5.-	Colonia	15,	SN.	

	
	 	
	
	
	
	

	
En conclusión, al igual que para el caso de ORIGAMI®, XL1-blue y M15, la 

expresión de la Ntx2 en BL21 es baja. Además, de acuerdo al ensayo de inmunodetección 
correspondiente a la Figura 17, la mayoría de la proteína expresada se encuentra en 
forma de cuerpos de inclusión. Es posible manejar dichos agregados para obtener de ahí 
proteína útil; sin embargo, la cantidad de material que se requiere es por mucho mayor 
(Peternel et al., 2008) a lo que cualitativamente podemos observar. 
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C. LcNtx  
 
Con base a la experiencia generada en el presente trabajo, la línea celular que se 

decidió utilizar para las pruebas de expresión fue E coli Origami®. El protocolo de 
clonación y expresión para la LcNtx fue el mismo que el descrito en materiales y 
métodos. Resumiendo: usamos el vector de expresión pQE30-LcNtx para transformar las 
células quimiocompetentes Origami®.  
 

Una vez transformadas, las colonias Origami/pQE30-LcNtx positivas se crecieron 
de manera independiente por 12 horas a 37 °C en 3 mL de medio LB, con una 
concentración de IPTG de 1 mM. Posteriormente, para el tamizado de expresión (banda 
esperada ~8.8 kDa), se tomó 1 mL de medio de cada muestra y se analizaron en geles de 
poliacrilamida SDS al 15% en condiciones reductoras. 

	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
FIGURA	 18.LcNtx	 en	 Origami.	 SDS-PAGE	 15%.	 Tamizado	 de	 dieferentes	 colonias	 transformadas	 con	 el	 pQE-30-
LcNtx	en	condiciones	reductoras.	ORIGAMI	mM	IPTG;	37	ºC.	Carril	1.-	Marcador	de	masa	molecular	Carriles	2-7	.-	
Colonias	2-7.	La	flecha	indica	la	banda	esperada.	

	
	 De acuerdo con lo observado en la Figura 18, consideramos que la colonia 5, 
correspondiente al carril 6, era la candidata para realizar pruebas de expresión en cultivos 
de volúmenes superiores. Así, dicha colonia se evaluó bajo las condiciones que se han 
considerado propicias para obtener la proteína de forma soluble. Además, también se 
evaluó el tiempo de inducción como un parámetro adicional: 12 y 24 h. Los pasos fueron 
los siguientes: las células se crecieron en 500 mL del medio de cultivo MLB a 37 °C 
hasta alcanzar la fase logarítmica de crecimiento (O.D 600 nm= 0.6). Posteriormente, la 
expresión se llevó a cabo a 16 °C con 0.1 mM IPTG. Se tomaron muestras a las 12 y 24 h 
post-inducción. Cada muestra fue evaluada de manera cualitativita por medio de geles de 
poliacrilamida SDS al 15% en condiciones reductoras. Se analizaron los cuerpos de 



	 73	

inclusión, así como la fracción soluble. La banda esperada (~8.8 kDa) que corresponde a 
la neurotoxina consenso de cadena larga LcNtx fue abundante en ambas fracciones a 12 y 
24 h; no obstante, como se puede observar en la Figura 19, la cantidad de proteína 
observada fue mayor a 24 h en su forma de cuerpos de inclusión (carril 9). 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
FIGURA	 19.	 LcNtx:	 cinética	 de	 expresión.	 SDS-PAGE	 15%.	 Cinética	 de	 expresión	 de	 la	 LcNtx	 a	 12	 y	 24	 h.	
Condiciones	reductoras.	ORIGAMI	0.1	mM	IPTG	16	ºC.	500	mL	medio.		Carril	1.-	Marcador	de	masa	molecular.;	
Carril	2.-	Células	sin	inducir;	Carril	3.-	fraccion	soluble	de	las	células	a	12	h;	Carril	4.-	Cuerpos	de	inclusión	12	h;	
Carril	5.-	Fracción	soluble	purificada	por	afinidad	a	Ni+a	12;	Carril	6.-	Vacio;	Carril	7.-	Lisado	total	de	células	a	24	
h;	Carril	8.-	Fracción	soluble	de	 las	células	a	24	h	 ;	Carril	9.-	Cuerpos	de	 inclusión	a	24	h;	Carril	10.-	Fracción	
soluble	purificada	por	afinidad	a	Ni+ 

 Los cuerpos de inclusión recuperados a 24 h, se trataron con el detergente 
sarcosil, siguiendo el protocolo que se describe en Material y Métodos (Peternel et al., 
2008), y la fracción soluble se purificó con una columna de afinidad (Figura 20). 
	

	
	
	
FIGURA	 20.	 LcNtx:	 cuerpos	 de	 inclusión.	 SDS-PAGE	
15%.	 Cuerpos	 de	 incusión	 solubilizados.	
Condiciones	reductoras.	Carril	1.-	Marcador	de	masa	
molecular.;	 Carril	 2.-	 Cuerpos	 de	 inclusión	 lavados;	
Carriles	 3-7.-	 fraccion	 soluble	 escindida	 de	 una	
columna	de	afinidad	a	Ni+2	;	Carril	8.-	Efluente	cuerpos	
de	inclusión.		
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FIGURA	21.	LcNtx:	RP-HPLC.	Perfíl	cromatográfico	de	la	fraccion	soluble	LcNtx.	La	flecha	indica	la	

fracción	que	corresponde	a	la	toxina	LcNtx	

La producción de la LcNtx, que se recuperó de la fracción soluble a 12 y 24 h, y 
que se purificó por RP-HPLC no ha sido mayor a 50 µg/500 mL de cultivo. Además, la 
proteína no ha sido tóxica en ratones en dosis de hasta 10 µg/ratón (con una flecha se 
indica en la Figura 21 la muestra probada).  
 
 Es importante hacer mención que es posible mejorar y escalar el bioproceso con 
la finalidad de obtener la mayor cantidad de proteína en su forma soluble; sin embargo, 
un método que permite economizar recursos y ahorrar tiempo es el uso de otras líneas 
celulares. Por ejemplo, nuestra construcción genética pQE30-LcNtx se usó para 
transformar células de E. coli sHuffle® T7, la cual es una cepa K12 que expresa de 
manera constitutiva genes cromosomales que codifican para proteínas chaperonas 
implicadas en el proceso redox de la célula. Brevemente, la cepa SHuffle T7, dentro de 
sus características más sobresalientes, se encentran, por un lado, la depleción de genes 
que codifican para proteasas responsables de la degradación de proteínas mal plegadas; 
por otro lado, la expresión a nivel de citoplasmático de enzimas del sistema Dsb 
involucradas en la formación de puentes disulfuro en el periplasma (vía oxidativa) y su 
correcto plegamiento (DsbC). Todo esto nos llevó a considerar dicha cepa como un 
sistema atractivo para expresar la LcNtx rica en puentes disulfuro. 
 

Las células se transformaron, y mediante una doble selección se colectaron 
aquéllas capaces de crecer en un medio con kanamicina y ampicilina (resistencia propia 
de la cepa y resistencia brindada por el vector de expresión, respectivamente). En el 
tamizado de expresión, analizado en la Figura 22, se observa que todas las colonias 
seleccionadas incorporaron la construcción genética, lo cual comprueba la homogeneidad 
de nuestro material genético (construcción pQE30-LcNtx) y la facilidad por parte de las 
células de retener el material incorporado. De la misma manera, se realizaron ensayos de 
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expresión bajo condiciones previamente establecidas (ver más adelante el caso de la 
toxina de cadena corta ScNtx) como óptimas para la expresión de proteínas ricas en 
puentes disulfuro: 16 oC por 12 horas, cultivo de 50 mL de cultivo tipo LB. 
 

A)                                        B) 

 
 

FIGURA	 22.	 LcNtx:	 SHuffle	 T7.	SDS-PAGE	 12.5%	 en	 condiciones	 reductoras.	 A)	 Carril	 1-	marcador	de	masa	
molecular	 (MWM),	carriles	 2	 –	 9,	 tamizado	de	 expresión	de	9	 colonias	E.	 coli	 SHuffle	T7	 transformadas	 con	 la	
construcción	 PQE30-LcNtx;	 la	 flecha	 indica	 la	 banda	 proteica	 esperada	 B)	 Expresión	 de	 la	 LcNtx;	 carril	 1.-	
marcador	de	masa;	carril	2.	Impurezas;	carril	3.-	lisado	total	de	células	sin	inducir;	carril	4,	fracción	soluble	de	
células	 inducidas;	carril	 5,	 fracción	 insoluble	de	 células	 inducidas;	carril	 6,	 fracción	purificada	por	 columna	de	
níquel	 agarosa.	 En	 recuadro	 se	 indica	 la	 presencia	 de	 la	 proteína	 esperada	 en	 forma	monomérica	 y	 dimérica	
(comprobado	por	western	blot).	

	
La LcNtx que se purificó por cromatografía de afinidad, se sometió a un segundo 

paso de purificación: RP-HPLC. La identidad de la LcNtx se corroboró por 
espectrometría de masas (8,912 Da). No obstante, aún falta por mejorar y escalar el 
bioprocesso, ya que la proteína obtenida hasta el momento (~50µg/L) no es suficiente 
para realizar su evaluación biológica (letalidad) ni imunogénica. Para ello debe tomarse 
las cepas Origami y SHuffle T7, transformadas con la construcción pQE30-LcNtx, y 
someterse a condiciones de sobre expresión, ya que a pesar de que generan un 
rendimiento bajo, la proteína se encuentra soluble. El mejoramiento consistirá en someter 
dichas líneas celulares a las condiciones, definidas en el presente trabajo, de sobre 
expresión: el medio de cultivo MLB (Ver caso ScNtx) en volúmenes de 1 L. Para el caso 
de SHuffle T7 los ensayos deben realizarse en medios frescos que no involucren 
almacenamiento celular, ya que pudimos determinar que esto afecta la producción de 
proteína (datos no mostrados). Una vez expresada, la LcNtx podrá ser evaluada in vivo 
mediante su capacidad letal y, además, in vitro por su habilidad de reconocer a receptores 
nicotínicos de acetilcolina del tipo neuronal y muscular. Esto último en ensayos 
electrofisiológicos que emplean ovocitos de rana (Xenopus laevis) transfectadas con 
mensajeros (ARN) codificantes de los subtipos de canales mencionados (Carbajal-
Saucedo et al., 2013). 
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D. Péptidos consenso LcP1 y LcP2  
 
 Una vez adquiridos, los péptidos denominados LcP1 y LcP2 fueron analizados y 
purificados por HPLC de fase reversa, en un gradiente de 0-60 % de acetonitrilo en una 
columna semi-preparativa C8, tal como se describe en Material y Métodos. Todas las 
fracciones se colectaron y se determinó la masa molecular de cada una de ellas. Se 
determinó que las mayoritarias, mostradas en las Figuras 23 y 25, representan a LcP1 y 
LcP2 con masas de 2812 Da y 3492 Da, respectivamente. Los péptidos fueron re-
purificados en una columna analítica C18 bajo las mismas condiciones. Ver las Figuras 
24 y 26. 
 

	
	

	

	

	

	

	

	

	

	

FIGURA	23.	LcP1:	purificación.RP-HPLC,	perfíl	cromatográfico	del	producto	de	la	síntesis	del	LcP1.	Se	
señala	la	fracción	que	corresponde	al	LcP1	(2812	Da):	NVCYTKTWCDAFCSSRGKVVELGCAA	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

FIGURA	24.	LcP1.	RP-HPLC.	Pérfil	cromatrográfico	del	LcP1.	LcP1	
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FIGURA	25.	LcP2:	purificación.	RP-HPLC.	Perfíl	cromatográfico	del	producto	de	la	síntesis	del	LcP2.	Se	
indica	la	fracción	LcP2	(3492	Da):		QTCPPGENVAYTKTWCDAFCSSRGKVVELGCAA.	

	
	
	
	

	
FIGURA	26.	LcP2.	RP-HPLC.	Pérfil	cromatrográfico	del	LcP2.	Se	indica	la	fracción	colectada	que	corresponde	al	
péptido	LcP2	

	
1.1 LcP1 y LcP2 como inmunógenos 

 
 Los péptidos purificados se usaron para inmunizar conejos. Se diseñó un esquema 
de inmunización (Tabla 7) que contempló el uso alterno de adyuvantes y dosis 
constantes de cada péptido. Al termino del esquema, se determinó la capacidad de los 
sueros de reconocer de manera específica a los péptidos homólogos en pruebas de 
ELISA.  
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El péptido denominado LcP1 tuvo la capacidad de evocar la respuesta inmune 
humoral en conejos. A lo largo del esquema de inmunización, la respuesta medida como 
la producción de anticuerpos específicos anti-LcP1 incrementó (gráfica 1). El aumento 
sustancial de títulos comenzó a partir de la tercera semana y se mantuvo hasta la semana 
12, en donde hubo aumento exponencial hasta el término del esquema. 
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

Gráfica	1.	Evolución	de	 los	 títulos	de	anticuerpos	de	 conejo	 contra	LcP1.	Títulos	promedio	de	 las	diferentes	
sangrías	(1-16)	de	conejos	inmunizados	con	LCP1.	

	
LcP2 por su parte, comparado con LcP1, es más efectivo como inmunógeno. La 

producción de anticuerpos específicos se presentó de tal forma que pudo detectarse en el 
inmunoensayo diseñado a partir de la semana 3, que siguió con la misma tendencia hasta 
la semana 14 como se muestra en la gráfica 2. 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
Gráfica	2.	Evolución	de	 los	 títulos	de	anticuerpos	de	 conejo	 contra	LcP2.	Títulos	promedio	de	 las	diferentes	
sangrías	(1-16)	de	conejos	inmunizados	con	LcP2.	

 
Los péptidos sintéticos LcP1 y LcP2 fueron inmunogénicos. Los sueros anti-LcP1 

y anti-LcP2 tuvieron la capacidad de reconocer a los péptidos homólogos en ensayos in 
vitro. Es importante evaluar la efectividad los antisueros. 
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1.2 Efectividad de los sueros anti-LcP1 y LcP2 
 
 Se evaluó la capacidad de los sueros Anti-LcP1 y Anti-LcP2 de reconocer y 
neutralizar los efectos tóxicos y letales de tres venenos de elápidos. Como es descrito en 
Material y Métodos: volúmenes variables de antisuero de la última fecha son incubados 
con la cantidad de veneno correspondiente a 3xDL50. Para ello, fue necesario determinar 
la DL50 de los venenos empleados. El resultado fue: Naja haje (4.1 µg/ratón), 
Dendroaspis polylepis (5.3 µg/ratón), Ophiophagus hannah (11.5 µg/ratón) y 14 µg de la 
fracción VI del veneno de Micrurus tener (correspondiente a una alfa neurotoxina de 
cadena corta, MlatA1 y algunas otras moléculas de naturaleza proteica (Carbajal-Saucedo 
et al., 2013). Los sueros de los conejos anti-LcP1 se mezclaron e incubaron por separado 
con 3xDL50 de veneno: Naja haje (12.3 µg), D. polylepis (15.9 µg), O. hannah (34 µg) y 
42µg de la fracción VI. Se probaron 100, 200, 300 y 400 µL del antisuero para cada 
veneno. De igual manera, en el caso de los sueros anti-LCP2, se mezclaron e incubaron 
100, 200, 300 y 400 µL con las 3xDL50 correspondientes a cada veneno. Como control 
positivo se utilizó el antiveneno correspondiente para cada veneno: INOSERP MENA, 
INOSERP, INDU y Coralmyn, respectivamente. Se registró el porcentaje de sobrevida a 
los 30 min, y a las 1, 2, 12 y 24 h post-aplicación. Es importante señalar que el volumen 
máximo de suero pre-inmune (400 µL) no tuvo efecto sobre la letalidad de ningún 
veneno o fracción empleada (control negativo). 
 

Los resultados señalan que el suero anti-LcP1 no es tan efectivo como los 
antivenenos comerciales, ya que utilizando la dosis máxima de antisuero (400 µL) no se 
obtuvo el 100 % de sobrevida. Mientras que, para todos los casos, menos de 100 µL del 
antiveneno fueron suficientes para prevenir la muerte del grupo control. Sin embargo, es 
importante señalar que para Naja haje y D. polylepis, sí se encontró protección parcial 
contra el veneno; es decir, que se pudo prolongar la sobrevivencia más allá de los 30 min, 
pero no más de las 12 h (Gráficas 3 y 5). El efecto protector fue más evidente para el 
caso de Ophiophagus hannah en donde hubo protección y sobrevida del 40% de los 
individuos hasta el final del experimento (Gráfica 2). Interesantemente, el suero no 
neutraliza el efecto letal de la alfa neurotoxina de cadena corta MlatA1 (Gráfica 4). 

	
	
	

	
	

	
	

	
	
										Gráfica	3.	Anti-Lcp1	vs	N.	haje.																																																													Gráfica	4.	Anti-Lcp1	vs	Fracción	IV	
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										Gráfica	5.	Anti-LcP1	vs	D.	polylepis.																											Gráfica	6.	Anti-LcP1	vs	O.	hannah.	

 
El suero Anti-LcP2, por su parte, cuando es comparado con el Anti-LcP1, es 

menos efectivo neutralizando el veneno de Naja haje, ya que la dosis máxima de 
antisuero LcP2 (400 µL) previene la muerte del 40 % de la población a los 30 min pero 
no más allá de las 2 h (Gráfica 7). También, tienen un efecto positivo retardando la 
toxicidad del veneno de D. polylepis, el cual se presenta de forma terapéutica de manera 
dosis-dependiente a partir de 200 µL, ya que la dosis máxima puede prolongar la vida de 
más de la mitad de la población por más de 2 h y evitar la muerte al 20% hasta terminado 
el ensayo (Gráfica 8). Asimismo, el efecto protector del suero puede observarse para el 
caso del veneno de O. hannah, ya que posterga la muerte en una manera dosis-
dependiente, de tal manera que la dosis máxima de antisuero evita la muerte del 20 % de 
la población experimental (Gráfica 9). 
 

	
											Gráfica	7.	Anti-LcP2	vs	N.	haje.																																								Gráfica	8.	Anti-LcP2	vs	D.	polylepis.		

	
	
	
	
	
	
	
	
	
																																																																									Gráfica	9.	Anti-lcP2	vs	O.	hannah.		
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8.4 a-neurotoxinas de cadena corta, ScNtx 
 

El gen ScNtx, una vez ensamblado en el vector de expresión pQE30, se secuenció 
para corroborar su identidad. La construcción génica pQE30-ScNtx se usó para 
transformar células quimio-competentes E. coli cepa Origami®. Las células se 
seleccionaron por su resistencia a kanamicina y ampicilina (marcador de selección). Se 
realizó una prueba de expresión de las colonias que incorporaron el gen y se identificó 
que todas las células expresan la toxina consenso, ya que cualitativamente se identifica la 
sobre expresión de una proteína con masa molecular aparente que corresponde con el 
esperado para la ScNtx, y que se resalta en la Figura 27; así mismo, comprobamos su 
identidad mediante un anticuerpo Anti-His en un ensayo de inmunodetección, 
correspondiente a la Figura 28. 
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
FIGURA	27.	ScNtx:	tamizado	de	expresión.	SDS-PAGE	15%.	Tamizado	de	diferentes	colonias	de	Origami®	
transformadas	con	el	pQE-ScNtx.	Condiciones	reductoras.	1	mM	IPTG	37	ºC.	Carriles	2-9.-	Colonias	1-8.	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
FIGURA	28.	ScNtx:	inmunodetección.	Identificación	de	la	ScNtx	mediante	un	IgG	Conejot	anti-His.	Carril	1.9-	
Colonias	1-9.	
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	 Todas las colonias crecidas en el medio de selección sobre-expresan la proteína 
ScNtx. Ahora, con la finalidad de evaluar el estado estructurado de la ScNtx, se procedió a 
analizar su presencia en la fracción soluble o en cuerpos de inclusión del lisado celular. 
Para ello, las células se crecieron, se indujeron y se cosecharon en las condiciones 
descritas en la literatura como óptimas para su expresión de manera soluble: 0.1mM 
IPTG a 16 °C por 24 h. Los resultados indican que la proteína, bajo dichas condiciones, 
se expresó tanto de manera soluble (ver la Figura 29) como en forma de cuerpos de 
inclusión (ver la Figura 30), siendo ésta última la más favorecida, como se puede 
concluir del análisis de las Figuras 31 y 32. 
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
FIGURA	29.	 ScNtx:	 fracción	 soluble.	SDS-PAGE	 15%.	 Fracción	 soluble	de	 la	ScNtx	purificada	 por	afinidad	a	
Ni2+.	Condiciones	reductoras.	Origami®.	0.1	mM	IPTG	16	ºC.	Carril	1.-	Marcador	de	masa	molecular.;	Carril	2.-	
Células	sin	inducir,	control;	Carril	3.-	Fracción	soluble	1;	Carril	4.-	Fracción	soluble	2;	Carril	5.-	Fracción	soluble	3;	
Carril	6.-	Fracción	soluble	7.	

	
	

	
	
	
FIGURA	 30.	 ScNtx:	 cuerpos	 de	 inclusión.	 SDS-PAGE	 15%.	 Cuerpos	 de	
inclusión	 tratados	 con	 6	 M	 GndCl.	 ScNtx	 purificada	 por	 afinidad	 a	
Ni2+.	Condiciones	reductoras.	Origami®.	0.1	mM	IPTG	16	ºC.	Carril	1.-	
Marcador	de	masa	molecular.;	Carril	2.-	Fracción	1	Carril	3.-	Fracción	2.	

	 	
	
	
	
	



	 83	

La producción de la ScNtx soluble pudo mejorarse al reducir el tiempo de 
inducción, de 24 h a 12 h, y disminuir la temperatura, de 37 a 16 oC. Lo anterior lo 
afirmamos al comparar los resultados de las Figura 31 y 32, en donde se percibe de 
manera cualitativa que la cantidad de proteína en forma de cuerpos de inclusión 
disminuyó al tiempo que aumentó en su forma soluble. 
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
FIGURA	31.	ScNtx:	mejoramiento	de	la	expresión.	SDS-PAGE	15%.	Fracción	soluble	de	la	ScNtx	purificada	por	
afinidad	 a	 Ni2+.	 Condiciones	 reductoras.	 Origami®.	 0.1	 mM	 IPTG	 16	 oC.	 Carril	 1.-	 Marcador	 de	 masa	
molecular.;	Carril	2.-	Células	sin	inducir,	control;	Carril	3.-	Fracción	soluble	1;	Carril	4.-	Fracción	soluble	2;	Carril	
5.-	Fracción	soluble	3;	Carril	6.-	Fracción	soluble	7.	Carril	7.-	Fracción	soluble	8.	

	
	
	
	
	
	
FIGURA	 32.	 ScNtx:	 cuerpos	 de	 inclusión	 solubilizados.	 SDS-PAGE	
15%.	 Cuerpos	 de	 inclusión	 tratados	 con	 6	 M	 GndCl.	 ScNtx	
purificada	 por	 afinidad	 a	 Ni2+.	 Condiciones	 reductoras.	
Origami®.	 0.1	 mM	 IPTG	 16	 oC.	 Carril	 1.-	 Marcador	 de	 masa	
molecular.;	Carril	2.-	Células	sin	inducir;	Carril	3.-	Fracción	1.	

	
	
	
	
	
	
	
	

La ScNtx soluble, purificada mediante una columna de afinidad, se sometió a un 
segundo paso de purificación: RP-HPLC. Para ello se empleó una columna C-18 con un 
gradiente de agua-acetonitrilo (en TFA 0.1 %) de 10-60 % en 60 min. El cromatográma, 
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que corresponde a la Figura 33, presenta una fracción mayoritaria, la cual se colectó y 
analizó por espectrometría de masas para determinar y corroborar la masa molecular de la 
ScNtx, la cual es de 8681 Da, que corresponde a la proteína en estado oxidado. 
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
FIGURA	33.ScNtx:	RP-HPLC.	Se	indica	la	fracción	colectada	cuya	masa	molecular	corresponde	a	la	ScNtx	oxidada.	

 
Los resultados demuestran que es posible generar la ScNtx de manera soluble. En 

la siguiente tabla se muestra la cantidad de proteína promedio obtenida por litro de 
cultivo. Dichos valores revelan que es posible obtener 2.8 mg de proteína cuando el 
tiempo de inducción es de 12 h, y 54 µg cuando es de 24 h, ya que en ese periodo se 
agregan en forma de cuerpos de inclusión. 

 
																																																	Tabla	9.	ScNtx:	Efecto	del	medio	de	cultivo	sobre	la	producción	de	proteína.	

	
 
Es importante señalar que la obtención de tales cantidades de proteína soluble es 

en parte gracias al uso del medio MLB (ver medios de cultivo en materiales y 
métodos), ya que al usar otros medios de cultivos la producción de proteína en general 
disminuye en varios ordenes de magnitud. De acuerdo a la literatura, el MLB puede 
contribuir a la acumulación de osmolitos dentro de la célula, los cuales ayudarían a 
estabilizar las proteínas a través de interacciones iónicas (apantallamiento), impidiendo la 
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agregación fruto de las interacciones hidrofóbicas intermoleculares (Sleator and Hill, 
2002).  

A. ScNtx: actividad biológica  
	
Con la finalidad de poder evaluar la letalidad de la ScNtx se determinó la dosis 

letal media de la toxina. El ensayo fue tal como se describe en la sección dosis letales en 
materiales y métodos. El resultado indica que a ScNtx es tóxica y tiene una dosis letal 
media de 3.8 µg/ratón (0.19 mg/kg) (gráfica 10). 
 

A)                                                           B) 

	
Gráfica	10.	ScNtx:	DL50.	Determinación	de	la	DL50	de	la	ScNtx.	A)	Ajuste	sigmoideo	dosis-respuesta	de	la	dosis	de	
veneno	(log	µg/ratón)	contra	el	porcentaje	de	mortalidad.	B)	DL50	(µg/ratón)	con	su	respectivo	intervalo	de	
confianza	y	R.2	

 
B. ScNtx: inmunogenicidad en conejos 

 
1.1 ScNtx como inmunógeno 

 
La ScNtx se usó y evaluó como inmunógeno; se inoculó vía intradérmica a un 

grupo de 3 conejos Nueva Zelanda blancos. El esquema de inmunización descrito en la 
Tabla 7, contempló dosis crecientes del inmunógeno en coadministración con diferentes 
adyuvantes. Durante el periodo de aplicación de la ScNtx, se colectaron muestras de 
suero. Al final, los conejos se sangraron a blanco y se determinó la reactividad de la 
mezcla Anti-ScNtx hacia la ScNtx. Finalmente, los resultados indican que la ScNtx es 
inmunogénica: a partir de la primera semana la respuesta inmune de los animales se 
perfiló hacia la producción de anticuerpos específicos contra la toxina. La respuesta 
incrementó hasta llegar a un título promedio de 22,000. En la Gráfica 11 se aprecia la 
evolución de la respuesta en términos de títulos de anticuerpos hacia el inmunógeno 
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Gráfica	11.	Títulos	de	anticuerpos	de	conejo	anti-ScNtx.	Evolución	de	los	títulos	de	anticuerpos	de	conejo	
contra	 la	 ScNtx.	 Títulos	 promedio	 de	 las	 diferentes	 sangrías	 de	 conejos	 inmunizados	 con	 la	 ScNtx	
mediante	el	reconocimiento	específico	del	antisuero	por	la	toxina.	(n=3).	

 
1.2 Efectividad del antisuero y reactividad cruzada. 

 
El ensayo de ELISA, en donde se evalúa el reconocimiento in vitro de la ScNtx, 

indica que es posible dirigir la respuesta inmune humoral hacia una toxina de tres dedos. 
De igual manera, el mismo hecho pudo ser evaluado mediante otro método, por ejemplo, 
el suero colectado después de la octava inmunización tuvo la capacidad de reconocer de 
manera para-específica toxinas de tres dedos de los venenos de Naja pallida, 
Dendroaspis polylepis y Dendroaspis viridis como lo demostramos en la Figura 34 
mediante un ensayo de inmunodetección de toxina de tres dedos dentro del veneno de 
elápidos. 	
	

	
	
FIGURA	 34.Conejo	 Anti-ScNtx:	 reactividad.	 Pérfiles	 electroforéticos	 de	 la	 toxina	 ScNtx	 y	 venenos	 de	
serpientes.	 10	 µg/carril.	 Condiciones	 reductoras.	Carril	 1.-	MWM;	 Carril	 2.-	 	 ScNTX;	 Carril	 3.-	Naja	 haje;	
Carril	4.-	Naja	pallida;	Carril	5.-	Dendroaspis	polylepis;	Carril	6.-	Dendroaspis	viridis;	Carril	7.-	Echis	ocellatus	
(control;	 vipérido	 sin	 toxinas	de	 tres	dedos).	Western	blot	6.	 Suero	anti-ScNtx.	Carril	1.-	Marcador	de	masa	
molecular.;	Carril	2.-	ScNTX;	Carril	3.-	Naja	haje;	Carril	4.-	Naja	pallida;	Carril	5.-	Dendroaspis	polylepis;	Carril	
6.-	Dendroaspis	viridis;	Carril	7.-	Echis	ocellatus	(control;	vipérido	sin	toxinas	de	tres	dedos.	
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El antisuero ScNtx de los 3 conejos se mezcló en volúmenes iguales (“Pooled”) y 
se usó para realizar ensayos de neutralización. Posteriormente, decidimos utilizar el 
volumen máximo de suero (400 µL) para ser incubarlo con 3 dosis letales medias de la 
toxina ScNtx (11.4 µg/ratón) (Gráfica 12). También, como referencia utilizamos las 
toxinas MlatA1 y rD.H. (toxinas de cadena corta con más del 80 % de homología en 
secuencia). 

	
												Gráfica	12.	Anti-ScNtx	vs	ScNtx.																																														Gráfica13.	Anti-ScNtx	vs	MlatA1		

Los resultados indican que los anticuerpos producidos contra la ScNtx son capaces 
de reconocer de manera específica a la neurotoxina consenso y algunas otras provenientes 
de elápidos africanos, como lo demostramos en la Figura 14; sin embargo, para el caso 
de la toxina de secuencia consenso, dicho reconocimiento no fue suficiente para 
neutralizarla de manera total. Como se muestra en las gráficas 12 y 13, existe retraso en 
el tiempo de muerte, lo que podemos entenderlo como atenuación del efecto tóxico tanto 
de la ScNtx como de la MlatA1 pero no una inhibición de su letalidad.		

	
	

	

	

	

	

	

	

	

	

	
	
	
Gráfica	14.Reconocimiento	in	vitro	de	a-neurotoxinas	en	venenos	de	elápidos.	El	suero	de	conejo	anti-ScNtx	tiene	la	
capacidad	 de	 reconocer,	 mediante	 ensayos	 de	 ELISA, a-neurotoxinas	 presentes	 en	 el	 veneno	 de	 elápidos	 de	 los	
generos	Micrurus,	Dendroaspis,	Naja	y	Ophiophagus.	
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Es imperativo recalcar que la mezcla de los sueros de conejo anti-ScNtx tiene la 
capacidad de reconocer in vitro a-neurotoxinas presentes en el veneno de serpientes del 
genero Micrurus, Naja, Dendroaspis y Ophiophagus. Dicha propiedad demuestra la 
universalidad del inmunógeno, ya que dichas serpientes tienen una distribución amplia: 
desde Micrurus fulvius (America del Norte) hasta M. surinamensis (America del Sur); 
igualmente, reconoce a-neurotoxinas en serpientes africanas (Dendroaspis polylepis) y 
asiatiacas (Naja kaouthia y Ophiophagus hannah) (Gráfica 14). Es igualmente 
importante mencionar que existen a-neurotoxinas que son exclusivas de ciertos géneros; 
por ejemplo, la secuencia MlatA1 sólo ha sido descrita para el género micrurus, por lo 
tanto, nuestros resultados sugieren fuertemente que el anti-ScNtx puede reconocer una 
amplia variedad de neurotoxinas de elápidos. 
 

Otro de los objetivos del trabajo fue evaluar la capacidad neutralizante del suero 
de conejo anti-ScNtx hacia la toxina consenso ScNtx (neutralización específica) y la 
neutralización para-específica hacia las recombinantes MlatA1 (a-neurotoxina de cadena 
corta descrita para Micrurus laticollaris) y rD.H (a-neurotoxina de micrurus diastema). 
De igual manera, se tiene antisueros específicos contra dichas toxinas, con lo cual se 
evaluó la capacidad de éstos para neutralizar a la ScNtx. El suero anti-MlatA1, por su 
parte, tuvo un ligero efecto atenuante sobre la ScNtx; igualmente, el suero Anti-ScNtx 
produjo el mismo efecto hacia la MLatA1 (Gráfica 12 y 13). El suero anti- rD.H tuvo 
efecto sobre la toxicidad de la ScNtx, pero a concentraciones muy altas (ver tabla 10). 
No obstante, los sueros individuales de los conejos anti-ScNtx sí pudieron reconocer a la 
toxina rD.H y además efectivamente neutralizarla. A continuación, en la tabla 10 se 
muestras los valores de las dosis efectivas media (DE50) determinadas. 

	
Tabla	10.	Efectividad	de	los	sueros	de	conejo	anti-ScNtx	

Toxina DE50 suero conejo 1  
µL/ratón (IC 95 %) 

DE50 suero conejo 2  
µL/ratón (IC 95 %) 

DE50 suero conejo 3 
µL/ratón (IC 95 %) 

 
ScNtx 440 (430 – 450) NN  NN 
MlatA1 NN NN NN 
rD.H 346 (320-350) 264 (250-275) 342 (335-350) 

Nota	 importante:	 La	 dosis	 efectiva	 del	 suero	 de	 conejo	 anti-rD.H	 contra	 la	 rD.H	 es	 de	 330	 µL/ratón,	 y	 de	 440	
µL/ratón	contra	la	ScNtx.		
NN=	No	neutraliza	con	450	µL/ratón.	
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C. ScNtx: inmunogenicidad en caballos 
 

La neurotoxina recombinante consenso de cadena corta ScNtx, se empleó como 
inmunógeno en un esquema de inmunización que involucró un grupo de tres equinos 
(n=3). En la Tabla 8 se describe el esquema de inmunización, el cual indica la cantidad 
de toxina por individuo, el tipo de adyuvante empleado, y el número de inmunizaciones. 

 
Posteriormente, para poder evaluar la respuesta humoral de los caballos hacia el 

inmunógeno, se tituló el suero de los caballos inmunizados. Para ello, por medio de 
ensayos tipo ELISA, se determinó el título de anticuerpos específicos contra el 
inmunógeno en 8 muestras colectadas a lo largo de 210 días. La evolución de la respuesta 
se señala en la gráfica 15.  

   
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
Gráfica	15.	ScNtx:	títulos	de	anticuerpos	de	caballo.	Evolución	de	los	títulos	de	anticuerpos	de	caballo	contra	la	
ScNtx.	 Títulos	 de	 las	 diferentes	 sangrías	 de	 caballos	 inmunizados	 con	 la	 ScNtx	 mediante	 el	 reconocimiento	
específico	del	antisuero	por	la	toxina.	Las	líneas	punteadas	corresponden	a	las	muestras	de	los	días	98,	145	y	205	
que	fueron	empleadas	para	los	ensayos	de	neutralización.	

	
La toxina ScNtx fue inmunogénica. Los caballos respondieron de manera positiva 

a las inmunizaciones; sin embargo, un individuo respondió de mejor manera que el resto 
de los integrantes del grupo (Grafica 15 Horse 2). El resultado es congruente con lo 
observado previamente en el laboratorio y lo comentado en ciertas publicaciones 
científicas (Xu et al., 2017), en donde existe una variación intrínseca al sistema biológico 
que promueve una mejor respuesta en algunos individuos; sin embargo, aún no existe en 
la literatura algún reporte que nos ayude a explicar de manera contundente la causa de 
dicho fenómeno. 
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1.1 Efectividad del suero de caballo 
 

El objetivo primordial del presente trabajo consistió en evaluar los sueros de 
caballo generados contra la ScNtx y determinar su mejoramiento en términos de potencia 
neutralizante contra el inmunógeno y contra otras a-neurotoxinas de cadena corta. Para 
ello, se emplearon los sueros, señalados en la Gráfica 15, correspondientes a los días 98, 
147 y 205 de cada caballo. Las toxinas de reto fueron la ScNtx (DL50 = 3.9 µg/ratón), 
MlatA1(DL50 = 19 µg/ratón), rD.H (DL50 = 3 µg/ratón) y P01424 (DL50= 1.2 µg/ratón). 
Se usaron dosis variantes de suero y el equivalente a tres dosis letales media de cada 
toxina. 
	

Tabla	11.	Efectividad	de	los	sueros	de	caballo	anti-ScNtx	

	

	

	
	

Los sueros de los caballos tuvieron la capacidad de neutralizar la letalidad de las 
a-neurotoxinas empleadas; de manera específica a la ScNtx y de manera para específica a 
la rD.H (83% similitud en secuencia con la ScNtx) y MlatA1 (80 % similitud). En todos 
los casos, la efectividad de los sueros mejoró conforme al tiempo; es decir, el suero del 
día 205 tuvo una mejor potencia neutralizante que el del día 98. También, se observa una 
correlación entre el título de anticuerpos y la potencia neutralizante de los sueros. Basta 
con observar el caso del caballo 2, el cual presenta un mayor título de anticuerpos, 
neutraliza de mejor manera a las neurotoxinas que el caballo 3, y éste, a su vez, mejor que 
el caballo 1 (comparar Gráfico 15 y los datos de la Tabla 11). Aquí es importante hacer 
mención que, tomando como argumento que el caballo 2 presentó la mejor potencia 

Toxina   DE50 caballo 1 anti-ScNtx, µL/ratón (IC 95%) 
Día 98  Día 147  Día 205  

ScNtx 420 (390 - 450) 390 (385 - 405) 355(335 - 365) 
MlatA1 Sin efecto 420 (400 – 440) 380 (360 - 400) 
rD.H Sin efecto 364 (344 -384) 342 (322 – 362) 

Toxina  DE50 caballo 2 anti-ScNtx, µL/ratón (IC 95%) 
Día 98  Día 147  Día 205  

ScNtx 350 (335 - 365) 85 (80 - 90) 95(80 - 110) 
MlatA1 400 (380 – 420) 115 (100 – 130) 140 (120 - 160) 
rD.H 320 (295 – 330) 76 (70 – 80) 86 (76 -86) 
P01424 No determinado 120 (110 - 130) 152 (140 – 180) 

Toxina   DE50 caballo 3 anti-ScNtx, µL/ratón (IC 95%) 
Día 98  Día 147  Día 205  

ScNtx 425 (410 - 440) 314 (310 - 320) 293 (273 - 313) 
MlatA1 Sin efecto 345 (330 – 350) 380 (360 - 400) 
rD.H 420 (395 – 430) 345 (260 – 290) 375 (75 -85) 
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neutralizante, se decidió determinar sus propiedades terapéuticas sobre una a-
neurotoxina asilada del veneno de Naja melanoleuca, referida como P01424. 
Interesantemente, las muestras empleadas, de los días 147 y 205, pudieron neutralizar el 
efecto letal de la P01424 (80 % de similitud en secuencia con la ScNtx). En ningún caso, 
para dosis superiores a la DE, los ratones mostraron cuadros de neurotoxicidad. Podemos 
concluir que la neutralización ocurrió de manera satisfactoria; es decir, no hubo cuadros 
clínicos que sugirieran una neutralización parcial. Además, los controles (veneno 
incubado con 400 µL de suero no inmune o pre-inmune), por su parte, sugieren que el 
reconocimiento y neutralización es específico, ya que dicho grupo desarrolla el cuadro 
clínico típico y los ratones murieren por paro respiratorio. 
 

2.1 Antiveneno experimental 
 

Debido a que la mayoría de los antivenenos disponibles en el mercado se basan en 
anticuerpos purificados o fragmentos de los mismos, decidimos emplear los sueros del 
caballo 2 de los días 147 y 205, que presentaron las mejores potencias de neutralización 
y los títulos más altos, para producir un antiveneno experimental basado en anticuerpos 
provenientes del suero fraccionado, de acuerdo con procedimientos estandarizados, 
mediante ácido caprílico (Rojas et al., 1994). Al finalizar, se obtuvo una solución de 
inmunoglobulinas de caballo que contenía 47 mg/mL de proteína. Posteriormente, la 
potencia de neutralización de estas inmunoglobulinas se evaluó frente a las a-
neurotoxinas ya mencionadas y una batería de venenos de elápidos que incluyen 
serpientes de América, Asia, África y oriente medio. Primeramente, se determinó la dosis 
letal media (DL50) de cada veneno, la cual se enlista en la primera columna de la Tabla 
12; posteriormente, se emplearon 3 DL50, y en algunos casos 5 DL50 y volúmenes 
variables de antiveneno (Ver 7.17 efectividad de los sueros) para determinar la dosis 
efectiva media, que se describe en µL y se indica en la segunda columna de la Tabla 12. 
Adicionalmente, la efectividad del antiveneno también se expresa como miligramos de a-
neurotoxina o veneno, y números de LD50 neutralizados por 1 mL de antiveneno. Dicha 
información se muestra dentro de la tercera y cuarta columna, respectivamente, de la 
Tabla 12. 
 

El antiveneno experimental fue efectivo neutralizando de manera específica a la 
ScNtx (DE50=49.1 µL/ratón); y de manera para-específica a las a-neurotoxinas 
recombinantes MlatA1 (DE50=45.4 µL/ratón) y r.D.H (DE50=45.4 µL/ratón). Además, la 
a-neurotoxina aislada P01424, la cual determinamos tiene la DL50 más baja reportada en 
la literatura (DL50= 1.2 µg/ratón), también pudo ser efectivamente neutralizada por el 
antiveneno experimental (DE50=45.4 µL/ratón). Igualmente, el antiveneno tuvo efecto 
positivo sobre la neutralización de la letalidad causada por el veneno completo de 
serpientes con venenos neurotóxicos (Tabla 12). No obstante, el antiveneno experimental 
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no tuvo efecto sobre algunas serpientes del género Micrurus (corales), Naja y 
Dendroaspis. El resultado indica que existen otros componentes tóxicos en aquellos 
venenos que son, además de las a-neurotoxinas, protagonistas en los cuadros de 
envenenamiento que llevan a la muerte de los animales experimentales.  

	
	
Tabla	12.	Efectividad	del	antiveneno	experimental.	Dosis	letal	(DL50)	de	a-neurotoxinas	y	venenos	de	elápidos	y	

Dosis	efectiva	media	(DE50)	del	antiveneno	experimental.		

a-neurotoxina/veneno DL50 in µg/ratón 
(95 % IC) 

AV DE50 in µL/ratón 
(95 % IC) 

mg toxina o 
veneno / ml AV 

DL50 de toxina o 
veneno / ml AV 

a-neurotoxina     
ScNtx 3.9 (3.8 - 3.9) 49.1 (47.8-50.4) 0.23 61.1 
MlatA1 19 (18 - 20) 45.4 (44.1-46.8) 1.25 66.1 
r.D.H 3 (2.8 - 3.2) 31.7 (31.7-31.8) 0.28 94.6 
P01424† 1.2 (1.1-1.3) 34.3 (33.7-34.9) 0.17 145.7 

Veneno     
Micrurus browni 3.8 (3.5 - 4.1) NN - - 
Micrurus diastema 6 (5.5 - 6.5) 191.5 (188.7-194.3) 0.09 15.6 
Micrurus distans 12 (10 -14) NN - - 
Micrurus fulvius 4 (3.8 - 4.2) NN - - 
Micrurus laticollaris 10 (9.1-11.4) 171.1 (166.0-175.0) 0.17 17.5 
Micrurus nigrocinctus 7 (5 - 9) 56.5 (54.8 – 58.1) 0.37 53.1 
Micrurus surinamensis 10 (9.5-10.5) 51.2 (49.7- 52.7) 0.58 58.6 
Micrurus tener tener 15 (13 - 17) NN - - 
Dendroaspis angusticeps 17 (16-18) 178 (171.3-185.4) 0.28 16.8 
Dendroaspis polylepis 5.3 (5 - 5.5) 149.1 (141.2-157.3) 0.01 20.1 
Dendroaspis viridis 12 (11.9 - 12.2) NN - - 
Naja atra 8 (7.7 - 8.2) 37.5 (35.5-39.5) 0.64 80 
Naja haje†  0.9 (0.8 - 1) 77.4 (76.6-78.2) 0.05 64.6 
Naja kaouthia 3.9 (3.7 - 4.2) 50.0 (47.0-53.0) 0.23 60 
Naja melanoleuca 6.5 (6.4 - 6.6) 72.3 (69.9-74.7) 0.27 41.5 
Naja mossambica 22.7 (19.5 - 25.8) NN - - 
Naja naja naja 9.4 (9.3 – 9.6) 65.5 (63.1-67.7) 0.43 45.8 
Naja nigricollis 18 (17 -19) NN - - 
Naja nivea 8.2 (8 - 8.4) 25 (20 – 30) 0.9 120 
Naja nubiae 8.3 (8.1-8.4) 173.7 (169.1-178.4) 0.14 17.27 
Naja pallida 17 (17.8 - 17.2) NN - - 
Ophiophagus hannah 11.5 (10.9 - 12.2) 47.9 (44.1-52.1) 0.72 62.6 
Pelamis platura *3.9 (0.8 - 6.4) 40 - 66 no menos de 0.17 no menos de 45.4 
Walterinnesia aegyptia 4.9 (3.9 - 5.8) 55.7 (53.1-58.5) 0.26 53.8 
Intervalos de confianza (IC)en paréntesis; *valor determinado por Lomonte et al. (2014); NN= no 
neutraliza con 200 µL (100 % mortalidad); † 5LD50 fueron empleadas para la DE50 
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9 Discusión   
 

Los venenos de serpientes representan una fuente importante de moléculas 
farmacológicamente activas (Aird et al., 2016). Dichas moléculas, principalmente las de 
naturaleza proteica, se han clasificado dentro de familias de proteínas (Gilquin et al., 
2003). La familia de las toxinas de tres dedos, por ejemplo, es una de las familias 
proteicas más comunes en el veneno de elápidos. Las a-neurotoxinas, tanto de cadena 
corta como de cadena larga son, a su vez, las que exhiben la mayor letalidad (Laustsen et 
al., 2015b). Por lo tanto, el acervo bibliográfico existente en las bases de datos 
especializadas, dígase UniProt, concerniente a las a-neurotoxinas es superado sólo por 
las fosfolipasas A2. UniProt alberga alrededor de 500 secuencias, algunas de ellas 
contienen información adicional que nos brindan información esencial con relación a 
cerca de su estructura y función (Barber et al., 2013; Kini and Doley, 2010; Kozminsky-
Atias and Zilberberg, 2012; Roy et al., 2010; Utkin, 2013).No obstante el gran número de 
secuencias reportadas, existe un número muy reducido de toxinas completamente 
caracterizadas; como consecuencia, es posible que muchas de ellas tengan actividades 
aún no descritas (ver 2.1.2 otras funciones). Es por ello que el filtro de búsqueda 
empleado en el presente trabajo contempló discriminar las secuencias de aquellas toxinas 
cuya evidencia proteómica fue nula, es decir, a-neurotoxinas deducidas por secuencia de 
ADN o ARN. También, pudimos discriminar toxinas asiladas de venenos de serpientes 
con baja morbilidad, y disponer de aquellas provenientes de serpientes de importancia 
médica. Por lo tanto, de todas las secuencias analizadas, sólo 20 fueron las que 
completamente cubrieron los requisitos: 8 de cadena larga y 12 de cadena corta, con dosis 
letales medias en un rango de entre 0.3 a 0.9 mg/kg, enlistadas en las Tablas 7 y 8.  

	
Las a-neurotoxinas de cadena larga empleadas para obtener las toxinas consenso, 

contienen entre 71 y 79 residuos de aminoácidos. En la Figura 6 se muestran las 
secuencias empleadas, y en la Tabla 7 las obtenidas del alineamiento de las 8 toxinas de 
cadena larga seleccionadas. Comenzaremos con señalar, primeramente, que en las 
regiones con indeterminaciones decidimos emplear el método semi-empírico de 
Kolaskar, el cual sugiere los aminoácidos con mejor inmunogenicidad (Kolaskar and 
Tongaonkar, 1990). En segundo lugar, se respetaron las regiones más conservadas, y en 
los sitios con indeterminaciones, siempre se emplearon los aminoácidos con mayor 
ocurrencia en esa posición; por ejemplo, con base a lo reportado (Sunagar et al., 2013), 
identificamos la región que va de la segunda a la sexta cisteína, la cual es la más 
conservada dentro de las toxinas de cadena larga, y un par de aminoácidos anteriores y 
posteriores a esta región. Así, la Ntx1 y LcNtx contienen la misma secuencia; mientras 
que dicha región, en la Ntx2, está presente de la tercera a la séptima cisteína (Figura 6). 
En dicha región, la secuencia presenta una indeterminación, en la cual deliberadamente 
empleamos leucina para las Ntx1 y LcNtx, y valina para la Ntx2: la leucina es ligeramente 



	 94	

más inmunogénica que la valina (Kolaskar and Tongaonkar, 1990). Además, todas 
nuestras toxinas contienen los aminoácidos que han sido reportados como esenciales para 
su función; por ejemplo, la arginina 36 (R36) (Samson et al., 2002), el triptófano que 
precede a la cuarta cisteína, lisinas cercanas a la posición 26 y 38, y alanina después de la 
sexta cisteína (Kim and Tamiya, 1981). 

 
9.1 Particularidades de las toxinas consenso Ntx1, Ntx2 y LcNtx 

 
La Ntx1 tiene una secuencia de 76 aminoácidos. Se generó seleccionando los 

aminoácidos más inmunogénicos para ocupar las indeterminaciones presentes en la 
secuencia denominada consensus; asimismo, en posiciones clave se sustituyeron los 
aminoácidos consensus por V2, H4, V14, Y54 y E55, con base en el argumento planteado 
por Kolaskar y Flower, en donde demuestran que en la mayoría de casos esos 
aminoácidos, cuando están cercanos a cisteínas, lisinas e isoleucinas, pueden dirigir la 
respuesta inmune a esos sitios (Flower, 2013).  
 

Con el fin de tener una proteína que tuviera todas las regiones, no sólo de las a-
neurotoxinas de cadena larga, pero también de algunas otras reportadas para la familia de 
toxinas de tres dedos, generamos la secuencia Ntx2. Por consiguiente, su secuencia es la 
que más difiere con respecto a la Ntx1 y LcNtx, ya que contiene 87 residuos de 
aminoácidos: los primeros diez son comunes a todas las toxinas de tres dedos descritas 
(ver 2.1 familia de las toxinas de tres dedos), es por ello que a partir de la valina 11, su 
secuencia concuerda con la valina 2 de la NTX1; adicionalmente, la parte carboxilo 
terminal comprende toda la secuencia consensus propuesta.  

 
La LcNtx, por su parte, abarca la secuencia consensus y, en aquellos sitios 

indeterminados, los aminoácidos con mayor presencia que cumplen con los criterios del 
método ya mencionado. Por otra parte, está reportado que las región amino terminal en 
las a-neurotoxinas de cadena larga se relaciona (en secuencia) con un grupo de toxina 
denominadas “débiles” (Nirthanan et al., 2003), y que dicha región (más allá de la última 
cisteína, C65) puede ser sitio de modificaciones postraduccionales (Roy et al., 2010) que 
regulan su toxicidad. Otros reportes sugieren que esa región se perderá en el proceso de 
evolución (Li et al., 2006). También, existen otros reportes en donde se ha demostrado 
plenamente que la región carboxilo terminal de las a-neurotoxinas de cadena larga no 
tiene ningún papel importante en la unión al receptor (Bourne et al., 2005b; Fruchart-
Gaillard et al., 2012); por ello, en el estudio y diseño de la LcNtx decidimos prescindir de 
la región que sigue de la asparagina 66 (N66) (Tabla 7). 

 
Las toxinas Ntx1, NtxII y LcNtx pudieron expresarse en E. coli; aun así, la 

cantidad de proteína que se obtuvo fue pobre. Las cepas M15, BL21, XL1 BLUE y 
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Origami y SHuffle T7, presentan un perfil de expresión similar: baja expresión en su 
forma soluble y agregación de la proteína en forma de cuerpos de inclusión. Los métodos 
reportados en la literatura para la obtención, purificación y plegamiento de proteínas a 
partir de cuerpos de inclusión (Berndt et al., 2008; Gao et al., 2013; Lyukmanova et al., 
2007; Peternel and Komel, 2011; Peternel et al., 2008) requieren cantidades de material 
por encima de lo que hemos producido hasta el momento, por ello no se han podido 
emplear hasta la escritura formal de esta tesis. No obstante, como perspectiva, una 
estrategia viable será probar algunos otros vectores de expresión (Terpe, 2006; Wang et 
al., 2002), otros sistemas biológicos (Lebendiker and Danieli, 2014) o emplear 
herramientas alternas (Fruchart-Gaillard et al., 2012; Naimuddin et al., 2011) que nos 
permita obtener las Ntx1 y Ntx2 en cantidades suficientes para estudiarlas y 
caracterizarlas plenamente. La toxina LcNtx, por su parte, se expresa en mayor 
concentración que sus homólogas consenso en Origami y SHuffle T7; por lo tanto, será 
posible, primeramente, emplear metodologías que nos permitan mejorar y escalar el 
bioproceso (Ren et al., 2016); y, en segundo término, una vez conseguida la sobre 
expresión, será factible emplear la metodología previamente descrita para extraer 
proteína funcional de cuerpos de inclusión, y poder así estudiar sus propiedades 
bioquímicas, farmacológicas e inmunogénicas. 
 

9.2 Péptidos sintéticos 
 
 Las regiones más conservadas de las a-neurotoxinas de cadena larga que 

sintetizamos y denominamos como LcP1 y LcP2, tuvieron la capacidad de generar 
anticuerpos en conejo. Los péptidos dirigieron la respuesta inmune adaptativa de los 
animales: según la literatura, en primer lugar, por el sistema principal histocompatibilidad 
de la células presentadoras de antígeno y, posteriormente, mediante las retroalimentación 
de células B de memoria-plasmáticas (Korber et al., 2006). De acuerdo al tamaño de 
nuestros péptidos, el sistema principal de histocompatibilidad clase II fue el que jugó el 
papel central en la presentación de los antígenos (Doytchinova et al., 2004), y las células 
B de memoria las encargadas de producir, a lo largo del esquema de inmunización, 
anticuerpos con un aumento en su afinidad. Lo anterior fue comprobado por la 
producción en conejos de anticuerpos específicos que fueron detectados a partir de la 
segunda semana (Grafica 1 y 2). Nuestros resultados mostrados en la presente tesis son 
congruentes con lo reportado en la literatura, en donde se establece que la respuesta 
inmune humoral se incrementa considerablemente, y de manera específica, a partir de la 
segunda semana hacia un antígeno determinado (Sage and Sharpe, 2016).  

 
El suero no tuvo efecto terapéutico contra la fracción IV de Micrurus tener 

(Grafica 4), lo cual es comprensible ya que los péptidos LcP1 y LcP2 provienen de un 
consenso de secuencias de toxinas de cadena larga, y la fracción IV contiene una a-
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neurotoxina de cadena corta (calderón-corona, datos no publicados). Lo cual indica que 
no existe reactividad cruzada entre las toxinas de cadena corta con las de cadena larga en 
el tenor de las secuencias LcP1 y LcP2, en ensayos de neutralización de la letalidad.  

 
El veneno de Naja haje contiene componentes enzimáticos y una amplia gama de 

3FTXs. Citotoxinas, cardiotoxinas y otras toxinas de cadena corta son los péptidos más 
abundantes (Kornhauser et al., 2013; Malih et al., 2014). En algunas subespecies de Naja 
haje, la complejidad de la composición del veneno explica ciertas manifestaciones 
clínicas, como la miotoxicidad (Mebs, 1986) y la neurotoxicidad (Karam et al., 2015). 
Los sueros producidos contra la región más conservada en las a-neurotoxinas de cadena 
larga anulan el efecto toxico de este tipo de neurotoxinas, pero resultan parcialmente 
efectivas, principalmente por la acción de otros componentes como PLA2, neurotoxinas 
tipo I y cardiotoxinas (Grafica 3 y 7) (Malih et al., 2014). Por lo tanto, nuestros 
resultados indican que la letalidad del veneno de Naja haje es impulsada en menor 
medida por las a-neurotoxinas de cadena larga, permitiendo a los otros componentes 
ejercer su función. Cabe señalar que el antiveneno comercial específico es desarrollado a 
partir del veneno completo de esta especie. Por tanto, los estudios encaminados al 
desarrollo de un antiveneno con base en toxinas recombinantes contra N. haje, deberán 
centrarse en otras proteínas clave, ya sean únicas o múltiples; por ejemplo, en las a-
neurotoxinas de cadena corta. 

 
El veneno de Dendroaspis polylepis, por su parte, produce neurotoxicidad aguda. 

Se sabe que su veneno es rico en toxinas con actividad sobre canales iónicos de potasio 
Kv, de calcio Cav de tipo L, canales iónicos ácido-sensibles (ASIC) (Mourier et al., 2016; 
Salinas et al., 2014) y receptores colinérgicos (Fruchart-Gaillard et al., 2012); sin 
embargo, sólo los miembros de la familia de toxinas de tres dedos como las tipo Kunitz 
(dendrotoxinas), las elapidotoxinas y las a-neurotoxinas, debido a su abundancia y alta 
toxicidad, respectivamente, son los principales blancos para el desarrollo de un 
antiveneno efectivo. Los péptidos consenso, LcP1 y LcP2, comparten una alta identidad 
con la región funcional de las elapidotoxinas (por ejemplo: P01379, ~ 80%) descritas 
para el veneno de D. polylepis. El reconocimiento de este tipo de toxinas por el anti-LcP1 
demostró ser menos eficaz que el anti-LcP2, como puede verse en las Gráficas 5 y 8. 
Laustsen y colaboradores han sugerido que la toxicidad de las elapidotoxinas pueden 
jugar un papel crucial en la letalidad del veneno de D. polylepis; como consecuencia, la 
neutralización parcial de estas toxinas por nuestros antisueros produce una actividad letal 
remanente de un veneno libre de elapidotoxinas que probablemente dejaría a la 
neurotoxina 1 (P01416: neurotoxina de cadena corta) -demostrada ser el componente más 
tóxico de este veneno (Laustsen et al., 2015c),- llevar a cabo el proceso de 
envenenamiento. Por lo tanto, un suero anti-neurotoxina 1, combinado con nuestro anti-
LCP2, podría dar como resultado un antisuero altamente efectivo. 
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La cobra real (Ophiophagus hannah) es una de las serpientes venenosas mejor 

caracterizadas debido a su amplia distribución en muchos países de Asia, especialmente 
en aquéllas regiones altamente pobladas (Vonk et al., 2013). Los estudios 
transcriptómicos y proteómicos relacionados a la composición de su veneno, postulan a 
las 3FTX como la familia de toxinas con mayor tasa de traducción (Petras et al., 2015). 
Primeramente, las a-neurotoxinas de cadena larga son las mejores representantes de la 
familia, seguidas por las a-neurotoxinas de cadena corta y las neurotoxinas débiles (Tan 
et al., 2015a). Los péptidos LcP1 y LcP2 contienen una secuencia homóloga situada en la 
región más conservada de la a-neurotoxina de cadena larga más abundante, OH-55 
(Q53B58) y sus proteoformas (Melani et al., 2016). Por lo tanto, los anticuerpos 
generados contra esta región logran eliminar el papel letal de esta toxina de una manera 
dosis dependiente, ya que según se observa en las Gráficas 6 y 9, la sobrevida es 
directamente proporcional al volumen de antisuero empleado. No obstante, la evidencia 
proteómica sugiere que otros miembros de la familia 3FTx pueden estar desempeñando 
un papel funcional en el envenenamiento: principalmente a-neurotoxinas de cadena 
corta, toxinas muscarínicas, citotoxinas / cardiotoxinas. Además, otras actividades como 
las enzimáticas ejercidas por las PLA2 y metaloproteinasas Zn+2 dependientes, también 
pueden ser protagónicos en el proceso de envenenamiento (Gutiérrez et al., 2016). 
 

 
9.3 Toxina consenso de cadena corta: ScNtx. 

 
 Las a-neurotoxinas de cadena corta más toxicas descritas para los venenos de las 
serpientes de importancia médica (Figura 7), sirvieron como modelo para el diseño de la 
a-neurotoxina de secuencia consenso denominada ScNtx (Tabla 8). Como antecedente, 
en términos de estabilidad, las a-neurotoxinas de cadena corta contienen 4 puentes 
disulfuro, típicamente formados por las Cys3–Cys24, Cys17-Cys41, Cys43-Cys54 y 
Cys55-Cys60. En consecuencia, y además, tomando en cuenta la información descrita en 
la sección de Introducción, la toxina ScNtx incluye un arreglo similar de residuos de 
Cys, como rasgo estructural, que ayuda a compactar la región “core”. Considerando que 
prescindimos de dos amino ácidos entre la región que va de la Cys2 a la Cys3, la ScNtx 
presenta el siguiente arreglo: Cys3-Cys22, Cys17-Cys39, Cys41-Cys52 y Cys53-Cys58. 
Dejando en el “core” las secuencias : SETS, CGC y RTDK, que le otrogan dos cargas 
negativas a esta región. Por otra parte, a la luz de la evidencia, se ha demostrado que la 
actividad curare-mimética de las a-neurotoxinas de cadena corta está fuertemente 
influenciada por la presencia de amino ácidos cargados en la región de los “loops”. Por 
ejemplo, se sabe que la presencia de las Lisinas 26/27 y 47, junto con la Arginina 33 son 
cruciales en la interacción con el nAChR; cuando se han mutado dichos amino ácidos 
(R33K/Q/E y K22E, K27E ó K47/E), la capacidad de las mutantes de interactuar con el 
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receptor disminuye de manera crítica (Antil et al., 1999; Pillet et al., 1993; Rosenthal et 
al., 1999; Samson et al., 2002), lo que repercute en cambios importantes en sus 
constantes de afinidad (Lesovoy et al., 2009). Por lo tanto, con respecto a la ScNtx, la 
región que corresponde al loop I contiene 13 residuos de amino ácidos 
(YNQQSSQPPTTKT), que incluye el residuo -positivamente cargado- K15; el loop II 
contiene una secuencia de 16 amino ácidos (YKKTWRDHRGTIIERG), que alberga 
tanto los residuos positivos K24, K25, R28, R31, R37, H30, como los negativos D29 y 
E36; finalmente, el loop III contiene 10 residuos (PKVKPGIKLH) que incluyen a los 
amino ácidos positivos K43, K45, K49 y H51. Es importante hacer mencion el papel 
fundamental de la R33 (R31 en la ScNtx), cuyo grupo funcional es el que mimetiza el 
efecto del neurotransmisor acetil colina, y que ayuda a unirse al receptor y a sus 
subunidades (Arias, 1997), tal como se descibió previamente en a-neurotoxinas, 
receptor de acetil colina y mecanismo de acción, y que puede ser consultado en mayor 
detalle con el número de acceso 1Y15 en el PDB (Bourne et al., 2005a; Osaka et al., 
2000; Samson et al., 2002). 

 
Uno de las vías más avanzadas y asequibles para la producción de a-neurotoxinas 

provenientes de elápidos ha sido a través de la expresión heteróloga en E. coli. No 
obstante, el número de a-neurotoxinas expresadas ha sido limitado debido a su masa 
molecular, estructura y alto contenido de puentes disulfuro, lo que las hace propicias para 
agregarse en forma de cuerpos de inclusión, lo que a su vez, requiere pasos adicionales de 
purificación y plegamiento (Clement et al., 2016; Liukmanova et al., 2010). Estos 
problemas han obstaculizado su evaluación en sistemas in vitro e in vivo. En el presente 
trabajo hemos demostrado que la ScNtx, bajo cepas específicas de E. coli y condiciones 
bien establecidas y controladas, como la temperatura de inducción y el medio de cultivo 
MM (Tabla 9), se expresa de manera exitosa y bien plegada, lo cual es consistente entre 
su forma soluble, estructura secundaria y actividad biológica. Particularmente, la ScNtx 
presenta la estructura secundaria canónica descrita para las a-neurotoxinas: cinco hojas 
beta antiparalelas presentes en los tres loops. Los resultados de discroismo circular en 
donde se comparan el espectro de absorcion de la a-neurotoxina P01424 con el de la 
ScNtx demuestran lo anterior (de la Rosa et al., 2018); ademas, cuando es purificada 
mediante HPLC de fase reversa, la toxina de secuencia consenso tiene el mismo tiempo 
de retencion que otras toxinas de cadena corta, así, se demuestra que tiene características 
estructurales e hidrofóbicas similares. 

 
 La toxina ScNtx es biologicamente activa y, como consecuencia, tóxica cuando es 
inyectada a ratones (3.8 µg/ratón), lo que provoca los síntomas característicos de los 
venenos neurotóxicos: parálisis en las extremidades y dificultades respiratorias previos a 
la muerte. Como se argumentó con anterioridad, mutaciones en la región del loop II 
alteran el efecto curare-mimético y la letalidad de las a-neurotoxinas estudiadas. Por lo 
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tanto, el efecto biológico de la ScNtx demuestra que contiene en su secuencia los residuos 
de amino ácidos importantes y la conformación espacial correcta para unirse 
apropiadamente al receptor muscular de acetyl colina muscular, nAChR, y antagonizarlo 
(Rosenthal et al., 1999; Teixeira-Clerc et al., 2002). Por lo tanto, podemos concluir que la 
correcta union de la ScNtx al receptor genera alteraciones en su fisiología que finalizan 
con la correcta comunicación nervio-músculo, lo que provoca debilidad muscular en los 
ratones, los cuales, con dosis letales, mueren debido un fallo respiratorio. 

  
9.4 Inmunógeno recombinante: ScNtx 

 
Uno de los objetivos cardinales del presente trabajo, fue determinar las 

propiedades inmunogénicas de la ScNtx. Para ello, la toxina consenso fue empleada como 
inmunógeno en un esquema de inmunización que empleó un grupo de 3 conejos. De 
acuerdo a nuestros resultados, podemos concluir que la ScNtx tuvo la capacidad de 
inducir la respuesta inmune del grupo experimental. Dicho fenómeno pudo ser 
determinado como títulos de anticuerpos específicos. Como puede observarse en la 
Gráfica 11, la respuesta contra el antígeno incrementó como respuesta a las dosis de 
ScNtx a lo largo del esquema de inmunización. Estimamos que dicha respuesta hacia la 
ScNtx, se debió a sus propiedades bioquímicas, a las dosis crecientes de la toxina y el uso 
de adyuvantes (Aimanianda et al., 2009), que comprometieron la respuesta inmune de los 
animales con la producción de anticuerpos específicos. 

 
 El suero colectado antes de la última inmunización, y usado para realizar ensayos 

de inmunodetección, fue capaz de reconocer la ScNtx, al igual que a otras a-neurotoxinas 
de cadena corta presentes el veneno de Naja pallida, Dendroapis polylepis y Dendroaspis 
viridis: el reconocimiento fue específico, ya que no hubo detección de otros componente 
proteicos de masas moleculares mayores a los 15 kDa; de igual forma, el veneno de Echis 
ocellatus, que carece de toxinas de tres dedos y usado como control, no generó ninguna 
señal (Figura 34). Además, en ensayos tipo ELISA, como puede verse en la Gráfica 14, 
se pudo determinar que existe reconocimiento hacia a-neurotoxinas presentes en el 
veneno de una gran variedad de elápidos. Lo que apoya el concepto de la generación de 
una respuesta amplia hacia a-neurotoxinas presentes en el veneno de serpientes no 
relacionadas geográficamente.  
 
 La mezcla de los sueros de conejo Anti-ScNtx pudo reconocer de manera 
específica al inmunógeno; sin embargo, no fue capaz de neutralizar su efecto letal, pero sí 
atenuarlo; otro antisuero generado contra la MlatA1 no es capaz de neutralizar ni atenuar 
a la ScNtx. Por otro lado, el suero Anti-rD.H es efectivo neutralizando a la toxina ScNtx 
con una dosis efectiva de 440 µL/ratón; pero, también el suero de conejo Anti-ScNtx 
neutraliza efectivamente los efectos letales de la rD.H, con una mejor potencia (260 
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µL/ratón) que el antisuero específico Anti-rD.H (330 µL/ratón). Es importante hacer 
mención que los sueros individuales de los conejos, como puede verse en la Tabla 10, 
presentan una potencia neutralizante variable. Por ejemplo, el conejo 1 fue el único que 
generó una respuesta neutralizante hacia el inmunógeno ScNtx; y el conejo 2 tuvo la 
mejor potencia neutralizante con respecto a la toxina rD.H. De acuerdo a algunos 
reportes publicados en la literatura especializada, y a los trabajos realizados en nuestro 
laboratorio de investigación, la neutralización de venenos y toxinas provenientes de 
elápidos usando sueros específicos de conejo, sugieren que el modelo animal (conejo) 
produce una pobre respuesta neutralizante, puesto que la cantidad de reportes en donde 
muestren neutralización con ese tipo de sueros es casi nula (Gowtham et al., 2014; 
Kornhauser et al., 2013). Es importante hacer mención que en aquéllos trabajos en donde 
se prueban toxinas o venenos completos de elápidos, y se genera una respuesta positiva 
hacia ellos -en términos de producción de anticuerpos, como en nuestro caso-, no 
reportan ensayos de neutralización (Carbajal-Saucedo et al., 2013; Isbister et al., 2010). 
Por ejemplo, recientemente, en un estudio que involucró a múltiples especies de 
serpientes del género Micrurus, se demostró que los venenos pueden generar una 
repuesta inmune positiva en ratones, conejos y caballos; no obstante, sólo muestran 
resultados de neutralización con sueros de origen equino (Tanaka et al., 2016). Lo 
anterior, hace suponer que encontraron el mismo efecto que nosotros: atenuación de los 
venenos por el suero de conejo mas no neutralización de la actividad letal. Es por ello 
que, la evaluación más importante para determinar la efectividad de un inmunógeno para 
la producción de antivenenos contra elápidos deberán realizarse en equinos. 
 

Dicho lo anterior, la ScNtx se empleó para la generación de sueros hiper-inmunes 
en equinos. En la Gráfica 15 se puede apreciar que la respuesta de anticuerpos 
específicos aumentó a lo largo del esquema de inmunización. También, se puede observar 
que la respuesta de cada animal fue distinta -la variación individual ha sido mencionada 
en muy pocos estudios, pero sí observada frecuentemente en nuestro grupo de 
investigación (de la Rosa et al., 2012). No sólo se determinaron los títulos de anticuerpos, 
sino además la maduración de la respuesta a lo largo del tiempo. Para ello, las muestras 
de los días 98, 145 y 205 fueron utilizadas para determinar su eficacia frente a tres a-
neurotoxinas: MlatA1, rD.H y P01416. En términos globales, la dosis efectiva media 
(entendida como la eficacia del antisuero de neutralizar el efecto letal de 3xLD50) mejoró 
con el paso del tiempo; es decir, los sueros de los días 205 y 147, fueron mejores y más 
efectivos que los del día 98 para cada animal. Particularmente, para el caso del caballo 2, 
que tuvo una respuesta mayor de anticuerpos, se pudo constatar que existe una 
maduración de la respuesta humoral, ya que la relación entre el título y su eficacia no fue 
directamente proporcional. Dicho de otra forma, la potencia neutralizante mejoró en 
promedio 4 veces del día 98 al 147, a pesar que la última fecha presenta un título de 
anticuerpos menor. Esta observación es apoyada en el hecho de que la respuesta inmune 
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basada en anticuerpos va siendo cada vez menor, mientras que la afinidad y, en su caso, 
la potencia neutralizante va aumentando (Richard et al., 2013).  
  

9.5 Antiveneno experimental  
 
Con base en el suero del caballo 2, el cual presentó la mejor potencia 

neutralizante, se desarrolló un antiveneno experimental (AVe). Para ello, se purificaron 
las inmunoglobulinas de las muestras de los días 147 y 205, mediante un método ya 
estandarizado para precipitar proteínas séricas y mantener la fracción de 
inmunoglobulinas en solución (Rojas et al., 1994). Finalmente, es importante mencionar 
que el contenido proteico de nuestro AVe fue de 50 mg/ml, el cual es una solución de 
inmunoglobulinas completas, principalmente del tipo IgG. 
 

El primer objetivo fue determinar la potencia neutralizante del AVe frente a las a-
neurotoxinas purificadas ya descritas en la presente tesis. Primeramente, el inmunógeno 
ScNtx fue neutralizado de manera específica, con una DE50= 49.1 µL/ratón, lo que se 
traduce en 230 µg de ScNtx neutralizados por 1 mL de AVe. Para el caso de la MlatA1 
45.1 µL/ratón (1.2 mg/ mL AVe); r.D.H 31.7 µL/ratón ó 280 µg de toxina neutralizada 
por 1 mL de AVe; y finalmente, la DE50 para la toxina P01424 fue de 34.3 µL/ratón (170 
µg/mL AVe). Los valores descritos indican que existen epítopes que estan compartidos 
dentro de las 4 toxinas empleadas, y que además, de acuerdo a la literatura, se encuentra 
en la región que corresponde al Loop II (Engmark et al., 2017), el cual está altamente 
conservado en las 4 toxinas empleadas. En la Tabla 12 se encuentran estos valores y los 
correspondientes a los venenos neurotóxicos de serpientes del género Micrurus, 
Dendroaspis, Naja, Ophiophagus, Pelamis y Walterinnesia. A continuación, se discuten 
dichos resultados.  

 
 Gracias a una diversidad de estudios sobre la composición de los venenos, 

proteómicos principalmente, sabemos que existen familias proteicas que se expresan de 
manera diferencial en especies de serpientes el mismo género. Para el caso de las 
serpientes de coral – genero Micrurus-, está bien establecido que existen dos familias 
principales de toxinas, PLA2 y 3FTXs, que se expresan de manera distinta en especies de 
Norte América, Centro América y América del sur (ver Figura 35)(Sanz et al., 2016). 
Por ejemplo, se ha determinado que los venenos de Micrurus fulvius (Florida) y Micrurus 
tener (Texas) presentan predominantemente componentes de PLA2 y en segundo lugar 
3FTXs. Además, existen estudios en donde se demuestra que el principal componente 
causante del envenenamiento para el caso de M. fulvius es PLA2 (Vergara et al., 2014). 
Cuando los venenos M. fulvius y M. tener fueron usados para evaluar nuestro antiveneno 
experimental -el cual es altamente efectivo contra a-neurotoxinas-, no hubo efecto 
terapéutico alguno. Lo mismo sucedió para M. browni, y M. distans; por otra parte, los 
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venenos de M. laticorallis (DE50= 171 µL/ratón) y M. diastema (191.5 µL/ratón), sí 
fueron neutralizados, aunque la dosis de AVe fueron altas; no obstante, 170 y 90 µg de 
cada veneno, respectivamente, son neutralizado por 1 mL de AVe. Lo que indica que 
existe un componente de a-neurotoxinas en estos ultimos venenos que sí contribuye al 
desarrollo del cuadro clínico y letalidad, tal y como se habia sugerido en algunos estudios 
enfocados en el mejoramiento de antivenenos contra corales norte americanas (Carbajal-
Saucedo et al., 2013). Interesantemente, de acuerdo a estudios detallados sobre la 
composición proteíca del veneno de M. nigricinctus (Centro América), podemos observar 
que es muy parecida a la de M. fulvius: predominantemente PLA2. Sin embargo, nuestro 
AVe neutraliza la letalidad de este veneno de manera efectiva y eficaz, con una DE50= 
56.6 µL/ratón (350 µg de veneno neutralizado por 1 mL de AVe), comparada con 
algunos AV comerciales en donde existe un rango que va de 60 hasta 123 µL/ratón (de 
Roodt et al., 2004). Debido a esto, inferimos que a pesar de que el componente PLA2 es 
expresado predominantemente en el veneno de M. nigricinctus, el componente -a-
neurotoxina es altamente relevante. Es importante señalar que la a-neurotoxina que se 
expresa mayoritariamente, la P80548, que presenta una identidad del 81 % con respecto a 
la ScNtx, puede ser el blanco principal de nuestro AVe y el agente más tóxico en M. 
nigricinctus (Fernández et al., 2011). Ahora, por otro lado, M. surinamensis, la cual es la 
Micrurus más austral que probamos, contiene en su veneno principalmente 3FTx y carece 
de actividad PLA2 (Lomonte et al., 2016). En relacion directa con esto y, el argumento 
presentado en la justificación de la presente tesis, el veneno de M. surinamensis es de los 
más pobremente neuralizados por los antivenenos disponibles en el mercado (Tanaka et 
al., 2010). Este veneno es rico en -a-neurotoxinas de cadena corta (para más detalle, el 
autor recomienda revisar a: Olamendi-Portugal et al., 2008) que presentan gran 
homología en secuencia con la ScNtx; como consecuencia, el AVe es altamente efectivo 
para neutralizar sus efectos letales (DE50= 51.62 µL/ratón; 580 µg/mL AVe) comparado 
con algunos datos, en donde incluso antivenenos diseñados para corales de sur america 
son incapaces de neutralizarlo (de Roodt et al., 2004). Finalmente, otro veneno rico en 
3FTx (~50 %) y PLA2 (~33 %) (Lomonte et al., 2014) que fue efectivamente neutralizado 
por nuestro AVe, es el perteneciente a la serpiente marina Pelamis platura. Debido a la 
poca disponibilidad de material no fuimos capaces de obtener la ED50; sin embargo, 
pudimos determinar los valores que evocan el 0 (40 µL/ratón) y 100 % (66 µL/ratón) de 
sobrevida, lo cual nos hace afirmar que es plenamente neutralizado. La pelamitoxina (a-
neurotoxina más abundante y letal; ID: P62388) y proteoformas de ella, debido a su alta 
identidad con la ScNtx, nos permite postularlos como los blancos hacia el cual estan 
actuando los anticuerpos anti-ScNtx. 

 
El genero Naja (cobras) es uno de los mas diversos y con mayor distribución 

geográfica. En las Figuras 37-41 mostramos la distribución de las especies de cobras 
empleadas en la presente tesis. Asi como varía su habitat, igualmente diverso es la 
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composicion de su veneno a nivel inter e intra especie (Panagides et al., 2017). No 
obstante, se han reportado familias proteicas que se encuentran plenamentes distribuidas 
en el género: 3FTx, PLA2 metaloproteásas de veneno de serpiente (SVMPs), proteínas de 
secreción ricas en cisteina (CRISP), oxidasas de L-amino ácidos (LAAO) (Claramente 
ilustrado por Tasoulis and Isbister, 2017). En terminos globales, como era de esperarse, 
nuestro AVe fue efectivo neutralizando aquéllos venenos ricos en 3FTx y cuya 
concentración de a-neurotoxinas tipo I es importante. Está descrito, por ejemplo, que las 
serpientes pertenecientes al grupo de las conocidas como Najas escupidoras o cobras 
escupidoras presentan un arsenal de toxinas muy amplio, dentro del cual destaca la 
superfamilia de 3FTx, PLA2 y SVMPs, principalmente; y que generan cuadros clínicos 
neurotóxicos acompañados, en la mayoria de casos, por lesiones locales importantes 
(Calvete et al., 2014). Esto apoya nuestras observaciones, ya que el AVe no tuvo ningún 
efecto terapeútico sobre el veneno de las cobras escupidoras Naja nigricollis, N.pallida y 
N. mossambica; sin embargo, sí para N. nubiae (DE50= 173 µL/ratón; 140 µg/mL AVe). 
Para el primer grupo de venenos, a pesar de que estan compuestos principalmente de 
3FTXs, las toxinas predominantes de su veneno son cytotoxinas/cardiotoxinas 
(Dubovskii and Utkin, 2014; Torres et al., 2003), seguidos por PLA2 y SVMPs, lo cual 
explica la inocuidad de nuestro AVe sobre ellos y correlaciona con los cuadros clinicos 
reportados, en donde el envenenamiento causa daño local y hemorragias. Por otro lado, el 
veneno N. nubiae presenta, además de los componentes antes mencionados, un 
componente predominante de a-neurotoxina de cadena corta (para mas detalle ver: Petras 
et al., 2011), el cual al ser neutralizado nos muestra su papel en la letalidad global del 
veneno. Además, cuando comparamos las DL50s de los 4 venenos, observamos que N. 
nubiae es por mucho el más letal (DL50=8.3 µg/ratón), inclusive comparable con el grupo 
de las Cobras no-escupidoras. Esto corrobora el papel de las a-neurotoxinas en la 
potencia de los venenos. 

 
Las cobras que pertenecen al grupo de las no-escupidoras, por su parte, son más 

letales y además, mejor neutralizadas por el AVe. El veneno de la cobra egipcia, Naja 
haje, a pesar de tener componentes componentes tóxicos como el Cobra Venom Factor 
(CVF), toxinas muscarínicas, PLA2 miotóxicas, cardiotoxinas/citotoxinas y SVMPs, el 
grupo de las a-neurotoxinas (tipo I y II) parece ser el más importante debido a su relacion 
abundancia-toxicidad (Kock et al., 2004; Konshina et al., 2006; Malih et al., 2014; Mebs, 
1986). Ademas, se ha observado una estrecha relación entre los componentes descritos y 
sus efectos farmacológicos en pacientes envenenados: inflamación local, miotoxicidad y 
neurotoxicidad aguda (Warrell et al., 1976). Por una parte, el repertorio de a-
neurotoxinas de este veneno puede estar relacionado a su alta toxicidad (DL50=0.9 
µg/ratón) y, por otro, a la capacidad del AVe de neutralizarlo, habiendose determinado 
una DE50= 77.4 µL/ratón, equivalente a 58 µg de veneno neutralizado por 1 mL de AVe. 
Otro veneno igualmente complejo y altamente letal (DL50= 6.5 µg/ratón), que ha sido 
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empleado, junto con el de Naja haje, para el desarrollo de antivenenos polyvalentes, es el 
de Naja melanoleuca (Ramos-Cerrillo et al., 2008). Este veneno fue efectivamente 
neutralizado por el AVe (DE50= 72.3 µL/ratón; 270 µg/mL AVe). Sabemos que es rico en 
3FTXs (57.1 %) y PLA2 (12.9%) (Lauridsen et al., 2017); sin embargo, dentro del grupo 
de las 3FTXs, existen componentes del tipo a-neurotoxina, como la P01424 (DL50=0.9 
µg/ratón), que influyen enormemente en su letalidad y que son efectivamente 
reconocidos por los anticuerpos anti-ScNtx. Otro veneno rico en 3FTXs (63.8%) es el de 
Naja naja (India) (Dutta et al., 2017). A pesar de las variaciones importantes en su 
composicion debido a condiciones geográficas (Shashidharamurthy et al., 2002), el 
veneno contiene móleculas y actividades enzimaticas comúnes -intra especie- que han 
sido relacionadas directamente con los cuadros clínicos en situaciones de 
envenenamiento: miotoxicidad, necrosis, hypotencion y daños locales en el sitio de la 
mordedura (Choudhury et al., 2017; Gutiérrez et al., 2016; Kini, 2006). No obstante, la 
neurotoxicidad severa es el principal y más importante de ellos (Sintiprungrat et al., 
2016), por lo tanto, cuando los agentes protagónicos -llámese a-neurotoxinas tipo I, 
principalmente- son neutralizado por el AVe, se logra tener un efecto terapéutico 
importante (DE50= 65.5 µL/ratón; 430 µg/mL AVe). Otro veneno altamente neurotóxico, 
cuya composicion es predominantemente 3FTx (56-78%), es el de la cobra asiatica Naja 
kaouthia (Tasoulis and Isbister, 2017). A pesar de tener un componente proteíco 
importante de PLA2 y generar destrucción local del tejido, los resultados indican que su 
letalidad está dirigida principalmente por a-neurotoxinas del tipo II (por ejemplo, la 
toxina P01391) y el repertorio de citotoxinas (Feofanov et al., 2004; Laustsen et al., 
2015a). Debido al hecho de que son muy abundantes y altamente letales, se han 
propuesto que estos dos componentes pudieran ser los blancos terapéuticos ideales para el 
desarrollo de antivenenos (Tan et al., 2016). Sin embargo, en el presente trabajo 
demostramos que nuestro AVe dirigido contra a-neurotoxinas de cadena corta (como la 
a-cobratoxin), puede ser un inmunógeno altamente efectivo contra la letalidad de este 
veneno (DE50=50 µL/ratón; 230 µg/mL AVe). Además, dichos resultados promueven un 
estudio más detallado sobre la capacidad de nuestro AVe de reaccionar de manera para-
específica (reactividad cruzada) con las a-neurotoxinas de cadena larga y algunas 
citotoxinas. Por ejemplo, las mejores potencias de neutralizacion fueron obtenidas usando 
de reto el veneno de Naja atra y Naja nivea, que contienen predominantemente 
cytotoxinas/cardiotoxinas (Kao et al., 2010, 2012; Kfir et al., 1985), a-neurotoxinas tipo 
I, y en segundo plano PLA2. Al igual que con N. kaouthia, el AVe anti- a-neurotoxina 
tipo I fue capaz de neutralizar el efecto lethal del N. atra (3FTx 84 %), con una DE50= 
37.5 µL/ratón que equivlente a neutralizar 640 µg/mL AVe. Se han descrito actividades 
importantes para este veneno como cytoxicidad/cardiotoxicidad, inclusive las 
cardiotoxinas aisladas de él, como las del grupo CTXs, han servido de modelo para 
entender mejor su estructura (Kao et al., 2010; Ling et al., 1996). Así mismo, habia sido 
postulado que las a-neurotoxinas de cadena corta (por ejemplo, atratoxinas) y toxinas 
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muscarínicas tambien podría ser importantes en el desarrollo del cuadro clínco causado 
por el su envenenamiento (Shan et al., 2016). De la misma forma, el veneno de N. nivea 
presenta actividades cardiotoxicas y miotoxica importantes, entre otras (Botes and 
Viljoen, 1976; Hokama et al., 1976; Mebs, 1986). Sin embargo, de acuerdo a los cuadros 
clinicos reportados, la paralisis neuromuscular severa sugiere que componentes las 
actividades curare-miméticas son las trasendentales (Loots et al., 1973). Por lo tanto, 
cuando estas acividades son abolidas por los anticuerpos de nuestro AVe con una DE50= 
25.0 µL/ratón (900 µg/mL AVe), nos revela el papel de las a-neurotoxinas versus los 
otros componentes descritos. 

 
Las serpientes del género Dendroaspis tienen una enorme distribución en el 

continente africano, como se muestra en Figura 36. Estas serpientes son popularmente 
conocidas como mambas, y contienen en su veneno una gran diversidad de toxinas 
actuando en todos los niveles en la comunicación neuromuscular (Petras et al., 2016). En 
términos globales, el envenenamiento causado por la mordedura de estas serpientes 
produce neurotoxicidad aguda sin daños locales reportados (Ranawaka et al., 2013). Se 
sabe que su veneno es rico en toxinas con actividad sobre canales iónicos de potasio Kv, 
de calcio Cav de tipo L, canales iónicos ácido-sensibles (ASIC) (Diochot et al., 2016; 
Mourier et al., 2016; Salinas et al., 2014), receptores colinérgicos (Fruchart-Gaillard et 
al., 2012) y contiene, además, inhibidores de la agregación plaquetaria (Oyama and 
Takahashi, 2015); sin embargo, se ha dado mucho énfasis en la toxicidad que pueden 
generar la gran variedad de miembros de las 3FTXs, principalmente las muscarínicas, 
fasciculinas, a-neurotoxinas, y otras toxinas como las tipo Kunitz (dendrotoxinas) y las 
elapidotoxinas (Blanchet et al., 2014; Rodríguez-Ithurralde et al., 1983)(Servent et al., 
2011). Está gran diversidad de moléculas de acción rápida presentan un perfil 
farmacológico que culmina con la muerte. A pesar de tener a-neurotoxinas altamente 
letales, existen cada vez más datos que apoyan la acción sinérgica de toda la gama de 
neurotoxinas reportadas, y bajo el panorama de un anti-a-neurotoxinas, y dado que el 
efecto terapéutico es bajo para D. angusticeps (DE50=178 µL/ratón; 280 µg/mL AVe), D. 
polylepis (DE50=149 µL/ratón; 106.6 µg/mL AVe) y nulo para D. viridis, podemos 
sugerir que la acción letal del veneno se debe al trabajo en conjunto de todos los demás 
componentes. Así, el desarrollo de un antiveneno altamente efectivo deberá tomar en 
cuenta el posible sinergismo de las toxinas presentes del veneno (Lauridsen et al., 2016).  
 

La cobra real (Ophiphagus hannah) es una de las especies mejor estudiadas y 
mayormente distribuidas en el continente asiático (Figura 42). Sabemos que su veneno 
contiene múltiples toxinas, y que los componentes principales, al igual que muchos 
elápidos, recaen en la superfamilia de las 3FTXs (Vonk et al., 2013); no obstante, debido 
a ciertas manifestaciones clínicas sabemos que también toxinas como LAAO, SVMPs y 
PLA2 causan estragos, aunque en menor medida (Tin-Myint et al., 1991). Dentro del 
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amplio repertorio de las 3FTxs, las a-neurotoxinas de cadena larga juegan un papel muy 
importante (Petras et al., 2015), ya que la inmunoterapia dirigida contra este tipo de 
toxinas ha demostrado ser eficaz atenuando los efectos tóxicos del veneno completo 
(Danpaiboon et al., 2014; de la Rosa et al., 2017); sin embargo, otros componentes, a 
pesar de ser menos abundantes, como las a-neurotoxinas de cadena corta, parecen ser 
igualmente relevantes para la letalidad del veneno (Gowtham et al., 2014; Silva et al., 
2016a). Como ejemplo, nuestro trabajo confirma esta observación, ya que demostramos 
que la letalidad del veneno de Ophiphagus hannah puede ser abolida por un antiveneno 
generado contra una a-neurotoxina de cadena corta de secuencia consenso, con una DE50 

de 47.9 µL/ ratón. 
 

El envenenamiento por la mordedura de Walterinnesia aegyptia (black snake) 
causa parálisis muscular y la muerte debido a paro respiratorio (Ismail et al., 1998). Su 
veneno carece de actividad cardiotóxica/citotóxica (Samejima et al., 1997); y es muy 
activo a nivel postsináptico. Las toxinas más abundantes descritas para este veneno son 
las a-neurotoxinas de cadena corta, PLA2 e inhibidores de proteasas tipo Kunitz (Simon 
and Bdolah, 1980; Tsai et al., 2008). No obstante, solo las primeras han sido tomando en 
consideración, debido a su abundacia y toxicidad, como blanco para el desarrollo de un 
antiveneno. Por ejemplo, la toxina TIII (a-neurotoxina de cadea corta), la cual es el 
componente mayoritario en el veneno (Lee et al., 1976), se ha empleado como 
inmunógeno para el desarrollo de un antiveneno (Ismail et al., 2007), resultando en un 
producto altamente neutralizante de su letalidad -50 DL50/mL Av. Comparando esto, 
nuestro AVe tiene una potencia similar, ya que neutraliza 53 DL50/mL Av: lo cual 
confirma, desde la perspectiva de nuestra ScNtx, que la letalidad del veneno de esta 
especie viene gobernada por sus componentes principales, dígase a-neurotoxinas de 
cadena corta.  
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10  Conclusiones 
 

 
Se concibieron 4 neurotoxinas de secuencia consenso: 3 de cadena larga y una de 

cadena corta. La expresión de las neurotoxinas de cadena larga Ntx1, Ntx2 y LcNtx, bajo 
las condiciones evaluadas, es muy baja y en forma de cuerpos de inclusión; sin embargo, 
a través de los péptidos sintéticos, LcP1 y LcP2, derivados de la región más conservada 
de ellas, pudimos evaluar el papel de las neurotoxinas de cadena larga. Los péptidos 
sintéticos fueron inmunogénicos y generaron anticuerpos capaces de atenuar los efectos 
letales del veneno de Ophiophagus hannah y Dendroaspis polylepis; además, nos 
permitió confirmar los epítopes importantes para la neutralización del efecto letal de las 
a-neurotoxinas de cadena larga.  

 
Por otro lado, la neurotoxina recombinante de cadena corta ScNtx, bajo 

condiciones bien establecida, se expresa soluble. Es biológicamente activa y tiene una 
dosis letal media de 3.8 µg/ratón. Cuando es usada como inmunógeno en conejos y en 
caballos, los antisueros generados son capaces de neutralizar la letalidad de la ScNtx al 
igual que la de otras neurotoxinas de naturaleza homóloga. De forma sobresaliente, el 
antiveneno experimental basado en esta toxina de secuencia consenso, tiene la capacidad 
de neutralizar la letalidad de una amplia gama de venenos neurotóxicos, principalmente, 
aquéllos cuya letalidad se subyace en las a-neurotoxinas de cadena corta.  

 
En conclusión, nuestros resultados arrojan luz, primordialmente, sobre los campos de 

la inmunología y toxicología. Por una parte, muestran la verosimilitud de usar proteínas 
recombinantes sintéticas con secuencias consenso como inmunógenos universales; y 
ayudan a desvelar el papel de las neurotoxinas de tipo I y II en el desarrollo del 
envenenamiento. Finalmente, el uso de inmunógenos recombinantes con secuencias 
consenso, como la ScNtx, es un enfoque innovador en el diseño de inmunógenos para 
desarrollar antivenenos mejor dirigidos, de amplio espectro, más eficaces, de calidad 
farmacológica constante, y como consecuencia, con alto valor terapéutico. 
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12  Material suplementario 
	
	
	
	
	
	
	

	
	
35	Serpientes	del	género	Micrurus:	distribución.		
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36	Serpientes	del	género	Dendroaspis:	distribución.	
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37	Najas	africanas	(escupidoras):	distribución.	
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38	Najas	africanas	(escupidoras):	distribución.	
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39	Naja	haje:	distribución.	
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40	Naja	y	Walterinnesia:	distribución.	
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41	Najas	asiáticas:	distribución	
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42	Ophiophagus	hannah:	distribución.	
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1.! Introduction

Snake! venoms! are! a! rich! cocktail! of! bioactive! molecules;
among! them,! proteins! and! peptides! play! an! essential! role! in! prey
hunting! and! defense! against! predators.! Nonetheless,! snakebites
are! a! serious! health! problem,! mainly! in! rural! areas! of! trop-
ical! countries,! where! antivenom! availability! represents! a! big
issue! [1].! Particularly,! proteins! found! in! venoms,! which! can! be
nested! in! super-protein! families,! such! as! phopholipases! A2 (PLA2),
snake! venom! metalloproteinases! (SVMP),! serine! proteinases! and
three-finger! toxins! (3FTXs),! for! instance,! are! the! main! toxins
responsible! for! snake! envenomation.! Concerning! elapid! venoms,
the! low! immunogenicity! of! 3FTXs! makes! generating! homogeneous
antivenoms! difficult! [2].! The! elapid! 3FTXs! are! peptides! with! asso-
ciated! non-enzymatic! activity,! ranging! from! 60! to! 85! amino! acids.
They! contain! eight! highly! conserved! cysteine! residues! that! form! 4
disulfide! bridges! that! stabilize! their! hydrophobic! core,! from! which
emerge! three! loops! that! bear! 3–5! antiparallel! beta-strands.! Besides,
some! 3FTXs! also! contain! an! extra! pair! of! cysteine! residues! that
forms! one! more! disulfide! bridge! located! at! one! of! the! loops.! 3FTXs
encompass! many! proteins! with! diverse! functions! like! cytotoxicity

∗ Corresponding ! author! at:! Institute! of! Biotechnology− UNAM,! Av.! Universidad
2001, ! Cuernavaca,! Morelos,! 62210,! Mexico.

E-mail! address:! corzo@ibt.unam.mx! (G.! Corzo).

(e.g.! cardiotoxins)! [3,4]! and! neurotoxicity! (e.g.! !-neurotoxins,! fas-
ciculins,! muscarinic! toxins,! L-type! calcium! channel! blockers)! [5–7].
Snake! venom! composition! from! elapids! and! from! their! related! col-
ubrids! show! that! PLA2 and! 3FTXs! are! not! only! the! most! abundant
protein! families! [8,9],! but! also,! the! most! toxic! ones! [10].! There! are
many! reports! in! the! literature! that! have! led! us! to! identify! elapid
3FTXs! with! high! toxicity! and! low! immunogenicity! when! compared
to! other! elapid! toxins! [11,12].! Among! the! 3FTXs,! the! three! finger
!-neurotoxins! play! an! important! role! in! envenomation! as! curare
mimetic! toxins.! They! bind! to! the! nicotinic! acetylcholine! receptor
(nACR),! which! prevents! the! union! with! the! neurotransmitter,! favors
a ! resting! state! of! the! nACR,! and! disrupts! neurotransmission! [13].
Four-! and! five-disulfide! bridge! !-neurotoxins! have! been! reported
to! antagonize! muscle! and! neuronal! nACRs,! respectively.! Interest-
ingly,! some! long-chain! !-neurotoxins! (five! disulfide! bridged)! can
antagonize! a! wide! variety! of! subtypes! of! acetylcholine! receptors
[14].! It! has! been! demonstrated! that! the! !-neurotoxin! loops! are! cru-
cial! for! activity,! specificity! and! affinity;! for! instance,! the! second! loop
and ! the! region! close! to! the! disulfide! bridge! at! the! tip! of! it,! are! essen-
tial! for! selectivity! [6,15].! Furthermore,! !-neurotoxins! from! elapid
venoms! are! the! main! target! in! the! antivenom! industries.! They! rep-
resent! a! challenge! because! many! of! the! current! elapid! antivenoms
have! shown! low! antibody! recognition! toward! these! neurotoxins
when! compared! with! other! antivenoms! [10].

In ! this! work,! we ! analyzed! eight! elapid! long-chain! !-neurotoxin
sequences! that! were! reported! to! be! among! the! most! toxic

http://dx.doi.org/10.1016/j.peptides.2016.12.006
0196-9781/©! 2016! Elsevier! Inc.! All! rights! reserved.
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Abstract
The three-fingered toxin family and more precisely short-chain α-neurotoxins (also known as Type I α-neurotoxins) are crucial 
in defining the elapid envenomation process, but paradoxically, they are barely neutralized by current elapid snake antiven-
oms. This work has been focused on the primary structural identity among Type I neurotoxins in order to create a consensus 
short-chain α-neurotoxin with conserved characteristics. A multiple sequence alignment considering the twelve most toxic 
short-chain α-neurotoxins reported from the venoms of the elapid genera Acanthophis, Oxyuranus, Walterinnesia, Naja, 
Dendroaspis and Micrurus led us to propose a short-chain consensus α-neurotoxin, here named ScNtx. The synthetic ScNtx 
gene was de novo constructed and cloned into the expression vector pQE30 containing a 6His-Tag and an FXa proteolytic 
cleavage region. Escherichia coli Origami cells transfected with the pQE30/ScNtx vector expressed the recombinant con-
sensus neurotoxin in a soluble form with a yield of 1.5 mg/L of culture medium. The 60-amino acid residue ScNtx contains 
canonical structural motifs similar to α-neurotoxins from African elapids and its  LD50 of 3.8 µg/mice is similar to the most 
toxic short-chain α-neurotoxins reported from elapid venoms. Furthermore, ScNtx was also able to antagonize muscular, but 
not neuronal, nicotinic acetylcholine receptors (nAChR). Rabbits immunized with ScNtx were able to immune-recognize 
short-chain α-neurotoxins within whole elapid venoms. Type I neurotoxins are difficult to isolate and purify from natural 
sources; therefore, the heterologous expression of molecules such ScNtx, bearing crucial motifs and key amino acids, is a 
step forward to create common immunogens for developing cost-effective antivenoms with a wider spectrum of efficacy, 
quality and strong therapeutic value.

Keywords Antisera · Elapid · Micrurus · α-Neurotoxin · Synthetic gene · Recombinant · Three finger toxins

Introduction

We can conceive snake venoms as a cornucopia of toxins 
with striking features that have captivated scientist for more 
than a century (Sewall 1887). They are useful tools for 
understanding the molecular mechanisms underlying bio-
logical processes (Chang 1999) and also for designing thera-
peutic agents based on their structure (Reeks et al. 2015) 
and pharmacological properties (Chan et al. 2016). Venom 
toxins have been nested in superfamilies of proteins based 
on their structure, sequence and function. For instance, one 
of the most widely studied superfamilies in Elapidae (Coral 
snakes, mambas, cobras, kraits) and Colubridae venoms, 
due to its relative abundance and importance, has been the 
three finger-toxin family (3FTx) (Utkin 2013). As found in 
many other superfamilies, it has been maintained and tai-
lored throughout evolution as an adaptive trait, conserving 
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13  Glosario. 
	
Cuadriplejía: Parálisis conjunta de las cuatro extremidades del cuerpo. 
 
Curare: Veneno extraído de varias especies de plantas que tiene la propiedad de paralizar las placas 
motoras de los músculos. 
 
Edema: Presencia de un exceso de líquido en algún órgano o tejido del cuerpo que, en ocasiones, 
puede ofrecer el aspecto de una hinchazón blanda. 
 
Edrofonio: Medicamento que actúa como inhibidor de la colinesterasa. 
 
Elápido: Familia de ofidios venenosos. 
 
Fármaco: Sustancia que sirve para curar o prevenir una enfermedad, para reducir sus efectos sobre el 
organismo o para aliviar un dolor físico. 
 
Fasciculaciones: Son pequeñas e involuntarias contracciones musculares, visibles bajo la piel y que 
no producen movimiento de miembros, debidas a descargas nerviosas espontáneas en grupos de fibras 
musculares esqueléticas.  
 
Midriasis: Dilatación anormal de la pupila con inmovilidad del iris. 
 
Morbilidad: Proporción de personas que enferman en un sitio y tiempo determinado. 
 
Mortalidad: Tasa de muertes producidas en una población durante un tiempo determinado, en general 
o por una causa determinada. 
 
Neostigmina: Agente inhibidor de la colinesterasa. 
 
Neuralgia: Dolor intenso de un nervio sensitivo y sus ramificaciones, o la zona por la que se 
distribuye ese nervio. 
 
Paraplejía: Parálisis de la mitad inferior del cuerpo. 
 
Parasimpaticomiméticos: Es una sustancia sintética o natural que actúa al estimular el sistema 
nervioso parasimpático. Tienen efectos similares a los producidos por la acetilcolina. 
 
Parestesia: Sensación anormal de los sentidos o de la sensibilidad general que se traduce por una 
sensación de hormigueo. 
 
Ptosis: Caída o prolapso de un órgano, una víscera o una parte, debido, a menudo, a una relajación de 
los medios de sujeción, como en la ptosis renal, palpebral, gástrica, etcétera. 
 
 
Terapéutico: Tratamiento que se emplea para la curación de un trastorno o enfermedad. Y parte de la 
medicina que se ocupa de los medios empleados en el tratamiento de las enfermedades y de la forma 
de aplicarlos. 
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