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l.  ABREVIATURAS USADAS EN EL PRESENTE TRABAJO

Azso Absorbancia a 280 nm

Birmex Laboratorios de Bioldgicos y Reactivos de México S.A. de C.V.
CNBrS Sefarosa activada por bromuro de cianégeno
CRiSPs Proteinas secretoras ricas en cisteina

CTLs Lectinas tipo C

DEsp Dosis efectiva media

DIS Desintegrinas

DLso Dosis letal media

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

ELISA Inmunoensayo de adsorcidn ligado a enzimas
Fab Dominio de unién a antigeno

FEUM Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
FHR Fraccién hiper-retenida

FNR Fraccidn no retenida

FR Fraccion retenida

i.p. Via intraperitoneal

i.v. Via intravenosa

ICP Instituto Clodomiro Picado

INEGI Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
kDa Kilodalton

LAAOs L-aminoacido oxidasas

NOM Norma Oficial Mexicana

NP Péptidos natriuréticos

NTDs Enfermedades Tropicales Desatendidas

OMS Organizacién Mundial de la Salud

PBS Buffer de fosfatos salino

PLAs Fosfolipasas A;

SDS-PAGE Gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio
SINAVE Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica
SubA Subunidad acida de la crotoxina

SubB Subunidad basica de la crotoxina

SVMPs Metaloproteasas de veneno de serpiente
SVSPs Serin proteasas de veneno de serpiente
TL-SVSP Serin proteasas tipo trombina



Il.  RESUMEN

El accidente ofidico en México es un problema de salud publica causado por el contacto
traumadtico con serpientes principalmente de la familia Viperidae. Las cifras oficiales
reportan en promedio 3800 envenenamientos anuales que conducen a 35 defunciones.
Para tratar el envenenamiento por mordedura de vipérido en México, existen dos
antivenenos comerciales y un tercero en proceso experimental que pretende salir al
mercado pronto. Los tres son de origen equino y funcionan a partir de fragmentos F(ab’),
pero utilizan el veneno de diferentes especies como inmundgenos. A pesar de la larga
tradicion en la manufactura de antivenenos en México, no existen estudios enfocados en
evaluar su capacidad neutralizante hacia especies de vipéridos no pertenecientes al
género Crotalus o que comparen el desempefio de distintos lotes de cada producto. Por
tal motivo, se caracterizdé bioquimica e inmunoldgicamente distintos lotes de los tres
antivenenos. Para ello, se cuantificé la proporcion de fragmentos F(ab’), capaces de
reconocer tres diferentes venenos usados en la elaboracion de los antivenenos, ademas,
el perfil electroforético de los antivenenos fue evaluado en busca de contaminantes.
Posteriormente, se evalud la capacidad neutralizante de los antivenenos hacia las
principales actividades téxicas del veneno de nueve especies de vipéridos mexicanos y su
nivel de inmunoreconocimiento. Nuestros datos muestran diferencias significativas en el
contenido proteico y en la capacidad neutralizante entre diferentes antivenenos e incluso
entre distintos lotes de un mismo producto. Entre los resultados mas sobresalientes
destaca el hecho de que el veneno de Crotalus atrox es pobremente neutralizado por
todos los lotes evaluados a pesar de ser la especie responsable de la mayoria de los
envenenamientos en el norte del pais. Adicionalmente, con la mayor cantidad probada
ningun antiveneno fue capaz de neutralizar la actividad letal de los venenos de
Metlapilcoatlus nummifer y Porthidium yucatanicum. Nuestros datos reflejan importantes
areas de oportunidad tanto para el mejoramiento de los antivenenos disponibles como
para la creacién de nuevos productos.



1. INTRODUCCION

1.1. ACCIDENTE OFIDICO EN EL MUNDO

El envenenamiento por mordedura de serpiente también Ilamado ofidismo o accidente
ofidico, es una condicion en la cual se ven afectados diversos procesos fisiologicos
producto de la inyeccién de secreciones tdxicas a humanos. El veneno inoculado puede
llevar a un amplio espectro de efectos toxicos que van desde el dafio tisular local a la falla
multiorgdnica, que de no ser tratados adecuadamente, pueden causar la muerte. El
ofidismo representa un problema de salud publica desatendido que afecta principalmente
a las comunidades rurales de paises tropicales y subtropicales, donde es causa importante
de mortalidad y morbilidad asociadas a un deficiente acceso a servicios de salud, y en
algunos casos, a escasez de antivenenos (Gutiérrez et al., 2017; Kasturiratne et al., 2008;
Kim et al., 2019).

A nivel mundial ocurren entre 1.8 y 2.7 millones de envenenamientos al afio, los cuales
producen de 81,000 a 138,000 muertes y mas de 400,000 sobrevivientes con secuelas
incapacitantes (Chippaux, 1998; Kasturiratne et al., 2008). Tan sélo en el continente
americano la incidencia alcanza los 57,500 casos al afio, que resultan en cerca de 370
muertes (Chippaux, 2017a).

El envenenamiento por mordedura de serpiente fue reconocido en 2009 por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como parte de las Enfermedades Tropicales
Desatendidas (NTDs) (World Health Organization, 2010), no obstante, para 2013 fue
retirado de esta lista (Chippaux, 2017b) y dos afios mas tarde no se contaba con ningun
programa asociado a la OMS para su control y prevencion (Hui Wen et al., 2015). Aunque
el 9 de junio de 2017 se reincorporé a la categoria de NTDs (Chippaux, 2017b), el
accidente ofidico ha recibido histéricamente poca atencién de organismos de
financiamiento, autoridades sanitarias y la industria farmacéutica. Este abandono ha
retrasado el desarrollo de soluciones efectivas para reducir su impacto social (Calvete et
al., 2018; Gutiérrez et al., 2017).

1.2. ACCIDENTE OFiDICO EN MEXICO

La informacién epidemioldgica disponible acerca del accidente ofidico en México es
deficiente. Recién en 2003 comenzd a ser registrada de manera independiente la
incidencia de mordeduras por serpiente en los reportes epidemiolégicos semanales del
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE) que pertenece a la Secretaria de
Salud. De acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) y el SINAVE
de 2003 a 2019 se contabilizaron en promedio 3,893 mordeduras, las cuales causaron 35.5



defunciones anuales (Fig. 1). Sin embargo, los datos recolectados por el SINAVE y el INEGI
representan una subestimacién de la carga epidemioldgica real, debido a diversos
factores, por ejemplo, en muchas comunidades las personas envenenadas recurren a
tratamientos tradicionales brindados por curanderos o chamanes que impiden la
contabilizacidén del accidente; no existe registro sobre los sobrevivientes con secuelas vy,
encima, un gran nimero de unidades prestadoras de servicio no recaban informacién en
el SINAVE (Neri-Castro, Bénard-Valle, et al., 2020).

Aunque no existe informacion para el caso especifico de México, es posible que al igual
que en el resto de América mas del 90 % de accidentes ofidicos sean causados por
serpientes de la familia Viperidae debido a su abundancia (Chippaux, 2017a; Gutiérrez et
al., 2010; Neri-Castro et al., 2021; Russell et al., 1997; Warrell, 2004).
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Figura 1. Distribucion geografica del envenenamiento por serpiente y la mortalidad derivada de este fenémeno en
México. Los colores indican rangos de incidencia en el pais, mientras que los nimeros dentro de cada estado representan
el promedio de muertes anuales entre 2003 y 2009. Tomada de Neri-Castro et al. (2021).



1.3. TRATAMIENTOS

Después de un envenenamiento la busqueda de tratamiento estd influenciada por
distintas razones, especialmente en zonas que carecen de servicios sanitarios, lo cual
empuja a los pobladores a recurrir a curanderos tradicionales, herbolarios o chamanes.
Los tratamientos tradicionales son variables y pueden incluir vendajes, torniquetes,
incisiones, amputaciones, ingesta de infusiones vegetales y aplicacion topica de hielo,
hierbas, fuego, succion o choques eléctricos en el sitio de la mordedura, entre otros
(Bénard-Valle et al., 2015; Chippaux, 2017a; Gutiérrez et al.,, 2017; Schioldann et al.,
2018). Aunque el principal motivo para su uso es la disponibilidad, dichas practicas estan
alimentadas por mitos y creencias infundadas y diversos estudios han comprobado que
carecen de efectividad, retrasando significativamente la atencién médica y distorsionando
los cuadros clinicos, generando asi serias complicaciones médicas como dolor, isquemia,
infecciones o necrosis incluso en la ausencia de envenenamiento (Alberts et al., 2004;
Bush et al., 2000; Gutiérrez et al., 2017; Warrell, 2010). Hasta la fecha, la administracion
parenteral de antiveneno representa el Unico tratamiento especifico y cientificamente
validado del envenenamiento por mordedura de serpiente (Gutiérrez et al., 2017; Warrell,
2010; Zolfagharian & Dounighi, 2013).

1.4. ANTIVENENOS EN EL MUNDO

Los origenes de la inmunoterapia para los envenenamientos se remontan a hace mas de
125 afios con los trabajos independientes de Phisalix y Calmete (Bochner, 2016), y aunque
los antivenenos han permanecido sin cambios fisicoquimicos sustanciales (Calvete et al.,
2018), siguen siendo la Unica terapia especifica para el tratamiento del accidente ofidico.

La produccién de antivenenos inicia con la inoculacidon de dosis crecientes de veneno en
mamiferos grandes, usualmente caballos u ovejas. Esto provoca en los animales el
desarrollo de una respuesta inmune contra los componentes del veneno, y con ello, un
aumento progresivo de anticuerpos neutralizantes. Posteriormente, se obtiene una
muestra de sangre seguida de la purificacién de los anticuerpos contenidos en el plasma
(Lalloo & Theakston, 2003; World Health Organization, 2018). La purificacion se realiza
tipicamente 4acido caprilico (Rojas et al., 1994). Algunos fabricantes incluyen un paso de
digestion enzimatica de las inmunoglobulinas con pepsina, obteniendo fragmentos F(ab’) >
(Pope, 1939).

Los fragmentos F(ab’); estan compuestos por dos dominios de unién a antigeno (Fab)
unidos por un puente disulfuro, lo que les otorga el cardcter de bivalentes, es decir, tienen
la capacidad tedrica de unir dos moléculas del mismo antigeno (Fig. 2). Los F(ab’); de
origen equino tienen una masa molecular de aproximadamente 110 kDa, y aquellos



antivenenos que se basan en estas moléculas reciben el nombre de faboterdpicos. El
producto obtenido es una mezcla de anticuerpos neutralizantes contra el veneno vy
anticuerpos contra todos los demas antigenos con los que el animal inmunizado ha estado
en contacto, por lo que los anticuerpos médicamente relevantes se encuentran en menor
proporcion (Segura et al., 2013).

F(ab’),
Regién
bisagra
Pepsina
Fragmento L M\
Fe I —
\ 7 N 7

I1gG intacta

Fc digerido

Figura 2. Digestién enzimdtica de las inmunoglobulinas. La digestién con pepsina divide a la IgG por debajo de la
region bisagra produciendo un fragmento bivalente llamado F(ab’)z.. Ademds, la pepsina digiere el fragmento Fc en
pequefios fragmentos que generalmente no son recuperados (Feldkamp & Carey, 1996).

La capacidad neutralizante de un antiveneno esta en funcién, principalmente, de los
venenos incluidos en la mezcla de inmunizacién. Por ello, la gran diversidad
inmunoquimica del veneno de serpientes restringe la efectividad clinica de un antiveneno
a un espectro geografico y bioldgico limitado (Gutiérrez et al., 2006; World Health
Organization, 2018). No obstante, los antivenenos son capaces de neutralizar
(generalmente con menor eficacia) algunos venenos que no son utilizados como
inmundégenos en su elaboracion. Esta neutralizacion cruzada se debe a la similitud entre
las toxinas presentes en el veneno de serpientes relacionadas filogenéticamente (Segura
et al., 2012).

En consecuencia, la seleccién de los venenos incluidos en la mezcla de inmunizacion es
critica en la produccién de antivenenos (Gutiérrez et al., 2011). Se requiere de un andlisis



cuidadoso y basado en el conocimiento cientifico, que integre informacién bioquimica,
inmunoldgica, clinica y epidemioldgica para el disefio de las mezclas inmunizantes
(Gutiérrez et al., 2011). Preferentemente el veneno debe ser colectado de organismos con
diferentes edades, provenientes de diversas poblaciones geograficamente representativas
y mezclado antes de usarlo como inmundgeno (World Health Organization, 2018).

1.5. ANTIVENENOS EN MEXICO

En México, los faboterapicos antiviperinos se encuentran regulados por la Farmacopea de
los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) y la Norma Oficial Mexicana NOM-036-SSA2-2012,
la cual establece “una capacidad neutralizante de no menos de 790 DLso de veneno de
Crotalus sp. y no menos de 780 DLsp de veneno de Bothrops sp.” (Norma Oficial Mexicana
NOM-036-SSA2-2012, Prevencidon y control de enfermedades. Aplicacién de vacunas,
toxoides, faboterdpicos (sueros) e inmunoglobulinas en el humano, 2012; Farmacopea de
los Estados Unidos Mexicanos, 2014).

Para tratar el envenenamiento por mordedura de vipérido en México, existen dos
antivenenos comerciales y un tercero en proceso experimental que pretende salir al
mercado pronto. Los tres son de origen equino y funcionan a partir de fragmentos F(ab’)»,
pero utilizan el veneno de diferentes especies como inmundgenos.

1.5.1. FABOTERAPICO POLIVALENTE ANTIVIPERINO

Laboratorios de Bioldgicos y Reactivos de México S.A. de C.V. (Birmex) es una empresa de
participacidon estatal mayoritaria que produce antivenenos desde hace cerca de 90 afios
(Fan et al., 2019; Temprano et al., 2017). Birmex utiliza una mezcla de veneno de Crotalus
basiliscus y Bothrops asper como inmundgeno para producir cerca de 24,000 viales al afio
de un antiveneno poliespecifico llamado Faboterapico Polivalente Antiviperino®. Dicha
mezcla esta compuesta por el veneno de ejemplares juveniles y adultos en una proporcién
aproximada de 60-80% y de 20-40%, respectivamente. Ademas, se aseguran de incluir
ejemplares de C. basiliscus cuyo veneno contenga neurotoxinas (Garcia Bafiuelos,
comunicacion personal, junio de 2020).

El Faboterapico Polivalente Antiviperino® referido en adelante simplemente como
“Birmex”, es capaz de neutralizar la actividad letal de los venenos usados como
inmundgenos (Segura et al.,, 2012, 2017), ademas del veneno de Crotalus atrox, C.
culminatus, C. simus, C. tzabcan, C. scutulatus scutulatus, C. s. salvini (M. Sanchez et al.,
2020), C. molossus (Borja, Neri-Castro, Pérez-Morales, et al., 2018) y C. ravus (Gallegos,
2008). Sin embargo, actualmente no existen trabajos que evaluen la potencia



neutralizante de este faboterdpico hacia las actividades toxicas del veneno producido por
especies mexicanas no pertenecientes a los géneros Bothrops o Crotalus.

1.5.2. ANTIVIPMYN

Antivipmyn® es producido por laboratorios Silanés usando como inmundgenos el veneno
de B. asper y de C. simus aunque es probable que sea empleado también el veneno de C.
culminatus, C. tzabcan y C. mictlantecuhtli ya que hasta hace poco estas especies eran
consideradas subespecies de C. simus (Carbajal-Marquez et al., 2020; Wister et al., 2005).
Este faboterapico es capaz de neutralizar la actividad letal de los venenos usados en su
elaboracion (De Roodt et al., 2014; Neri-Castro, 2010), asi como aquellos de Crotalus
atrox, C. scutulatus (Neri-Castro, 2010; E. E. Sdnchez et al., 2003), C. molossus (Borja, Neri-
Castro, Pérez-Morales, et al., 2018; Neri-Castro, 2010; E. E. Sanchez et al.,, 2003) y de
especies pertenecientes a géneros distintos a las serpientes de cascabel, i.e., Agkistrodon
bilineatus y Metlapilcoatlus nummifer (De Roodt et al., 2014).

1.5.3. INOSERP

Inosan Biopharma utiliza una mezcla de venenos de B. asper, C. basiliscus, C. simus, C.
culminatus, C. tzabcan, C. atrox, C. molossus, C. s. scutulatus, C. s. salvini, A. bilineatus y
Sistrurus catenatus como inmundgeno para producir Inoserp®, un faboterdpico en etapa
experimental.

1.6. EVALUACION PRECLINICA DE LOS ANTIVENENOS

A pesar de que los antivenenos son el tratamiento mas efectivo y con la mejor relacion
costo/beneficio para el ofidismo (Brown & Landon, 2010), frecuentemente son
inaccesibles para las personas de bajos recursos econémicos en ambientes rurales quienes
estan en mayor riesgo. Adicionalmente, los mercados fragiles y la falta tanto de incentivos
financieros como de liderazgo por parte de las organizaciones internacionales de salud
publica han hecho de este un campo con pocas mejoras e innovacion (Barlow et al., 2009;
Williams et al.,, 2011). Como muestra, la gran mayoria de mezclas de veneno usadas
actualmente como inmundgenos fueron establecidas hace varias décadas a pesar de que
desde entonces se conoce cada vez mas sobre la composicién de los venenos, su
variabilidad y toxicidad. El conocimiento recién adquirido podria aplicarse al disefio de
esquemas de inmunizacién para producir nuevos antivenenos de amplio espectro o para
optimizar los existentes. Para lograr esta mejora, la evaluacion preclinica de los
antivenenos es un aspecto clave (Calvete et al., 2018; Gutiérrez et al., 2011; Williams et
al.,, 2011).



La neutralizacién cruzada de venenos similares a los usados en el esquema de
inmunizacion puede expandir el rango de aplicacion clinica de algunos antivenenos, pero
requiere de ensayos preclinicos para identificar su potencial. Por ende, se debe evaluar la
potencia neutralizante de las actividades tdxicas mas relevantes tanto de los venenos
incluidos en la mezcla de inmunizaciéon como del veneno de aquellas especies de
importancia médica relacionadas filogenéticamente (Gutiérrez, 2018; Williams et al.,
2011).

Aunque Utiles, los ensayos de reconocimiento in vitro son, por si mismos, insuficientes
para evaluar la eficacia de un antiveneno. Son requeridos, ademds, ensayos de
neutralizacion in vivo (World Health Organization, 2018). No obstante, dichos analisis
preclinicos in vitro e in vivo tienen limitaciones fisioldgicas debido a que los protocolos de
inyeccion del veneno y del antiveneno no corresponden a un escenario real de
envenenamiento. Incluso existe la posibilidad de que la respuesta organica al
envenenamiento/tratamiento de parte de los modelos murinos pueda diferir de aquella
desarrollada por pacientes humanos. Y aunque el uso de modelos animales sea
actualmente la mejor herramienta para el andlisis de la sintomatologia asociada a un
envenenamiento, es imperativo evitar las extrapolaciones simplistas de estos ensayos a la
situacion clinica. A pesar de todo, estas evaluaciones sobre los antivenenos son esenciales
para comprobar su seguridad y determinar su capacidad neutralizante antes de que estos
productos sean recomendados para su uso en humanos (Williams et al., 2018; World
Health Organization, 2018).

1.7. DIVERSIDAD DE SERPIENTES VENENOSAS EN MEXICO

México se encuentra entre los paises con el relieve mds accidentado del planeta. Mas de
la mitad del territorio se encuentra a mas de 1 000 msnm y cerca de la tercera parte de la
superficie del pais tiene una altitud inferior a 500 m (Rzedowski, 2006). Esta disposicion
del relieve ha formado 15 provincias fisiograficas principales, cuya heterogeneidad se
refleja en una gran variedad de tipos de vegetacidon y ecosistemas. Lo anterior hace de
México uno de los paises con mayor biodiversidad en el mundo.

Las serpientes se distribuyen en todas las masas continentales a excepcion de la Antartida,
Groenlandia e Islandia (Flores-Villela & Garcia-Vazquez, 2014). En México se registran 442
especies de serpientes, de las cuales sdlo el 20% es considerado de relevancia médica
(Neri-Castro et al., 2021). Las serpientes de importancia médica en México pertenecen a
dos familias: Viperidae y Elapidae. Esta ultima agrupa a 18 especies y estd formada casi
exclusivamente por serpientes de coral. Por su parte la familia Viperidae, cuyos
integrantes se conocen como vipéridos o simplemente viboras, cuenta con 74 especies



(Uetz et al., 2021) y como se menciond anteriormente, es la principal responsable de los
envenenamientos en el pais.

La OMS reconoce dos categorias de serpientes de relevancia médica, la categoria 1 incluye
especies sumamente venenosas, con amplia distribucidon y que causan un elevado nimero
de envenenamientos; la categoria 2 a su vez comprende a especies que no estan
involucradas en un gran numero de accidentes. Para el caso especifico de México la
categoria 1 incorpora especies como Agkistrodon bilineatus, Bothrops asper, Crotalus
atrox y C. simus. Por otro lado, Metlapilcoatlus nummifer, Cerrophidion tzotzilorum,
Crotalus basiliscus y Porthidium yucatanicum forman parte de la categoria 2 (World Health
Organization, 2018).

1.8. APARATO VENENOSO

El veneno de las serpientes es producido, almacenado e inoculado por un aparato
venenoso altamente especializado que se encuentra a lo largo del maxilar e incluye la
adaptacion de glandulas, musculos y dientes. En vipéridos, consta de una glandula
principal que desemboca a través de un conducto primario en una glandula accesoria que,
a su vez, conecta a un diente hueco por medio de un conducto secundario (Fig. 3). La
produccion y almacenamiento del veneno ocurren en la glandula principal. Esta glandula
contiene cisternas tubulares revestidas de células secretoras donde el veneno es
producido. Por otra parte, el almacenamiento del veneno es posible gracias a un gran
lumen y ductulos epiteliales. Durante la mordedura, la glandula principal es comprimida
por un musculo especializado que aumenta la presidén con la que el veneno es inyectado
(Kochva & Gans, 1966; Mackessy, 1991, 2010; Mackessy & Baxter, 2006).

Globo Glandula Gléandula Mdsculo
ocular accesoria primaria compresor

Maxila

Diente
hueco

Conducto
secundario

Figura 3. Aparato venenoso en vipéridos. (Imagen cortesia de Dan Rabosky y Erin Westeen).
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1.9. VENENO

El veneno es una secrecidn téxica que perturba procesos fisioldgicos o bioquimicos,
facilitando la alimentacién y defensa del animal que lo produce (Calvete, Sanz, et al.,
2009). El veneno de las serpientes esta constituido por elementos organicos e inorganicos.
Entre los componentes inorganicos se encuentran metales como Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Na, P, Co y Zn (Bjarnason & Fox, 1994). Los elementos organicos pueden, a su vez,
subdividirse en proteicos y no proteicos, estos ultimos agrupan a carbohidratos, lipidos,
nucledtidos y aminoacidos. Cerca del 95% del peso seco del veneno corresponde a
proteinas y péptidos (Russell, 1980), los cuales alteran la actividad de enzimas, receptores
y canales idnicos, desordenando asi algunos sistemas como el neuromuscular,
cardiovascular, nervioso central y periférico, la coagulacidn sanguinea y la homeostasis
(Fry, 2015; Mackessy, 2010; Moura-da-Silva et al., 2007; E. E. Sdnchez et al., 2003).

1.10. VENENOS DE VIPERIDOS MEXICANOS

En general, el veneno de los vipéridos esta constituido por tres familias proteicas
dominantes: fosfolipasas A; (PLA2s), metaloproteasas de veneno de serpiente (SVMPs) y
serin proteasas de veneno de serpiente (SVSPs). Conjuntamente estas familias
representan en promedio el 77% del proteoma del veneno. El 22% restante esta formado
por otras familias proteicas que se encuentran en menor proporcion: L-aminoacido
oxidasas (LAAQ), proteinas secretoras ricas en cisteina (CRiSP), lectinas tipo C (CTL),
desintegrinas (DIS) y péptidos natriuréticos (NP) (Lomonte et al., 2014; Tasoulis & Isbister,
2017).

1.10.1. FOSFOLIPASAS

La superfamilia de las PLA,s es un grupo de enzimas que catalizan la hidrdlisis del enlace
éster sn-2 de los glicerofosfolipidos, liberando acidos grasos vy lisofosfolipidos. Las PLA3s
presentes en el veneno de serpientes tienen una masa molecular de entre 12 y 15 kDa
(Lomonte & Gutiérrez, 2011), consisten entre 120 y 125 residuos aminoacidicos
(Ghazaryan et al.,, 2015), 7 puentes disulfuro y un sitio activo altamente conservado
formado por los residuos His48 y Asp93 (Lomonte & Gutiérrez, 2011; Ward et al., 2002).
Para llevar a cabo su funcién catalitica, las SVPLA,s requieren de Ca* como cofactor
(Dennis et al., 2011). Este i6n se une a la enzima gracias a un residuo aspartico en la
posicion 49 (Asp49), el cual estda conservado en la estructura de las fosfolipasas
enzimaticamente activas (Angulo et al., 2005), que se conocen como D49-PLAjs. Sin
embargo, en algunas PLA;s el Aspd9 estad sustituido por lisina, serina, asparagnina o
arginia, produciendo homdlogos conocidos como K49-, S49-, N49- y R49- PLA3s,
respectivamente (Lomonte et al., 2009). A pesar de que estos homadlogos son carentes de
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actividad enzimdtica, cuentan con efectos miotdxicos y citotéxicos que son de gran
relevancia clinica en los envenenamientos por mordedura de serpiente (Angulo et al.,
2005; Ghazaryan et al., 2015; Lomonte & Gutiérrez, 2011).

Las PLA;s contenidas en el veneno de vipéridos afectan principalmente al sistema
neuromuscular en modelos in vivo, ya sea por miotoxicidad o por una combinacion de
actividades neurotdxica presindptica y miotdxica. Se han propuesto tres mecanismos para
la actividad miotdxica de las PLA;s: la hidrdlisis de los fosfolipidos membranales por las
D49-PLA;s; la interaccion entre el sarcolema y una region rica en residuos catidnicos e
hidrofébicos cerca del extremo C-terminal de los homdlogos K49-PLAjs y un tercer
mecanismo en el cual ademas de miotoxicidad sistémica se produce neurotoxicidad,
causadas por PLA;s heterodiméricas como la crotoxina (Angulo et al., 2005; Lomonte &
Gutiérrez, 2011).

La crotoxina fue la primera neurotoxina de origen animal y la primera proteina de veneno
de serpiente en ser purificada y cristalizada (Slotta & Fraenkel-Conrat, 1938). Esta
molécula y sus homdlogos estdn compuestas por una subunidad basica (subunidad B -
SubB-) unida no covalentemente a una subunidad acida (subunidad A -SubA-). SubB es una
D49 PLA; y SubA estd formada por tres cadenas polipeptidicas unidas por 7 puentes
disulfuro (Faure & Bon, 1988; Hawgood & Smith, 1977). Las dos subunidades tienen un
comportamiento sinérgico: SubB es toxica (DLso: 10 pg/g, datos no publicados) vy al igual
gue la toxina completa, actia en las terminales presindpticas (Faure & Bon, 1988);
mientras que SubA carece de toxicidad y actividad enzimatica (Hawgood & Smith, 1977),
pero juega un papel muy importante al permitir que SubB alcance los posibles receptores
especificos en la unidon neuromuscular, aumentando asi su letalidad (Faure et al., 2003;
Faure & Bon, 1988).

Esta neurotoxina se une al receptor especifico R48 localizado en la membrana
presindptica, formando el complejo transitorio SubA-SubB-R48. Posteriormente se disocia
liberando a SubA, lo que bloquea la transmision neuromuscular (Faure et al.,, 2011),
produce paralisis flacida y fallo respiratorio (Hawgood & Smith, 1977; Vital-Brazil & Excell,
1971). Aunado a las actividades neurotdxica y miotdxica, la crotoxina puede producir
nefrotoxicidad y cardiotoxicidad (Sampaio et al., 2010).

La crotoxina y sus homodlogos cobran gran relevancia clinica al estar presentes en el
veneno de vipéridos que se distribuyen en México, principalmente serpientes de cascabel,
i. e., Crotalus scutulatus (Glenn & Straight, 1989), C. basiliscus, C. mitchelli (Chen et al.,
2004), C. tigris (Weinstein & Smith, 1990), C. lepidus (Rivas et al., 2017), C. simus, C.
tzabcan, C. mictlantecuhtli (Carbajal-Marquez et al., 2020; Castro et al.,, 2013) y otros
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vipéridos como Ophryacus sphenophrys (Neri-Castro et al., 2019) y Mixcoatlus melanurus
(Neri-Castro, Sanz, et al., 2020).

1.10.2. METALOPROTEASAS

Las SVMPs (snake venom metalloproteinases) conforman una subfamilia de enzimas
endoproteoliticas dependientes de zinc que contienen una secuencia de unién a este idn,
tipicamente HEXXHXXGXXH (Bjarnason & Fox, 1994; Bode et al., 1996; Kini & Koh, 2016;
Moura-da-Silva et al., 2007; Teixeira et al., 2005). Se pueden organizar de acuerdo con los
dominios que las conforman en cuatro grupos, cada uno mas complejo que el anterior: el
P-1 (25-30 kDa) sélo contiene el dominio metaloproteasa; el P-ll (30-45 kDa) incluye
ademds un dominio tipo desintegrina; el P-Ill (50-100 kDa) suma un dominio rico en
cisteina y el P-IV incorpora también un par de dominios tipo lectina unidos por puentes
disulfuro (Hite et al., 1994). La especificidad de los sustratos reconocidos por las SVMPs es
muy amplia, incluyendo proteinas del plasma y la membrana basal vascular como
laminina, nidégeno, coldgeno tipo IV y fibronectina (Gutiérrez et al., 2016; Moura-da-Silva
et al., 2007).

Estas enzimas representan la familia proteica mas abundante en el veneno de muchos
vipéridos (Calvete, Sanz, et al., 2009; Tasoulis & Isbister, 2017) y son las principales
responsables de la actividad fibrinogenolitica asi como de la hemorragia local y sistémica
observada en los envenenamientos causados por este grupo de serpientes (Bjarnason &
Fox, 1994; Moura-da-Silva et al., 2007). La hemorragia local puede causar isquemia y
contribuir a la regeneracion deficiente del tejido (Gutiérrez et al., 1995), por su parte, la
hemorragia sistémica afecta diversos organos produciendo serias complicaciones como
shock cardiovascular, sangrado pulmonar y hemorragia del sistema nervioso central
(Cardoso et al.,, 1993; Otero, Gutiérrez, et al.,, 2002). Asimismo, las SVMPs son
fuertemente proinflamatorias y han sido asociadas con otros sintomas como mionecrosis,
edema vy diversas coagulopatias (Gutiérrez et al., 1995, 2016; Mackessy, 2010; Teixeira et
al., 2005).

Se han propuesto dos mecanismos mediante los cuales las SVMPs producen hemorragia:
per rhexis (Ownby et al., 1974) y per diapedesis (Ohsaka, 1979), los cuales ocurren
principalmente en los capilares sanguineos y en las vénulas, respectivamente (Gutiérrez
et al., 2005; Gutiérrez & Rucavado, 2000). En la hemorragia per rhexis la extravasacion de
eritrocitos ocurre a través de células endoteliales dafiadas por la accién de las SVMPs
(Ownby et al., 1974, 1978; Ownby & Geren, 1987). En contraste, en la hemorragia per
diapedesis la ruptura de las proteinas de la membrana basal provoca que los eritrocitos
escapen por las uniones intercelulares (Goncalves & Mariano, 2000; Ohsaka, 1979).
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1.10.3. SERINPROTEASAS

Las SVSPs (snake venom serin proteases) son enzimas generalmente glicosiladas con
actividad proteolitica que incorporan 12 residuos de cisteina formando seis puentes
disulfuro, uno de los cuales es caracteristico y se encuentra conservado (ltoh et al., 1987;
Parry et al., 1998). A pesar de que los integrantes de este grupo muestran una alta
identidad de secuencia entre si (60-70%), reconocen sustratos diferentes con una alta
especificidad (Murayama et al., 2003). Estas enzimas hidrolizan enlaces peptidicos
después de una arginina o lisina en posicion P1 (Serrano, 2013), aunque su actividad es
influenciada en gran medida por el motivo peptidico adyacente al enlace escindible
(Murayama et al., 2003). Su mecanismo involucra una triada catalitica conservada en las
serino proteasas conformada por residuos de serina, histidina y aspartato (Parry et al.,
1998). El residuo de serina es altamente reactivo y tiene un papel esencial en la formacion
de un complejo transitorio acil-enzima, el cual es estabilizado por la histidina y el
aspartato (Barrett & Rawlings, 1995). Aunque no son letales por si mismas, las SVSPs
contribuyen a los efectos toxicos de los demas componentes del veneno (Braud et al.,
2000). Afectan principalmente al sistema hemostatico, ya sea de forma inespecifica por
degradacion proteolitica o de manera selectiva al activar/inhibir diversos factores
involucrados en la agregacién plaquetaria, la coagulacién y la fibrindlisis (Braud et al.,
2000; Matsui et al., 2000; Serrano, 2013).

Muchas SVSPs tienen actividad procoagulante al hidrolizar preferencialmente la cadena a
seguida de la cadena B del fibrindgeno (J. O. Costa et al., 2010; Matsui et al., 2000; Zaqueo
et al., 2014), lo que puede liberar los fibrinopéptidos A y B, respectivamente. Estos
péptidos se ensamblan espontaneamente formando protofibrillas (Mosesson, 2005). Sin
embargo, debido a que las SVSPs no hidrolizan exactamente el mismo sitio que la
trombina enddgena y no activan al factor de coagulacién XllI que promueve el
entrecruzamiento de los fibrinopéptidos, el coagulo que producen presenta una limitada
polimerizacién (J. O. Costa et al., 2010; Vivas-Ruiz et al., 2020). Dado que esta actividad se
asemeja a la de la trombina, estas enzimas se denominan serinproteasas “tipo trombina”
o “thrombin-like” (TL-SVSP) (Stocker et al., 1982).

1.10.4. OTRAS FAMILIAS PROTEICAS PRESENTES EN EL VENENO DE VIPERIDOS

Las LAAOs son flavoenzimas generalmente diméricas con masas moleculares de entre 120
y 150 kDa, responsables del caracteristico color amarillo presente en la mayoria de
venenos (Guo et al., 2012). Catalizan la desaminacion oxidativa estereoespecifica de un
amplio rango de L-aminoacidos, mostrando cierta especificidad hacia los aromaticos o
hidrofébicos. La desaminacién da lugar a a-cetodcidos, produciendo amonio y peréxido de
hidrégeno (H203), lo cual contribuye a la toxicidad del veneno gracias al estrés oxidativo
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generado por el H,0; (Costa et al., 2014; Guo et al., 2012). Ademads, se ha mostrado que
las LAAOs pueden inducir (Ali et al., 2000) o inhibir (Samel et al., 2006) la agregacién
plaquetaria, inducen apoptosis en distintas lineas celulares tumorales (Suhr & Kim, 1996) y
exhiben actividad antimicrobiana (Skarnes, 1970) y antiviral (Zhang et al., 2003).

Las CRiSP son polipéptidos de cadena sencilla con pesos moleculares que van de 20 a 30
kDa (Suntravat et al., 2019). Tienen 16 residuos de cisteina estrictamente conservados
(Tadokoro et al., 2020), de los cuales 10 se encuentran en el extremo C-terminal
(Yamazaki & Morita, 2004). Generalmente son asociadas con la inhibicion no enzimatica
de canales en la membrana celular, aunque algunas presentan otras actividades como
miotoxicidad, inhibicién de la angiogénesis o regulacion de la permeabilidad capilar (Lecht
et al., 2015; Suntravat et al., 2019; Yamazaki & Morita, 2004).

Las desintegrinas son una familia de polipéptidos presentes en el veneno de vipéridos que
bloguean selectivamente la funcidén de los receptores de integrina B1 y Bs. Se originan por
el procesamiento proteolitico de las P-Il SVMPs, separando los dominios metaloproteasa y
desintegrina, los cuales pueden actuar de forma independiente (Mackessy, 2010). La
mayoria de estas moléculas tienen una secuencia de reconocimiento de integrinas,
conformada por la triada arginina-glicina-acido aspartico (llamada RGD) (Huang et al.,
1987). Gracias a su interaccion con las integrinas, son capaces de inhibir diversos procesos
biolégicos como la agregacidn plaquetaria, metastasis, angiogénesis y crecimiento tumoral
(Rivas et al., 2020).

1.11. VARIACION INTRAESPECIFICA EN EL VENENO

Los efectos producidos por el veneno en los diferentes organismos no son siempre
homogéneos y dependen no sélo de la cantidad inoculada, si no de las moléculas que
contiene, las cuales pueden variar considerablemente. Ademas de la inherente diversidad
intergenérica e interespecifica en la composicion del veneno, distintos reportes han
correlacionado la variacién en el veneno de vipéridos con distintos factores como la dieta
(Barlow et al., 2009; Creer et al., 2003; Daltry et al., 1996; Mackessy, 1988), la edad del
organismo (Andrade & Abe, 1999; Borja, Neri-Castro, Pérez-Morales, et al., 2018; Lomonte
et al., 1983; Mackessy, 1988; Neri-Castro & Ponce-Ldpez, 2018), el sexo (Menezes et al.,
2006) o la distribucidn geografica (Alape-Girén et al., 2008; Borja, Neri-Castro, Castafeda-
Gaytan, et al., 2018; Glenn & Straight, 1978; Rivas et al., 2017).

Esta disparidad en la composicion y, por ende, en las actividades bioldgicas del veneno se
ve reflejada en las distintas (y en ocasiones impredecibles) manifestaciones clinicas del
accidente ofidico y puede causar inconsistencias en la capacidad neutralizante de los
antivenenos. Por ello, desde un punto de vista terapéutico, el conocimiento de la
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variacion intraespecifica del veneno permitiria un tratamiento mas efectivo de los
pacientes envenenados (Borja, Neri-Castro, Pérez-Morales, et al., 2018; Chippaux et al.,
1991).

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de que la produccién de antivenenos en México tiene una larga historia y estos
estan considerados entre los mejores del mundo, no existen hasta la fecha estudios
enfocados en evaluar su capacidad neutralizante hacia especies de vipéridos no
pertenecientes al género Crotalus.

3. HIPOTESIS

Debido a que los antivenenos son producidos a partir de una mezcla que incluye un
nimero limitado de venenos, el reconocimiento y la neutralizacién cruzada hacia venenos
no incluidos en la mezcla de inmunizacién serd variable.

4. OBIJETIVOS
4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el nivel de reconocimiento y la capacidad neutralizante de los dos antivenenos
comerciales y el antiveneno experimental hacia el veneno de nueve especies de vipéridos
pertenecientes a siete géneros distintos.

4.2. OBIJETIVOS PARTICULARES

e Caracterizar las actividades bioguimicas y biolégicas mas relevantes (proteolitica,
fibrinogenolitica y letal) del veneno de nueve especies de vipéridos mexicanos.

e Determinar el nivel de inmunoreconocimiento de los faboterapicos hacia los
componentes del veneno mediante métodos cuantitativos (ELISA).

e Evaluar la potencia neutralizante de tres lotes de cada antiveneno hacia las
actividades antes mencionadas.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El proyecto fué dividido en dos etapas: La parte de los venenos consistié en la
caracterizacidon de sus principales actividades bioldgicas y bioquimicas; por otro lado,
durante la etapa de los antivenenos, estos fueron caracterizados, se evalud su nivel de
reconocimiento hacia los venenos asi como la potencia neutralizante de las actividades ya
mencionadas.

Antivenenos

(Bioclon, Birmex e Inosan)
Venenos
(pool)
‘L )
Cuantificacion de )
. . Perfil
y proteinay anticuerpos 2 ictroforético
/ \ ) especificos* —
Agkistrodon bilineatus > Letalidad <€ J
Metlapilcoatlus nummifer \ ) J, —
*Bothrops asper é >  Antivenémica
Cerrophidion tzotzilorum )
Crotalus atrox 3| Act. Proteolitica | Nivel de — o ——
*Crotalus basiliscus reconocimiento
*Crotalus simus — —> ELISA
Ophryacus sphenophrys \_ J N—

Porthidium yucatanicum l
\ j Act. fibrinogenolitica
e

Neutralizacién

. J

Figura 4. Diagrama de flujo mostrando la estrategia metodoldgica seguida en el presente trabajo. * /o cuantificacion
de anticuerpos especificos se llevé a cabo unicamente para tres venenos utilizados como inmundgenos: B. asper, C.
basiliscus y C. simus.

6. MATERIALES Y METODOS
6.1. UsSO DE ANIMALES DE LABORATORIO

En el presente trabajo se utilizaron ratones CD-1, de sexo indistinto, de 18 a 21 g de peso
para la determinacién de las diferentes dosis letales medias (DLsp) y dosis efectivas medias
(DEsp). Todos los ratones provinieron de la Unidad de Bioterio del Instituto Biotecnologia
(1Bt) de la UNAM y fueron mantenidos en un fotoperiodo de 12/12 h de luz/obscuridad,
con alimento y agua ad libitum.
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6.2. FABOTERAPICOS

Todos los antivenenos usados en el presente trabajo fueron obtenidos del Banco de
Antivenenos del Laboratorio del Dr. Alejandro Alagén Cano, en el IBt. Se incluyeron tres
lotes de Antivipmyn, tres lotes de Birmex y dos lotes de Inoserp. Todos los ensayos fueron
realizados antes de vencida la caducidad de cada lote. En el cuadro 1 se muestran los
faboterapicos empleados.

Cuadro 1. Lotes de los faboterapicos incluidos en el presente estudio.

Faboterapico Lote Caducidad

B-6J-31 Ago-20

Antivipmyn B-8K-31 Sep-22
B-8H-34 Jun-22

FVO45A Feb-21

Birmex FV043A Sep-20

FVO44A Oct-20

| 8805181002 Oct-20

noserp 8805181003 Nov-20

6.3. VENENOS

Todos los venenos usados en los ensayos pertenecen al banco de venenos del laboratorio
del Dr. Alejandro Alagén Cano, en el IBt. A fin de incluir la mayor diversidad posible, se
analizo el veneno de 9 especies de vipéridos pertenecientes a 7 géneros distintos. Todas
las especies se distribuyen en México, 5 de forma endémica. Para cada mezcla se utilizé el
veneno de 2 a 11 ejemplares, cubriendo la mayor extensién de su distribucion posible
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Venenos usados en el presente estudio. Se muestran las localidades reportadas en la base de datos del
banco de venenos, para algunas muestras sélo se conoce la entidad federativa de origen. ND, no se determiné el peso
seco de las muestras; NI, no se cuenta con informacidn sobre la localidad de colecta; * mezclas ya existentes en el banco
de veneno, entre paréntesis se indica el nuimero de ejemplares diferentes de los cuales provienen los venenos que
componen dicha mezcla.

Clave de identificacion

. e e . Peso seco
Especie de los individuos ode  Sitio de colecta
las mezclas (mg)
HK103 Ejido San V|cent'e, 208
Tuxpan, Nayarit
A. bilineatus imal*

fiineatu Lote Dev(g')A”'ma' Nayarit; Colima 10.3
HK170 El Limdn, Tepalcingo, 104

Morelos
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Lote Luis Roman*

(5) Nayarit; Chiapas 10.1
HKOS7 Tuxtla Qutiérrez, 102
Chiapas
M. Varela Chiapas Chiapas 9.6
HKO036 Carreteraa 10.4
Ixtlahuacan, Colima
Diversas localidades
B. asper B. asper Master Mix* a través de su rango ND
de distribucion.
HKO96 .Tierra Clolora.da, 151
. Zinacantdan, Chiapas
C. tzotzilorum Tierra Colorada
HK097 . , . 15.3
Zinacantan, Chiapas
HK250 Perién Blanco, 398
Durango
C atrox Atrox coleccion IBt NI 40.0
A170117-Pool* NI 401
(2)
B1313-IBT-014 NI 39.9
CLPT1047 Huaxtla, Zapopan, 43
Jalisco
CLPTZO Ixtlahuacan, Colima 5.8
CB-CoP Colima 9.25
C. basiliscus Ext. 0087 GO515 Coahuayana, 11.2
Michoacén
CbaA276 Coahuayana, 8.9
Michoacéan
CB-NayA San Blas, Nayarit 4.0
Cba-IBt Jalisco 9.1
Playas del Conchal,
Veracruz; Actopan,
Veracruz; La Tinaja,
Veracruz; Punta
, C. simus* Nacional, Veracruz;
C. simus (11) Tinajas, Veracruz; ND
Chiapa de Corzo,
Chiapas; Copainal,
Chiapas; Santo
Domingo, Oaxaca
Cordoba, Veracruz;
Ixtaczoquitlan,
. Lote Belem Garcia * Veracruz; San Rafael,
M. nummifer (11) Veracruz; Actopan, ND
Veracruz; Zongolica,
Veracruz
O. sphenophrys O. sphenophrys* Cerro Perico, Oaxaca ND

(2)
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Solidaridad,

HK209 i 7.1
, Quintana Roo
P. yucatanicum Solidaridad
HK210 Quintana Roo 10.4
6.4. CUANTIFICACION PROTEICA DE LOS ANTIVENENOS

Se determind el contenido proteico de tres viales por cada lote de antiveneno, para ello,
el contenido liofilizado de cada vial fue resuspendido en 10 mL de agua bidestilada y
posteriormente se midio absorbancia a 280 nm (A»s0) de diluciones duplicadas 1:50 en un
espectrofotometro UV BioMate 3S marca Thermo Scientific. La concentracién de proteina
se determind con la siguiente féormula:

A,g9 X Factor de dilucién

[Proteina] (mg/mL) =
€280

Donde:

e &30 es el coeficiente de extincion molar para los fragmentos F(ab’), = 1.4
(Schlamowitz et al., 1975).

6.5. CARACTERIZACION DEL PERFIL ELECTROFORETICO DE LOS ANTIVENENOS

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) de acuerdo con el método de Laemmli (1970). Esta técnica consiste en
utilizar dos geles: un gel concentrador y uno separador. Todos los ensayos electroforéticos
en este trabajo se realizaron utilizando geles separadores a una concentracion del 12.5 %
y geles concentradores al 5%. Se realizaron migraciones tanto en condiciones reductoras
como no reductoras; para el tratamiento reductor, las muestras fueron llevadas a punto
de ebullicién a bafo maria durante 5 minutos en presencia de B-mercaptoetanol. De
acuerdo con el ensayo a realizar, cantidades variables de proteina fueron cargadas en
cada carril. Se utilizé una camara de electroforesis marca BIO-RAD modelo Mini-PROTEAN
Tetra Cell a un voltaje constante de 120 V. Finalizada la migracidn, los geles fueron tefiidos
con Azul Brillante Coomasie G-250.

6.6. CUANTIFICACION DE F(ab”); ESPECIFICOS

Se realizaron cromatografias de afinidad en columnas con CNBr-Activated Sepharose 4B
(CNBrS) de Sigma-Aldrich. Esta matriz se empleé como soporte para inmovilizar 9 mg de
veneno de Bothrops asper, Crotalus simus y C. basiliscus en tres columnas diferentes con
un volumen de 2 mL cada una. El procedimiento para la preparacion de las columnas se
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detalla en el Anexo I. Una vez que las moléculas del veneno se acoplaron a la resina, cada
columna se incubd durante una hora a temperatura ambiente con 20 mg de antiveneno
cuantificados mediante Azsp como se detalla en la seccidn 6.4. El volumen final de reaccién
fue llevado a 2 mL con buffer de fosfatos salino (PBS). Después del tiempo de incubacion,
la columna se sometid a multiples lavados con distintos buffers, todos ellos de 1 mL.
Inicialmente, se realizaron 15 lavados con PBS para eluir los fragmentos F(ab’), que no
reconocieron al veneno acoplado a la resina, esta fraccion se denomind Fraccion no
retenida (FNR) y se cuantifico mediante A,so. Posteriormente, se realizaron 5 lavados con
Buffer de Elucién (CH;COOH 0.1 M) seguidos de 10 lavados con PBS. Cada uno de estos 15
lavados se colecté individualmente de forma manual y se le midid A,go; aquellos con valor
> 0.020 se agregaron en una fraccion denominada Retenida (FR), la cual se cuantificé
mediante Ajso. Después, se realizé un lavado con NaOH 50 mM e inmediatamente siete
lavados con PBS. Cada uno de estos ocho lavados se colectd individualmente de forma
manual y se le midié Aso; aquellos con valor > 0.020 se juntaron en una fraccién
denominada Hiper-Retenida (FHR). Finalmente, para calcular las proporciones de las
distintas fracciones, se usaron las siguientes formulas:

[{[FR] x Vgr} + {[FHR] X Vgygl}] X 100
20

% de F(ab"), especificos =

[FNR] X Vpng X 100
20

% de F(ab"), no especificos =

Donde:

e [FR] = concentracién de FR

e Vi=volumende FR

e [FHR] = concentracién de FHR

e Veyr=volumen de FHR

e [FNR] = concentracion de FNR

e Ve =volumen de FNR

e El 20 en el divisor hace referencia a los 20 mg de antiveneno con los que se incubd
cada columna

6.7. CUANTIFICACION PROTEICA DE LOS VENENOS

En el banco de venenos, éstos se mantienen liofilizados y bajo refrigeracion. Para los
ensayos es necesario resuspender los venenos en PBS y cuantificar la solucion. La
cuantificacion se realiza a través del método del acido bicinconinico (BCA) usando el kit
Pierce BCA Protein Assay, de la marca Thermo Scientific. Diluciones 1:20 o 1:50 de los
stocks de veneno se cuantificaron por absorbancia a 280 nm para asegurarse de que se
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encontraban dentro del rango de la curva; estas diluciones se usaron como muestras a
analizar. Para obtener la curva de calibracién se utilizaron cinco estandares de albumina
sérica bovina, de 20, 40, 80, 160 y 320 pg/mL. Posteriormente en una microplaca de 96
pozos se colocaron 196 plL de Solucién A, 4 ulL de Solucion B y 25 pL de muestra o estdndar
en cada pozo. Se analizaron los estandares por duplicado, las muestras por triplicado y se
utilizé un blanco como control. La placa fue incubada durante dos horas a 37 °C después
de colocar las muestras. Después del tiempo de incubacidn, se leyd absorbancia a 570 nm
con un lector de microplacas marca TECAN modelo SUNRISE y los datos se analizaron con
el software Magellan version 4.3 (Tecan, Mannedorf, Suiza).

6.8. CARACTERIZACION DEL PERFIL ELECTROFORETICO DE LOS VENENOS

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) de acuerdo con la metodologia descrita en la seccidon 6.5. Para la
caracterizacion del perfil electroforético de los venenos se cargaron 25 pug de muestra.

6.9. EVALUACION DEL NIVEL DE RECONOCIMIENTO

6.9.1. ENSAYO DE INMUNOADSORCION LIGADO A ENZIMAS (ELISA)

El nivel de reconocimiento de un lote de cada faboterapico hacia los distintos venenos fue
evaluado mediante ELISAs indirectos. Estos ensayos requieren que el antigeno sea
reconocido por un anticuerpo primario, que a su vez es reconocido por un anticuerpo
secundario. Este ultimo se encuentra conjugado con un enzima que producird una
reaccion cromogena al afiadir el sustrato. En el presente trabajo, la definicién de titulo fue
establecida como la concentracion de antiveneno en mg/mL necesaria para alcanzar la
mitad de la sefial maxima. Lo anterior implica que cuanto menor sea el valor de un titulo,
mejor sera el reconocimiento del antiveneno hacia un veneno dado.

Para sensibilizar la microplaca con los componentes antigénicos presentes en los venenos,
se prepard una solucion de cada veneno a concentracion de 5 ug/mL en buffer de
sensibilizado (NaHCO3 100 mM, pH 9.5), afadiendo 100 pL de solucidn de sensibilizado a
cada pozo con excepcién de la columna 12 que se utilizé como control negativo. Las placas
fueron incubadas a 37 °C durante una hora (Fig. 5A) y después se lavaron tres veces con
200 pL/pozo de buffer de lavado (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0.05%, pH
8.0). Para bloquear los sitios libres de antigenos, las placas fueron incubadas a 37 °C por
dos horas con 200 uL/pozo de buffer de bloqueo (Tris-HCI 50 mM, gelatina 5 mg/mL,
Tween 20 0.02%, pH 8.0) y a continuacién fueron lavadas tres veces con 200 plL/pozo de
buffer de lavado. Después, se agregaron a la placa 100 pL/pozo de buffer vehiculo (Tris-
HCI 50 mM, NaCl 0.5 M, gelatina 1 mg/mL, Tween 20 0.05%, pH 8.0). Los lotes niumero 1
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de los distintos faboterdpicos fueron empleados como anticuerpo primario (Fig. 5B), para
lo cual se prepararon soluciones a 700 pug/mL en buffer vehiculo, agregando 50 pL en la
primera columna y llevando a cabo diluciones seriadas 1:3 hasta la dltima columna. Las
placas fueron incubadas a 37 °C durante una hora y posteriormente se lavaron tres veces
con 200 pL/pozo de buffer de lavado. Como anticuerpo secundario se utilizé una dilucion
1:3000 del anticuerpo comercial Affinity Purified Antibody Peroxidase Labeled Goat anti-
horse 1gG marca KPL, lote 120607, agregando 100 plL/pozo (Fig. 5C). Las placas fueron
incubadas por una hora a 37 °C y después fueron lavadas tres veces con 200 plL/pozo de
buffer de lavado. Para el revelado de las placas (Fig. 5D), se prepararon por placa 10 mL de
buffer de revelado (ABTS 0.5 mg/mL, buffer citrato-fosfato 70 mM, pH 4.2), al que le
fueron afiadidos 5 pL de H,0; al 3%. Se agregaron 100 uL/pozo de buffer de revelado y se
incubaron las placas durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
midié la absorbancia a 405 nm con un lector de microplacas marca TECAN modelo
SUNRISE y los datos se analizaron con el software Magellan versién 4.3 (Tecan,
Mannedorf, Suiza).

B) D)

Lavado Lavado

I'' 1 72T Yolol Vems
® |=] FL 1 =~ f'

A) Lavado C)

& l“‘
XY N YYX % oo l00®

Antigeno inmovilizado Anticuerpo primario Anticuerpo secundario Adicién del sustrato,
(veneno) (antiveneno) marcado deteccién de sefal
y cuantificacion

|
|
|

Figura 5. ELISA indirecto esquematizado. Modificado de Kohl & Ascoli (2017).

6.9.2. RECONOCIMIENTO MEDIANTE UN ENFOQUE DE ANTIVENOMICA

Con la finalidad de evaluar cuantitativamente el reconocimiento de los faboterapicos
hacia el veneno de especies médicamente relevantes, se llevaron a cabo ensayos de
antivendmica de segunda generacién utilizando el método descrito por Pla et al. (2012).

Para ello, los ensayos fueron realizados en columnas Pierce Centrifuge Columns de la
marca Thermo Scientific, usando como resina CNBrS de Sigma-Aldrich. Esta matriz se
empled como soporte para inmovilizar 4 mg de antiveneno en 500 pL de resina. El
procedimiento para la preparacién de las columnas se detalla en el Anexo |. Una vez que
las moléculas del antiveneno fueron acopladas a la resina, las columnas se incubaron
durante una hora a temperatura ambiente con 300 ug de veneno de B. asper, C. atrox o C.
simus. El volumen final de cada muestra fue llevado a 400 plL con PBS. Después del tiempo
de incubacion, se colocd cada columna en un microtubo de 1.5 mL y fue sometida a pulsos
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de centrifugacién de tres segundos hasta secar la resina. Se recuperd el filtrado y se
realizaron dos lavados adicionales con 400 pulL de PBS que fueron centrifugados vy
adicionados al primer volumen eluido. Esta fraccion se denominé No reconocida.
Posteriormente, la columna se cambid a un microtubo nuevo al cual le fueron afadidos
120 pl de Buffer de neutralizacion (TRIS 1M pH 9). La matriz fue lavada tres veces con 360
uL de Buffer de elucion (CH3COOH 0.1 M pH 2.3) y el filtrado se denomind fraccién
Reconocida. Finalmente, cada fraccion fue sometida a una cromatografia liquida de alta
eficiencia en fase reversa y los perfiles cromatograficos fueron comparados con aquellos
resultantes del andlisis de 300 pg de veneno sin tratar, calculando el area bajo la curva de
los picos principales.

6.9.3. WESTERN BLOT DE LA RESINA USADA EN ANTIVENOMICA

De acuerdo con los resultados de los ensayos de antivendmica, se decidié llevar a cabo
ensayos de reconocimiento por western blot para evaluar la posible retenciéon de veneno
por parte de los F(ab’), inmovilizados en la resina. Para ello, se realizaron SDS-PAGE en
condiciones reductoras de acuerdo a lo descrito en la seccion 6.5. En el caso de las
muestras que involucran CNBrS, estas se prepararon tomando 40 pL de matriz y se les
agrego 10 pl de buffer de carga 5X, se hirvieron a bafio maria durante 5 minutos y fueron
centrifugadas a 13,000 rpm durante 5 minutos. Se tomaron 15 pL del sobrenadante los
cuales fueron cargados en un carril. Terminada la migracidn, las proteinas contenidas en el
gel fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa en una cdmara semi-hiumeda
con Buffer de transferencia (glicina 39 mM, Tris 48 mM, SDS 0.037 %, metanol 20 %)
durante una hora a corriente constante de 400 mA. A continuacion, la membrana se
incubd con Buffer TBST (Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0.05 %, pH 7.5) + 5 % de
leche descremada por dos horas en agitacién constante para bloquear los sitios que no
contienen ligando. Posteriormente, la membrana fue sometida a tres lavados
consecutivos con Buffer TBST y se incubd durante una hora con 10 mL de solucién del lote
1 de Antivipmyn 100 pg/mL en Buffer TBST como anticuerpo primario. Pasado el tiempo
de incubacién, la membrana se lavd nuevamente tres veces con Buffer TBST y fue
incubada durante una hora con 10 mL de una diluciéon 1:1000 de Affinity Purified Antibody
Peroxidase Labeled Goat anti-horse IgG marca KPL, lote 120607 como anticuerpo
secundario en Buffer TBST. Finalmente, se lavd la membrana 3 veces mas con Buffer TBST
y fue revelada con 1 mL de TMB Ready-to-use for Immunoblot de la marca Zymed,
deteniendo la reaccién con agua destilada.
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6.10. DETERMINACION DE LAS PRINCIPALES ACTIVIDADES BIOLOGICAS Y
BIOQUIMICAS

6.10.1. ACTIVIDAD LETAL

La Dosis Letal media (DLso) se define como la cantidad de veneno necesaria para producir
la muerte en la mitad de una poblacién dada y es una medida usada con la finalidad de
evaluar y comparar la actividad letal de distintos venenos. Es conveniente precisar que
trabajos anteriores han reportado bajo la misma metodologia la DLsg de algunos venenos
usados en el presente proyecto, especificamente: M. nummifer, B. asper, C. simus y O.
sphenophrys (Cuadro 3).

Cuadro 3. Valores de DLso reportadas con anterioridad. DLso hace referencia a la cantidad de veneno necesaria para
producir la muerte en la mitad de una poblacién dada. En todos los casos, se inyectaron cantidades variables de veneno
via intravenosa a ratones CD-1.

Especie DLSO, Cita
(ng/ratén)
A. bilineatus 36.5 Roman-Dominguez et al., 2019
B. asper 11.0 Datos no publicados
C. simus 3.0 Castro et al., 2013
M. nummifer 132.6 Garcia-Osorio et al., 2020
O. sphenophrys 16.7 Neri-Castro et al., 2019

Para determinar la DLsp del resto de venenos, grupos de tres ratones de 18 a 20 g fueron
inyectados via intravenosa (i.v.) en la vena caudal lateral con distintas cantidades de
veneno diluidas en 500 puL de PBS. Como grupo control, se inyectaron tres ratones con 500
puL de PBS. El porcentaje de mortalidad de cada grupo experimental fue registrado 24
horas después de la inoculacidn. Los datos obtenidos se graficaron y analizaron en funcién
del logaritmo de la cantidad de veneno, empleando un modelo de regresién no lineal tipo
sigmoidal de dosis-respuesta. El software GraphPad Prism version 8.2.1 (GraphPad
Software, California, EE. UU.) fue empleado para calcular el valor de las DLs.

6.10.2. ACTIVIDAD PROTEOLITICA IN VITRO

Para evaluar la actividad proteolitica in vitro sobre azocaseina, se modificé la metodologia
propuesta por Wang y colaboradores (2004). Se prepard una solucidon de azocaseina 10
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mg/mL en buffer Tris-HCI 50 mM, NaCl 0.15 M y CaCl, 5 mM, pH 8.0. Se incubaron por
triplicado 100 pL de la solucién de azocaseina con 20 pg de veneno a 37 °C durante 30
minutos, utilizando como control negativo 100 pL de azocaseina con 3 uL de PBS. La
reaccion fue detenida al agregar a cada tubo 200 uL de &cido tricloroacético al 5 % y
homogenizar la mezcla. Después, los tubos fueron centrifugados a 13,400 rpm durante 10
minutos y 150 ulL del sobrenadante fueron mezclados con 150 uL de NaOH 0.5 M en una
microplaca de 96 pozos. Posteriormente, se midid absorbancia a 450 nm con un lector de
microplacas marca TECAN modelo SUNRISE y los datos se analizaron con el software
Magellan versién 4.3 (Tecan, Mannedorf, Suiza). Finalmente, la determinacidn cuantitativa
de la actividad proteolitica fue expresada como actividad especifica (U/mg) a partir de la
siguiente formula:

1000
((ug de veneno X 0.2)/(AA 450 nm/30))

U/mg =

Donde:

e U = unidad de actividad proteolitica, definida como la cantidad de veneno
necesaria para producir un cambio en la absorbancia de 0.2 unidades por minuto
2450 nm.

e AAss0nm = cambio en la absorbancia a 450 nm con respecto del control negativo

6.10.3. ACTIVIDAD FIBRINOGENOLITICA IN VITRO

Se evalud la actividad fibrinogenolitica in vitro de los distintos venenos con la finalidad de
caracterizar su actividad proteolitica hacia esta proteina hemostatica. Adicionalmente, se
incluyd un pretratamiento a las muestras de veneno con acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) como agente quelante para inhibir la accién de las SVMPs. En los ensayos se
modificé el método descrito por Menezes y colaboradores (2006). Se realizaron diluciones
conteniendo 50 pg de fibrinégeno humano marca Sigma-Aldrich y 10 yug de cada veneno,
se incubd cada muestra a 37 °C durante 40 minutos. Para los ensayos de inhibicion de las
SVMPs las muestras de veneno fueron incubadas con EDTA 5 mM a 37 °C durante 30
minutos previo a la incubacion con fibrindgeno. En ambos casos el volumen de reaccién
fue llevado a 50 uL con PBS pH 7.2. Después de la incubacién con fibrinégeno, se golped
suavemente la punta del microtubo a fin de disgregar el gel formado y se tomd una
alicuota de 5 ul para su andlisis por SDS-PAGE en condiciones reductoras (ver seccion 6.5).
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6.11. DETERMINACION DE LA POTENCIA NEUTRALIZANTE DE LOS FABOTERAPICOS
CONTRA LAS PRINCIPALES ACTIVIDADES BIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS

6.11.1. NEUTRALIZACION DE LA ACTIVIDAD LETAL

Con el propdsito de valorar y contrastar la capacidad de los distintos faboterapicos para
neutralizar la actividad letal de los venenos incluidos en el proyecto, se buscé establecer
su Dosis Efectiva media (DEso), que definimos como la cantidad de antiveneno necesaria
para neutralizar la actividad letal de 3DLsp en la mitad de una poblacién dada. Para
determinar la DEsp, los viales de faboterdpico fueron reconstituidos en 10 mL de agua
destilada y posteriormente se incubaron durante 30 minutos a 37 °C distintos volumenes
de antiveneno con la cantidad equivalente a 3 DLso de cada veneno. Dichas mezclas fueron
llevadas a un volumen final de 500 pyL con PBS. Después de cumplido el tiempo de
incubacién, las mezclas de veneno-antiveneno fueron inyectadas i.v. en la vena caudal
lateral a grupos de 3 ratones de 18 a 21 g. Es preciso sefialar que por cuestiones de
cantidad de veneno disponible de O. sphenophrys y P. yucatanicum, sélo un lote de cada
faboterapico fue retado con estos venenos. El porcentaje de sobrevida de cada grupo
experimental fue registrado 24 horas después de la inoculacién. Los datos obtenidos se
graficaron y analizaron en funcion del logaritmo de la cantidad de antiveneno, empleando
un modelo de regresion no lineal tipo sigmoidal de dosis-respuesta. El software GraphPad
Prism version 8.2.1 (GraphPad Software, California, EE. UU.) fue empleado para calcular el
valor de las DEsps.

Una vez obtenidos los valores de DEsg, se calculd la neutralizacion especifica y el numero
de DLsp neutralizadas por vial con las siguientes formulas:

(DEsq X [AV])
(DLsp X 3)

Neutralizacion especifica (mg AV/mgV) =

Donde:

e [AV] = concentracion del antiveneno (mg/mL)
e V=veneno

Para el calculo del nimero de DLsp neutralizadas por vial, se tiene que una DEsg neutraliza
3DLsg, por lo tanto, en teoria 1DLsg es neutralizada por:

DE;s,
3

1DLs, =

Dado que un vial estd resuspendido en 10 mL, tenemos que:
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10,000 L.
Ntmero de DLg,/vial = ————

DLs,
Sustituyendo en la ecuacidn anterior, obtenemos:
10,000
, I 1
Numero de DLSO/Vlal = Dhg,
3
Y finalmente:
) . 30,000
Ntmero de DLsg,/vial =
DE;,
6.11.2. NEUTRALIZACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA IN VITRO

Se evalud la capacidad neutralizante de los faboterapicos hacia la actividad proteolitica de
los diferentes venenos a través de la modificacion de la metodologia descrita en la seccion
6.10.2. Para este ensayo, se define la DEsp como la cantidad de antiveneno necesaria para
neutralizar el 50 % de la actividad proteolitica producida por 20 pg de veneno. Previo a la
incubacién con azocaseina, se prepararon soluciones conteniendo 20 pg de veneno vy
cantidades variables de faboterapico. Como control positivo se utilizd veneno mas PBS. El
volumen de cada solucion fue ajustado a 200 plL con PBS y se incubaron a 37 °C durante 30
minutos. Después del tiempo de incubacién, se tomaron por triplicado 50 uL de cada
muestra y fueron afiadidos a 100 plL de solucion de azocaseina 15 mg/mL en buffer Tris-
HCI 50 mM, NaCl 0.15 M y CaCl, 5 mM, pH 8.0. La solucién de azocaseina, veneno y
antiveneno fue incubada a 37 °C durante 30 minutos y a partir de este punto se continué
con la metodologia descrita en la seccién 6.10.2.

La actividad proteolitica obtenida por el control de veneno fue tomada como referencia
para calcular el porcentaje de neutralizacién obtenida con cada cantidad de faboterapico.
Los datos obtenidos se graficaron y analizaron en funcion del logaritmo de la cantidad de
antiveneno, empleando un modelo de regresiéon no lineal tipo sigmoidal de dosis-
respuesta. El software GraphPad Prism versién 8.2.1 (GraphPad Software, California, EE.
UU.) fue empleado para calcular el valor de las DEsgps.

6.11.3. NEUTRALIZACION DE LA ACTIVIDAD FIBRINOGENOLITICA IN VITRO

Con la finalidad de determinar cualitativamente la potencia neutralizante de los
faboterapicos hacia la actividad fibrinogenolitica de los venenos, se modificd la
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metodologia descrita en la seccidon 6.10.3. Antes de la digestién del fibrindgeno, 10 pg de
veneno fueron incubados con 400 ug de cada faboterapico a 37 °C durante 30 minutos.
Posteriormente, a esta mezcla le fueron agregados 50 pg de fibrinégeno humano y fue
incubada a 37 °C durante 40 minutos. La concentracion del veneno, del fibrindgeno y del
antiveneno fue ajustada para que el volumen de reacciéon fuera de 50 pL. Después de la
incubacién, se tomd una alicuota de 5 pL para su analisis por SDS-PAGE en condiciones
reductoras (ver secciéon 6.5).

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. CUANTIFICACION PROTEICA DE LOS ANTIVENENOS

En términos generales, el contenido proteico en cada vial de Birmex es, en promedio,
entre 3 y 4.5 veces mayor que Inoserp y Antivipmyn, respectivamente. Adicionalmente,
Birmex es el faboterapico que mostré menos homogeneidad en su contenido proteico,
contando con diferencias estadisticamente significativas entre los lotes evaluados. Por
otra parte, el ANOVA formé un grupo estadisticamente igual para Inoserp y dos grupos
para Antivipmyn (Cuadro 4).

Nuestros resultados en la cuantificaciéon proteica de Antivipmyn contrastan con lo
reportado hace dos décadas, donde cada vial tiene una concentracion de 60 mg/mL
(Otero, Nuriez, et al., 2002). Esta diferencia pudiera deberse a un proceso de
mejoramiento de los antivenenos, donde cada vez se requiera una menor cantidad de
proteina para cumplir con las normativas establecidas (ver seccion 1.5). Es importante
mencionar que los ocho lotes evaluados cumplen con los requerimientos de la FEUM en
torno a la concentracién proteica, cuyo limite maximo fue establecido como 100 mg/mL
(Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 2014).

Cuadro 4. Resultados de la cuantificacién proteica de los antivenenos. Valores obtenidos de concentracién proteica
reconstituyendo los viales en 10 mL de agua destilada. Entre paréntesis se indican los intervalos de confianza al 95 %,
letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05; n = 3; prueba post-hoc de Tukey).

. Concentracion proteica
Antiveneno Lote

(mg/mL)
L1 B-6J-31 4.6 (4.5-4.8)°
Antivipmyn L2 B-8K-31 6.0 (5.3-6.6)°
L3 B-8H-34 6.7 (6.4—6.9)°
L1 FVO45A 26.4 (26.0 - 26.8)°
Birmex L2 FV043A 21.8 (20.5 - 23.2)°
L3 FVO44A 28.6 (27.5-29.7)°
Inoserp L1 8805181002 8.0(7.6-8.3)
L2 8805181003 7.4(7.1-78)
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7.2. CARACTERIZACION DEL PERFIL ELECTROFORETICO DE LOS ANTIVENENOS

En condiciones no reductoras se observa una banda principal que migra por debajo de los
135 kDa y que corresponde a los F(ab’),. En contraste, la electroforesis reductora muestra
dos bandas predominantes de = 27 y 23 kDa, que coinciden con el peso esperado para las
cadenas pesadas y ligeras de las 1gGs digeridas con pepsina, respectivamente (Fig. 6).

La inexistencia de bandas conspicuas de = 50 y 150 kDa tanto en condiciones reductoras
como no reductoras, respectivamente, sugiere que la totalidad de las IgGs han sido
completamente digeridas. Sin embargo, para corroborar esta hipdtesis seria util el empleo
de un western blot debido a que existen reportes de deteccién de cadenas pesadas sin
digerir en faboterapicos a pesar de no ser evidentes en los ensayos SDS-PAGE (Squaiella-
Baptistad et al., 2014).

Es preciso destacar que en ambas condiciones experimentales se presentan bandas
menores a 20 kDa en los lotes de Birmex. La identidad de dichas bandas es incierta en
términos del presente trabajo aunque existen reportes contrastantes en la literatura. Por
un lado, Squaiella-Baptistad y colaboradores (2014), al analizar distintos lotes de
faboterapicos producidos por los Institutos Butantan y Vital Brazil, concluyen que bandas
con pesos similares representan contaminantes proteicos diferentes a cualquier producto
de la degradacion de las 1gGs. No obstante, Kurtovic¢ y colaboradores (2020) identifican, en
un faboterapico experimental, bandas menores a 20 kDa como residuos digestivos tanto
de la cadena pesada de las IgGs como de inhibidores de inter-alfa-tripsina. Estos reportes
subrayan la necesidad de ensayos adicionales para la identificacion plena de las bandas
gue migran por debajo de 20 kDa presentes en los faboterdpicos producidos por Birmex.

7.3. CUANTIFICACION DE F(AB")2 ESPECIFICOS

La cuantificacion de fragmentos F(ab”), especificos mostré que, aunque Antivipmyn tiene
un menor contenido proteico, proporcionalmente es el faboterapico mas enriquecido en
términos de moléculas médicamente relevantes, en promedio cerca del doble de los
contenidos por Birmex (31 % y 16 %, respectivamente) (Fig. 7). Por otro lado, aunque era
de esperarse que los antivenenos contuvieran mas F(ab’), especificos contra los venenos
usados como inmundgenos, esto no fue el caso para Antivimpyn, que presentd mas
moléculas que reconocen el veneno de C. basiliscus (36 %), el cual no es usado en su
elaboracion (ver seccion 1.5.2). Lo anterior puede explicarse debido a la similitud
inmunolégica entre el veneno de C. basiliscus y C. simus, lo que produce una fuerte
neutralizacion cruzada (Segura et al., 2017).
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Figura 7. Porcentaje de fragmentos F(ab’)2 médicamente relevantes contenidos en los antivenenos. Las barras del
mismo color en diferentes tonos corresponden a lotes distintos del mismo antiveneno, numerados de izquierda a
derecha.

Nuestros resultados concuerdan con lo ya reportado para otros antivenenos, donde sélo
entre el 5.8 y el 36.4 % del contenido proteico total esta formado por anticuerpos (o sus
fragmentos) especificos contra el veneno (Herrera et al., 2014; Neri-Castro, 2010; Rawat
et al., 1994; Segura et al., 2013). Inclusive, los fragmentos F(ab’); no especificos podrian
considerarse como contaminantes ya que no participan en el efecto terapéutico y ademas
pueden influenciar el comienzo de reacciones adversas (Segura et al., 2013).

7.4. CARACTERIZACION DEL PERFIL ELECTROFORETICO DE LOS VENENOS

Los perfiles electroforéticos de los venenos son muy heterogéneos entre si dado que
existe una gran diversidad en funcién del nimero e intensidad de las bandas, las cuales se
encuentran en un amplio rango de pesos moleculares. Sin embargo, se observa que las
bandas de = 14, 20 y 55 kDa que corresponderian con SVPLA;, SVSPs y SVMPs,
respectivamente, estan enriquecidas en la mayoria de venenos. Vale la pena aclarar que el
nimero de bandas es una subestimacidon de las proteinas contenidas en un veneno,
porque es probable que todas las moléculas de masa similar formen una sola banda.

De forma interesante, a pesar de que los perfiles electroforéticos de los venenos
pertenecientes al género Crotalus son muy similares bajo condiciones no reductoras (Fig.
8A, carriles 5 al 7), se observé que esto no se mantiene al analizar dichas muestras en
condiciones reductoras (Fig. 8B, carriles 5 al 7). Lo anterior aporta evidencia acerca de la
complejidad de los venenos de vipéridos mexicanos: a pesar de que son especies del
mismo género y que pudieran parecer iguales en primera instancia, se encontré que estan
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formados por familias proteicas diferentes. En conjunto, nuestros resultados son
evidencia de que los faboterapicos antiviperinos mexicanos tienen el gran reto de
neutralizar muchos venenos con caracteristicas diferentes.
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Figura 8. SDS-PAGE de los venenos. A) Condiciones reductoras; B) condiciones no reductoras. Carril 1, Agkistrodon
bilineatus; carril 2, Bothrops asper; carril 3, Cerrophidion tzotzilorum; carril 4, Crotalus atrox; carril 5, Crotalus basiliscus;
carril 6, Crotalus simus; carril 7, Metlapilcoatlus nummifer; carril 8, Ophryacus sphenophrys; carril 9, Porthidium
yucatanicum.

7.5. EVALUACION DEL RECONOCIMIENTO
7.5.1. ENSAYO DE INMUNOADSORCION LIGADO A ENZIMAS (ELISA)

Nuestros datos muestran que el faboterdpico con un mejor reconocimiento de los
venenos es Antivipmyn, seguido de Birmex y finalmente Inoserp. Ademas, se evidencio
qgue los venenos de las serpientes de cascabel son mejor reconocidos en comparaciéon con
aquellos de géneros distintos a Crotalus o Bothrops, tal es el caso de Metlapilcoatlus
nummifer o Agkistrodon bilineatus. En el caso de Birmex, parece existir una relacion entre
la cantidad de anticuerpos especificos y el nivel de reconocimiento dado que los
porcentajes de anticuerpos que reconocen los venenos de B. asper, C. simusy C. basiliscus
son similares entre si y el nivel de reconocimiento hacia estos tres venenos también se
asemeja. Sin embargo, y contrario a lo que se podria esperar, nuestros resultados no
revelan una relacion generalizada entre la cantidad de anticuerpos especificos y el nivel de
reconocimiento por ELISA. Esto podria deberse a la propia definicidn de titulo, donde sdélo
se compara la concentracion de antiveneno necesario para alcanzar la mitad de la
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respuesta maxima, sin tomar en cuenta que no todos los antivenenos alcanzaron la misma
respuesta para un veneno dado.
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Figura 9. Titulos obtenidos mediante ELISA. Se utiliz6 antiveneno como anticuerpo primario y Affinity Purified Antibody
Peroxidase Labeled Goat anti-horse IgG marca KPL, lote 120607 como anticuerpo secundario. El nivel de reconocimiento
mediante ELISA fue evaluado para el lote B-6J-31 de Antivipmyn, el FVO45A de Birmex y el 8805181002 de Inoserp.

Aunque los ensayos de tipo ELISA se realizaron con el fin de determinar cuantitativamente
el reconocimiento de los faboterapicos hacia los distintos venenos, estos ensayos sélo
otorgan una medida del reconocimiento del veneno en general, sin discriminar qué
componentes son reconocidos y cuales no.

7.5.2. RECONOCIMIENTO MEDIANTE UN ENFOQUE DE ANTIVENOMICA

Los ensayos de antivendmica ofrecen una descripcidon tanto cualitativa como cuantitativa
de los componentes del veneno que son reconocidos por los F(ab’); del antiveneno. Uno
de los aspectos mas evidentes es que los venenos no fueron recuperados en su totalidad,
lo que se demuestra con la diferencia en el célculo del area bajo la curva entre el veneno
completo y las fracciones Reconocida y No reconocida (Fig. 10; Anexo Il). Si las condiciones
de elucién fueran las adecuadas, se esperaria que la suma del drea bajo la curva de las
fracciones reconocida y no reconocida fuera similar a aquella del veneno completo. En el
cuadro 5 se muestran los porcentajes de las distintas familias proteicas presentes en los
venenos y el porcentaje de estas que es reconocido por los distintos faboterapicos.

34



Antivimpyn/ Bothrops asper Antivimpyn/ Crotalus atrox Antivimpyn/ Crotalus simus

— Reconocido — Reconocido — Reconocido
— NoReconocido 100 — NoReconocido 100 2000 — NoReconocido 100
— Veneno Completo — Veneno Completo — Veneno Completo
8 2000 8 8
1500 a0 .
1500
1500
£ € £
£ tog  E o £ H o g
: i i g :
S 1000 g 2 ] £ 1000 g
£ 2 £ 1000 2 £ g
2 2 2 Lo & 2 0 %
4 [ 2 £
s00- so0
500 20 ) 2
B I el
% % % % B} % % E) %
RT RT RT
Birmex!Bothrops asper Birmex/Crotalus atrox Birmex/Crotalus simus
— Reconocido — Reconocido — Reconocido
— NoReconocido 100 — NoReconocido 100 2000 — NoReconocido 100
— Veneno Completo — Veneno Completo — Veneno Completo
8 2000 8 8
1500 w0 50 w0
1500
1500-
E e £ ° £ o
H ] H - H “g
5 H 3 g 3 H
£ o ] g H g oo 4
H H 5 o K 3 H
2 fo % 2 w0 & 2 w0 2
2 2
so0 s00-
520 » » n
A
% ) 7 % E) % % 1) 7
RT R RT
Inoserp/ Bothrops asper Inoserp/ Crotalus atrox Inoserpl Crotalus simus
— Reconocido — Reconocido -
— NoReconocido 100 — NoReconocido (100 2000 - 100
— Veneno Completo — Veneno Completo -
B 2000 B
1500 N " w0
1500
1500
3 g €
3 o2 3 re g S 0 2
3 H 5 H 3 g
g & H g £ 1000 g
H H 2 1oo] g H b
g H g ® 2 H
2 Lo 2 Lo 2z "
so0 500
" 2 »
P! "‘-“‘I&
% E) % % E) %
RT RT

Figura 10. Cromatogramas obtenidos en los ensayos de antivenémica. £n cada grdfica se muestran 3 cromatogramas sobrepuestos: veneno completo, fraccién reconocida y
fraccion no reconocida en negro, azul y rojo, respectivamente. Ademds, se muestra el porcentaje de acetonitrilo (B) con una linea punteada. El nivel de reconocimiento hacia los
venenos de B. asper, C. atrox y C. simus fue evaluado mediante antivenémica para el lote B-6J-31 de Antivipomyn, el FVO45A de Birmex y el 8805181002 de Inoserp.
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Cuadro 5. Porcentaje de reconocimiento de los venenos determinado mediante antivenémica. K49-PLAz, homélogo
enzimdticamente inactivo de las PLA2 PLA2, fosfolipasas Az, SVSP, serin proteasas de veneno de serpiente; SVMP,
metaloproteasas de veneno de serpiente; CNP, péptido natriurético tipo C; SubA, subunidad dcida de la crotoxina; SubB,
subunidad bdsica de la crotoxina. La identidad proteica de los picos recuperados de los venenos de B. asper, C. atrox y C.
simus fue asignada de acuerdo a lo reportado por Alape-Girén et al., (2008), Calvete et al., (2009) y Castro et al., (2013),
respectivamente.

Bothrops asper

Familias Desintegrinas | K49-PLA, |  PLA, SVSP SVMP Veneno
proteicas completo
0,
c o 12 33 21 5 3 11
s Reconocido
£ % N
S o NO
2 Reconocido 62 0 ! 0 ! 8
C
0,
< % No 26 67 78 95 9 81
Recuperado
0,
% . 10 67 47 13 3 21
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1) ()
£ % No 83 18 18 15 24 27
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0,
% . 11 47 41 3 4 16
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fen 0, N
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Crotalus atrox
Famili v
amPias | pesintegrinas | CNP | K49-PLA, |  PLA, SVSP | SVMP eneno
proteicas completo
0,
c % . 4 0 53 28 24 17 17
S Reconocido
£ % N
S o NO
2 Reconocido 2 %2 0 0 0 4 12
< [v)
< % No 24 8 47 72 76 79 71
Recuperado
[v)
% . 0 100 0 15 17 7 12
. Reconocido
(O] 0,
£ % No 63 0 8 0 2 6 12
= Reconocido
0,
% No 37 0 92 85 81 87 76
Recuperado
0,
% . 7 0 0 9 15 10 10
o Reconocido
— 0,
3 % No 84 100 0 0 0 13 20
= Reconocido
0,
% No 9 0 100 91 85 77 70
Recuperado
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Crotalus simus

Faml!las Tripéptidos | Desintegrinas | SubA | SubB | PLA, | SVSP | SVMP Veneno
proteicas completo
%
c . 8 24 42 29 19 16 19 21
S Reconocido
£ % N
S o NO
= Reconocido 74 33 0 1 0 1 6 8
c 0,
< % No 18 43 58 | 70 | 81 | 83 75 71
Recuperado
0,
% . 3 15 80 19 0 34 1 16
Reconocido
x
o] o,
£ A:No. 60 57 20 12 0 2 10 12
= Reconocido
0,
% No 37 28 0 69 100 64 89 72
Recuperado
%
. 15 0 30 40 53 38 22 34
o Reconocido
o o,
b ANo. 85 0 70 22 0 5 14 19
2 Reconocido
- 0
% No 0 100 0 38 47 57 64 47
Recuperado

La retencién de gran parte del veneno por parte de la matriz puede ser causada por una
suma de factores. Primero, la interaccién de anticuerpos con tan alta afinidad que el
cambio de pH producido por el Buffer de elucion no es suficiente para romper la
interaccion del complejo antigeno-anticuerpo, posiblemente estos anticuerpos son
obtenidos de los caballos que tienen mas tiempo siendo hiperinmunizados con los
respectivos venenos, lo que permitiria el aumento progresivo de la afinidad.
Adicionalmente, en las columnas tenemos una alta cantidad de toxinas que son
reconocidas por un gran conjunto de F(ab’), con especificidades distintas, lo que aumenta
drasticamente la complejidad de la elucion.

Las condiciones de elucién para cada interaccion antigeno-anticuerpo son diferentes y
sélo pueden ser determinadas empiricamente (Harlow & Lane, 1988). Inclusive, se han
reportado porcentajes bajos de recuperacién empleando soluciones de elucién acidas
(Agraz et al., 1994). Por otro lado, se descarté el uso de eluyentes de cardacter basico dado
gue existe evidencia de que la liberacién del ligando por parte de la CNBrS comienza en
condiciones ligeramente alcalinas, incrementando su ritmo a medida que el pH aumenta
(Tesser et al., 1974). Lo anterior ocurre porque el ligando se une a la CNBrS a través de un
enlace isourea, el cual es inherentemente inestable (Yarmush et al., 1992). Se ha sugerido
gue la mejor estrategia es probar tantas condiciones de elucién como sea posible (Harlow
& Llane, 1988), sin embargo, la cantidad de faboterapico necesaria para ello es un
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impedimento técnico. Aunque existen reportes en la literatura de la disociacién del
complejo antigeno-anticuerpo mediante el uso de técnicas como electroforesis (Dean et
al., 1977) y aumento de presién (Olson et al., 1989), el perfil electroforético del veneno
podria modificarse con la desnaturalizacion de las proteinas y por ello las técnicas que la
implican fueron descartadas.

Por otro lado, si consideramos el veneno no recuperado como moléculas reconocidas por
el antiveneno, encontramos que, en promedio, las SVSP forman el grupo mejor
reconocido con el 97 %, seguido de las PLA, y las SVMP con el 92 y 91 %, respectivamente.
Lo anterior contrasta con lo reportado por Sousa et al. (2013), quienes seiialan a las P-llI
SVMP como la familia mas inmunogénica, seguida de las SVSP, las P-I SVMP y finalmente
las PLA;. Dicha discrepancia puede originarse porque en este trabajo el porcentaje de
reconocimiento de las SYVMP incluye tanto a las P-1 como a las P-lIl.

7.5.3. WESTERN BLOT DE LA RESINA USADA EN ANTIVENOMICA

La resina acoplada a los F(ab’), del antiveneno presenta un patron de bandeo distinto
antes y después de estar en contacto con el veneno (Fig. 11, carriles 1 y 5). Las bandas
adicionales se encuentran en el rango aproximado de 10 a 17 kDa y coinciden con bandas
presentes en el veneno (Fig. 11, carril 4). Lo anterior supone evidencia de que una parte
del veneno es retenida por los F(ab’), aun después de eluir las columnas.
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Figura 11. Western blot de la resina tratada mediante un enfoque de antivenémica. Carril 1, CNBrS-Antivipmyn lote B-
6J-31; 2, mezcla de veneno y Antivipmyn lote B-6J-31; 3, Antivipmyn lote B-6J-31; 4, veneno, 5, CNBrS- Antivipomyn lote B-
6J-31 después de ser incubada con veneno. En el caso de las muestras que involucran CNBrS (carriles 1y 5), a 40 ulL de
matriz se les agregdé 10 uL de Sample Loading Buffer 5X, se hirvieron a bafio maria durante 5 minutos y fueron
centrifugadas a 13,000 rpm durante 5 minutos, finalmente, se tomaron 15 uL del sobrenadante los cuales fueron
cargados cada carril. Para las muestras compuestas por proteinas solubles (carriles 2, 3 y 4) se cargaron 20 ug. Como
anticuerpo primario se utilizé una solucién 0.1 mg/mL de Antivipmyn lote B-6J-31y como anticuerpo secundario una
dilucidon 1:1000 de Affinity Purified Antibody Peroxidase Labeled Goat anti-horse IgG marca KPL, lote 120607.
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7.6. DETERMINACION DE LAS PRINCIPALES ACTIVIDADES BIOLOGICAS Y
BIOQUIMICAS

7.6.1. ACTIVIDAD LETAL

El veneno de C. basiliscus produjo en los individuos experimentales sintomatologia
concordante con la presencia de neurotoxinas homélogas a crotoxina, lo cual ya ha sido
reportado (Chen et al., 2004; Colis-Torres et al., 2022) y que se ve reforzado por la DLso
baja en comparacidon con otras especies incluidas en este trabajo (Cuadro 6).

En el caso de C. atrox, nuestros datos contrastan con lo reportado para el veneno de
organismos de Veracruz, México cuya DLso es casi el doble (M. Sanchez et al., 2020) de la
obtenida en el presente trabajo. Lo anterior puede explicarse por uno o mas factores
como la variacién geografica del veneno, la via de inoculacién o la edad del animal. Sin
embargo, la letalidad de nuestro pool concuerda con los valores de DLso del veneno de C.
atrox provenientes del sur de EE. UU., los cuales se encuentran en el rango de 17.9 a 82.1
ug/raton de acuerdo a su origen geografico (Minton & Weinstein, 1986).

Con respecto al veneno de especies mexicanas de los géneros Cerrophidion y Porthidium
no existen datos publicados. Para el primero, el taxon mas cercano es C. sasai de Costa
Rica (Gutiérrez et al., 2013). En el caso de Porthidium, Unicamente se ha evaluado la
actividad letal del veneno de organismos provenientes de Colombia, Venezuela y Costa
Rica, donde un caso interesante es el veneno de P. lansbergii rozei de Venezuela, el cual
no es letal aun inoculando 241.3 pg/ratén (Girdn et al., 2018; Gutiérrez et al., 2013; Otero,
Nufiez, et al., 2002). Ademas, en todos los trabajos referidos en este parrafo el veneno fue
administrado por via intraperitoneal (i.p.), lo que aunado a la diferencia en las especies,
hace muy dificil la comparacién de los datos.

Cuadro 6. Valores de DLso obtenidos. DLso hace referencia a la cantidad de veneno necesaria para producir la muerte
en la mitad de una poblacion dada. Entre paréntesis se muestran los intervalos de confianza al 95 %.

Especie DLSO, R?
(ng/ratén)
Cerrophidion tzotzilorum 49.3 (46.3 -53.0) 0.99
Crotalus atrox 38.8(38.2-39.4) 0.99
Crotalus basiliscus 14.6 (14.5 - 14.7) 0.99
Porthidium yucatanicum 106.5 (102.5 - 110.6) 0.98
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7.6.2. ACTIVIDAD PROTEOLITICA IN VITRO

Nuestros resultados muestran diferencias estadisticamente significativas en la actividad
proteolitica de diferentes venenos. Sin embargo, no se observa la formacion de un patrén
con respecto al género al que pertenecen las especies. Cabe mencionar que a excepcién
de C. basiliscus, los venenos con mayor actividad proteolitica in vitro corresponden a
aquellos con valores de DLsp mas altos (Figura 12), lo que se ha denominado venenos tipo
1 o tipo B (Borja, Neri-Castro, Castafieda-Gaytan, et al., 2018; Mackessy, 2008).
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Figura 12. Gréfica de actividades proteoliticas in vitro. U, unidad de actividad proteolitica definida como la cantidad de
veneno necesaria para producir un cambio en la absorbancia de 0.2 unidades por minuto a 450 nm. Las barras de error
representan la desviacion estdndar.

7.6.3. ACTIVIDAD FIBRINOGENOLITICA IN VITRO

Todos los venenos analizados tienen actividad proteolitica sobre la cadena «a del
fibrindgeno mientras que la cadena B es degradada de forma parcial por los venenos de A.
bilineatus y C. simus, y de manera total por el resto. La cadena y, por su parte, es
proteolizada Unicamente por el veneno de M. nummifer (Fig. 13). Existen pocos registros
de la degradacién de la cadena y del fibrindgeno y todos ellos fueron obtenidos con una
mayor relacién veneno:fibrinégeno o con tiempos de reaccion mas prolongados que las
condiciones empleadas en este trabajo (Liang et al., 2005; Mackessy, 1993; Menezes et al.,
2006; Wang et al., 2004). Es preciso destacar que este es el primer reporte de degradacién
de la cadena y por el veneno de una serpiente endémica de México.
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En los ensayos tratados con EDTA se observa que la mayoria de los patrones de
degradacion de las cadenas de fibrinégeno fueron modificados. En los casos particulares
de A. bilineatus y C. basiliscus donde el tratamiento con EDTA no modifica la protedlisis
del fibrindgeno, se puede concluir que en la degradacion de esta proteina no participan
SVMPs y se sugiere que las responsables sean SVSPs. Un escenario contrastante ocurre
con los venenos de O. sphenophrys y P. yucatanicum, donde la digestidon de las cadenas a
y B es catalizada principalmente por SVMPs, lo que concuerda con lo reportado para el
veneno de P. lansbergii rozei (Girdn et al., 2018) (Fig. 14). Adicionalmente, el caso de C.
tzotzilorum es atipico debido a que en el ensayo inhibido con EDTA las bandas
correspondientes a las cadenas del fibrindgeno son mds tenues. Durante el ensayo se
observd que la gelificacion de esta reaccion fue mayor que las demds, y al golpear
suavemente el microtubo no fue disgregada totalmente, lo que dificulté su carga en el
SDS-PAGE. Lo anterior podria ser producido por TL-SVSPs (ver seccion 1.10.3) contenidas
en el veneno de esta especie (Jones et al.,, 2022). Cabe sefialar que este ensayo fue
replicado dos veces mas (datos no mostrados) con resultados similares.

7.1. DETERMINACION DE LA POTENCIA NEUTRALIZANTE DE LOS ANTIVENENOS
CONTRA LAS PRINCIPALES ACTIVIDADES BIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS

7.1.1. NEUTRALIZACION DE LA ACTIVIDAD LETAL

La potencia neutralizante de los distintos faboterdpicos es diferente entre los distintos
productos. Incluso, existe una importante variacion de las capacidades neutralizantes
entre los distintos lotes de un mismo faboterapico, lo que se hace evidente al revisar los
resultados de Birmex contra los venenos de B. asper y C. simus, Antivipmyn contra
aquellos de B. asper y C. basiliscus e Inoserp contra el de C. simus; asi como en la falta de
constancia general en neutralizar el veneno de C. tzotzilorum (Cuadro 7).

Se reportan ademas los valores de neutralizacion especifica, que corresponde a los mg de
antiveneno necesarios para neutralizar la actividad letal de 1 mg de veneno. Esto permite
comparar la calidad de los diferentes faboterapicos independientemente del contenido
proteico de los viales (Cuadro 4). Aunque era de esperarse que todos los faboterapicos
presentaran una mejor neutralizacion especifica de los venenos incluidos en las
respectivas mezclas de inmunizacidon (ver seccién 1.4), este fue solo el caso de Birmex
(Cuadro 8). Antivipmyn tiene una mejor neutralizacion especifica del veneno de C.
basiliscus que de aquél de C. simus, dicha reactividad cruzada podria explicarse por la
similitud antigénica de estos venenos (Segura et al., 2017). Inoserp, por su parte, aunque
incluye en su mezcla de inmunizacién el veneno de C. atrox, su neutralizacion especifica
no es muy distinta a la de los venenos no utilizados en su elaboracidn. Anteriormente se
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habia reportado el caracter inmunogénico subdptimo del veneno de C. atrox, al encontrar
qgue los anticuerpos producidos a partir de este inmundgeno tienen menor
reconocimiento por el veneno homélogo comparado con aquellos generados a partir del
veneno de otras especies del género (Minton, 1987). Adicionalmente, una muestra de
variacion entre lotes de un mismo faboterapico radica en que se han obtenido valores de
neutralizacion especifica de Birmex contra el veneno de C. atrox de 12.8 mgAV/mgV (M.
Sanchez et al., 2020), lo que representa el doble de potencia neutralizante con respecto al
lote 3 de Birmex analizado en el presente trabajo.

Con la finalidad de que los resultados representen una potencial herramienta de
comparacion para el personal médico que se enfrente a un caso de envenenamiento, las
potencias neutralizantes se encuentran expresadas en DLso neutralizadas por cada vial
(Cuadro 9). Ademas, esta informacion hace posible contrastar nuestros resultados con las
especificaciones requeridas por la NOM-036-SSA2-2012. En este respecto, los lotes
analizados de Antivipmyn y Birmex cumplen con la norma al retarlos contra los venenos
usados en su elaboracidn, en contraste, los dos lotes evaluados de Inoserp no alcanzaron
el umbral minimo de neutralizacion para el veneno de C. atrox. Cabe destacar que ningun
lote analizado fue capaz de neutralizar mas de 350 DLso del veneno de C. atrox, cifra que
estd muy por debajo de las 790 sefialadas en la NOM-036-SSA2-2012. Sin embargo, dicha
norma no define las especies del género Crotalus de las cuales se debe neutralizar el
veneno.

Es importante destacar que la actividad letal de algunos venenos no fue neutralizada aun
con la mayor cantidad administrada de faboterapico. Tal es el caso de los venenos de M.
nummifer y P. yucatanicum, para los cuales se retaron 8 y 3 lotes, respectivamente. De
manera similar, dos de los ocho lotes fallaron en neutralizar la letalidad del veneno de C.
tzotzilorum. Aunque no existen reportes de ensayos de neutralizacion de los venenos de
P. yucatanicum ni de C. tzotzilorum, para el caso de M. nummifer, los resultados son
contrastantes. De Root (2014) reporta la neutralizacién del veneno de M. nummifer por
Antivipmyn inyectando 5 DLso i.p., sin embargo, Garcia-Osorio (2020) sefiala que la
letalidad no fue neutralizada al retar 2 y 3 DLsg via i.v. por los faboterapicos Antivipmyn y
Birmex. Esta diferencia podria explicarse por la variacion intraespecifica del veneno (ver
seccion 1.11), o como se expone en este trabajo, por la variabilidad en la potencia
neutralizante de los faboterapicos al comparar distintos lotes.En el caso de Porthidium, se
ha reportado la neutralizacion del veneno de P. nasutum provenientes de Colombia por
parte de Antivipmyn, cuya neutralizacion especifica es de 8.3 mgAV/mgV (Otero, Nufiez,
et al., 2002). Dadas las diferencias en la concentracidon de los lotes de antivipmyn, esta
disparidad puede estar explicada por la cantidad de antiveneno suministrada (Ver seccion
7.1).
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Cuadro 7. Valores obtenidos de DEso. * = para estos venenos la actividad letal no fue neutralizada atn con la mayor cantidad de faboterdpico administrada. ND = No
determinado debido a la cantidad de veneno disponible en el banco de venenos. Los valores corresponden a uL de faboterdpico reconstituido en 10 mL de agua destilada, en
paréntesis se indican los intervalos de confianza.

Antivipmyn (uL/3DLso) Birmex (puL/3DLso) Inoserp (1L/3DLso)
Especie
B-6J-31 B-8K-31 B-8H-34 FVO45A FVO43A FVO44A 8805181002 8805181003
17.0(16.8 - 17.1(14.3 - 18.8(18.1- 15.7 (11.0 -
B. asper 172 204 87(8.2-9.2) | 3.8(3.1-48) 7.7(7.5-79)  7.5(7.2-7.8) 105 72.57)
. 14.5(12.1- 19.9(19.9 - 25.0(23.2 - ] ) 16.5(16.3 - 16.2 (15.6 - 35.6 (35.1 -
C simus o e o 8.8(8.7-88)  85(6.9-10.6) e e 36.2)
. 41.1(40.2 - 18.8(17.7 - 18.8(17.7 - 11.3(11.2- ] 13.7(13.0 - 23.7 (22.6 - 34.0 (31.7 -
C. basiliscus 42.0) 19.9) 19.9) 11.4) 9.8(8.5-11.3) 14.4) 26.9) 36.5)
Cat 292.4(271.3-  1713(143.0-  174.1(152.7 - 85.6 (76.1 - 91.0 (87.4 - 103.5(101.2- | 218.5(216.7-  168.1(167.9 -
- atrox 315.2) 205.2) 198.5) 96.3) 91.7) 105.8) 220.3) 168.3)
A bilineat 232.0(227.8-  143.1(137.4-  1049(982- | 2180(216.7-  235.1(232.6-  280.8(270.2- | 230.3(227.7-  279.0(278.6-
- bilineatus 236.3) 149.1) 112.9) 219.4) 237.7) 291.8) 232.9) 279.4)
M. nummifer >460* >460* >460* >460* >460* >460* >460* >460*
. 224.0(210.9 - . 179.6 (158.8 - 60.0 (53.9 - 87.0(78.5 - 68.6 (66.1 - 322.6(317.7 - .
C. tzotzilorum 238.1) >445 203.2) 66.3) 97.5) 71.2) 327.7) >445
170.0 (168.7 - 39.2(39.1- 129.7 (128.4 —
O. sphenophrys 171.4) ND ND 39.3) ND AP 131.1) ND
P. yucatanicum >385%* ND ND >385* ND ND >385%* ND
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Cuadro 8. Valores obtenidos de neutralizacién especifica. * = dado que la actividad letal no fue neutralizada ain con la mayor cantidad de antiveneno administrada, la
neutralizacion especifica tiene un valor mayor que el mostrado. ND = No determinado debido a la cantidad de veneno disponible en el banco de venenos. Los valores corresponden
a los mg de antiveneno necesarios para neutralizar la actividad letal de 1 mg de veneno, en paréntesis se indican los intervalos de confianza.

Antivipmyn (mgAV/mgV) Birmex (mgAV/mgV) Inoserp (mgAV/mgV)
Especie

B-6J-31 B-8K-31 B-8H-34 FVO45A FVO43A FVO44A 8805181002 8805181003
B. asper 2.4(2.4-2.4) 3.3(2.7-3.9) 1.7 (1.6-1.8) 3.1(2.5-3.9) 5.2 (5.0-5.3) 6.6 (6.4-6.9) 4.6 (4.4-4.8) 3.6(2.5-5.1)
C. simus 7.5(6.3-9.1)  13.9(13.9-13.9) 18.4(17.1-19.8) | 25.9(25.7-26.0) 21.0(16.9-26.2) 53.4(52.7-54.2) 14.5(14.0-15.1) 29.7 (29.2-30.2)
C. basiliscus 4.4(4.3-4.5) 2.7 (2.5-2.9) 2.8(2.7-3.0) 6.9 (6.8-6.9) 5.0 (4.3-5.7) 9.1 (8.6-9.6) 4.4 (4.2-5.0) 5.8 (5.4-6.2)
C. atrox 11.7(10.9-12.6)  9.2(7.7-11.1)  9.9(8.7-11.3) | 19.5(17.3-21.9) 17.3(16.6-18.0) 25.9(25.3-26.4)  15.2(15.0-15.3) 10.8 (10.8-10.8)
A. bilineatus 9.9(9.7-10.1) 8.2(7.9-8.6) 6.4(5.9-6.8) | 52.9(52.6-53.3) 47.7(47.2-48.2) 74.8(72.0-77.7)  17.0(16.8-17.2) 19.1(19.1-19.1)
M. nummifer >5.4* >7.3*% >7.7* >30.9* >25.8* >33.9* >9.4* >8.7*
C. tzotzilorum 7.1(6.7-7.5) >19.0* 8.1(7.1-9.1) | 10.8(9.7-11.9) 13.1(11.8-14.6) 13.5(13.0-14.0) | 17.7(17.4-18.0) >22.6*
O. sphenophrys = 15.9 (15.7-16.0) ND ND 20.8 (20.8-20.9) ND ND 21.0(20.8-21.2) ND
P. yucatanicum >5.6* ND ND >32.0* ND ND >9.8* ND
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Cuadro 9. Valores de DLso neutralizadas por vial. * = dado que la actividad letal no fue neutralizada atn con la mayor cantidad de antiveneno administrada, cada vial es capaz
de neutralizar menos DLso que el valor mostrado. ND = No determinado debido a la cantidad de veneno disponible en el banco de venenos. Los valores corresponden al numero de
DLso neutralizadas por un vial de faboterdpico resuspendido en 10 ml de agua destilada, en paréntesis se indican los intervalos de confianza.

Antivipmyn (DLso/vial)

Birmex (DLso/vial)

Inoserp (DLso/vial)

Especie
P B-6J-31 B-8K-31 B-8H-34 FV045A FV043A FVO44A 8805181002 8805181003
B. asper 17615 7(;;46 - 1756 (1471 - 3465 (3275 - 7813 (6211 - 3898 (3793 - 4013 (3866 - 1600 (1541 - 1907 (1329 -
) 2098) 3667) 9804) 4005) 4161) 1661) 2735)
o 20626 4(;17)20 - 151;)5(11508 - 120122(;;)18 - 342;) ;53,;1;)9 . 35113(725)30 . 18119 8(257)94 : 18518 9(211)92 = 240 (328- 855)
C basiliscus 729 (715 - 746) 159;3 6(;2)06 - 159;3 6(9165)06 - 265;) 6(276)36 - 306315(2296)53 - 219253(12;))79 - 126183(2151)15 " 583 (823 - 948)

C. atrox

A. bilineatus
M. nummifer
C. tzotzilorum
O. sphenophrys

P. yucatanicum

103 (95 - 111)

129 (127 - 132)

<65*

134 (126 - 142)

176 (175 - 178)

<78%*

175 (146 - 210)

210 (201 - 218)

<65*

<67*

ND

ND

172 (151 - 196)

286 (266 - 306)

<65*

167 (148 - 189)

ND

ND

350 (312 - 394)

138 (137 - 138)

<65*

500 (453 - 557)

765 (763 - 766)

<78%*
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330 (317 - 343)

128 (126 - 129)

<65*

345 (308 - 382)

ND

ND

290 (284 - 296)

107 (103 - 111)

<65*

437 (421 - 454)

ND

ND

137 (136 - 138)

130 (129 - 132)

<65*

93 (92 - 94)

231 (229 - 234)

<78%*

178 (178 - 179)

108 (107 - 108)

<65*

<67*

ND

ND



7.1.2. NEUTRALIZACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA IN VITRO

Con el propésito de comparar la potencia neutralizante de los antivenenos hacia la
actividad proteolitica de los diferentes antivenenos se realizaron ensayos de
neutralizacidon. Se evaluaron los primeros dos lotes de cada faboterdpico contra los
venenos de A. bilineatus, M. nummifer, B. asper, C. atrox y C. simus; para los venenos de
C. basiliscus y O. sphenophrys solo el primer lote de cada producto fue retado. Por otro
lado, no nos fue posible realizar estos ensayos con los venenos de C. tzotzilorum ni P.
yucatanicum debido a la disponibilidad de veneno.

De manera similar a la neutralizacién de la letalidad, también existe variacién en la
capacidad neutralizante de la actividad proteolitica in vitro tanto entre los diferentes
productos como entre lotes del mismo faboterdpico, lo que es especialmente evidente
con los venenos de B. asper, C. atrox y C. simus. Ademas, ninguno de los dos lotes
probados de Birmex fue capaz de neutralizar la actividad proteolitica del veneno de A.
bilineatus, que junto con el de M. nummifer fueron los peor neutralizados (Fig. 15).

Aunque no hay datos publicados sobre la neutralizacién de la actividad proteolitica sobre
azocaseina para el veneno de M. nummifer, la actividad de otras especies del género es
relativamente bien neutralizada. Lo anterior se demuestra al compararla con la
neutralizacidon de venenos usados como inmundgenos, como es el caso de B. asper con el
antiveneno ICP (Antunez et al., 2010). Lo anterior contrasta con nuestros datos dado que
existe una gran diferencia en la potencia neutralizante de los faboterapicos hacia las
diferentes actividades in vitro e in vivo del veneno de B. asper y el de M. nummifer.

1600+ Il Antivipmyn
Il Birmex

i Ii Bl Inoserp
800+
1 ioaid il i -

4004
300+

2004

DE;, (ug antiveneno)

100+

*%

A. bilineatus M. nummifer B. asper C. atrox C. simus C. basiliscus O. sphenophrys

0-

Figura 15. Valores de DEso obtenidos para la neutralizacién de la actividad proteolitica in vitro. DEso hace referencia a
la cantidad de antiveneno necesaria para neutralizar el 50 % de la actividad proteolitica producida por 20 ug de veneno.
Las barras del mismo color en diferentes tonos corresponden a lotes distintos del mismo antiveneno, numerados de
izquierda a derecha. *, no existio neutralizacion. Las barras de error corresponden a los intervalos de confianza al 95 %.
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7.1.3. NEUTRALIZACION DE LA ACTIVIDAD FIBRINOGENOLITICA IN VITRO

Todos los lotes de faboterapico neutralizaron efectivamente la fibrinogendlisis in vitro
producida por el veneno de los géneros Bothrops y Crotalus (Fig. 16). Sin embargo, esto no
ocurrié con el veneno de M. nummifer, C. tzotzilorum y de P. yucatanicum, los cuales aln
después de ser incubados con los diferentes faboterapicos mantuvieron su actividad
proteolitica, en especial contra la cadena a del fibrindgeno (Fig. 17). El caso de A.
bilineatus es interesante debido a que la fibrinogendlisis es neutralizada por todos los
antivenenos a pesar de que los primeros dos lotes de Birmex no fueron capaces de
neutralizar su actividad proteolitica sobre azocaseina (ver seccién 7.7.2). Esto sugiere que
diferentes proteinas estan involucradas en la protedlisis de estos dos sustratos, las cuales
son neutralizadas diferencialmente por los faboterapicos producidos por Birmex.

Es importante sefalar que, aunque los ensayos de fibrinogendlisis no necesariamente
reflejen la dinamica en un envenenamiento real, son buenas herramientas para evaluar la
capacidad neutralizante de la actividad proteolitica de SVMPs y SVSPs
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Figura 16. Neutralizacién de la actividad fibrinogenolitica de los venenos usados como inmunégenos en la produccion de los faboterapicos. A1, A2 y A3, Antiviomyn lotes 1, 2
y 3, respectivamente; B1, B2 y B3, Birmex lotes 1, 2 y 3, respectivamente; 11 e 12, Inoserp lotes 1y 2, respectivamente. En cada gel se incluyeron dos carriles con fibrinégeno sin
digerir como control negativo.
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Agkistrodon bilineatus Metlapilcoatlus nummifer
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Figura 17. Neutralizacién de la actividad fibrinogenolitica de los venenos de géneros distitntos a Bothrops o Crotalus. A1, A2 y A3, Antiviomyn lotes 1, 2 y 3, respectivamente;
B1, B2 y B3, Birmex lotes 1, 2 y 3, respectivamente; 11 e 12, Inoserp lotes 1 y 2, respectivamente. En cada gel se incluyeron dos carriles con fibrindgeno sin digerir como control
negativo.
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8. CONCLUSIONES

La evaluacién de los faboterapicos antiviperinos mexicanos permitid la identificacion de
variaciones importantes en diversos aspectos de sus propiedades bioquimicas y
terapéuticas, asi como la identificacion de importantes areas de oportunidad para su
mejora.

El contenido proteico en cada vial es contrastante entre los diversos productos y va desde
los 46 mg en Antivipmyn hasta los 286 mg en Birmex. Sin embargo, no toda la proteina
contenida en los viales representa moléculas de relevancia terapéutica. La cuantificacion
de los F(ab’), especificos reveld que estos representan entre el 15 y el 30 % del total de
proteina en los viales. Por otra parte, en el presente trabajo no se encontré evidencia de
algln contaminante que pudiera generar reacciones secundarias en ninguno de los lotes
evaluados.

Aunque el reconocimiento de un antigeno por parte de un anticuerpo es necesario para su
neutralizacidn, no parece existir una relacién clara entre el nivel de reconocimiento y la
potencia neutralizante de los faboterdpicos evaluados en este trabajo, la cual es diferente
entre los distintos productos. Incluso, existe una importante variacién de las capacidades
neutralizantes entre los distintos lotes de un mismo faboterapico, lo que sugiere la
necesidad de homogenizar los venenos usados como inmundgenos.

Aunque los faboterdpicos antiviperinos mexicanos cumplen con la NOM-036-SSA2-2012,
en este trabajo se encontraron importantes dreas de mejora representadas por la poca y
nula neutralizacidon del veneno de C. atrox y M. nummifer, respectivamente. Esto se
enfatiza debido a la amplia distribucion de dichas especies, su tamafio y temperamento.

En térmios generales, y los venenos usados en la mezcla de inmunizaciéon son mejor
neutralizados que aquellos no incluidos.
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9. PROSPECTIVAS

€ Estudiar a profundidad las caracteristicas inmonogénicas de las toxinas presentes
en el veneno de Crotalus atrox, dado que, a pesar de formar parte de la mezcla de
inmunizacion no es bien neutralizado por Inoserp.

€ Evaluar las caracteristicas téxicas del veneno de Porthidium yucatanicum que
impiden que este sea neutralizado por los faboterapicos probados.

€ Continuar la evaluacién de la potencia neutralizante de los faboterapicos
mexicanos para las especies restantes de vipéridos mexicanos incluidos en las
categorias 1 y 2 de la OMS (Agkistrodon contortix, A. russeolus, A. taylori,
Bothriechis schlegelii, Cerrophidion godmani, Crotalus molossus, C. oreganus, C.
ruber, C. scutulatus, C. totonacus, C. tzabcan, C. viridis, Porthidium nasutum vy
Sistrurus catenatus).
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11. ANEXOS

Protocolo para la preparacion de las columnas de CNB

Buffers:

Buffer de acoplamiento: NaHC03 0.2 M + NaCL 0.5 M pH 8.3 —8.5.

Buffer de Bloqueo: Tris-HCI 0.1 M pH 8.0

Procedimiento:

La matriz se encuentra liofilizada, por lo que es necesario regenerarla usando HCl
1mM realizando lavados con 10 a 15 volumeness de matriz. Por ejemplo, 500 mg
de matriz se regeneran en 5 mL de HCl 1ImM, lo que es suficiente para 5 columnas
con 300 uL de resina cada una. La relacion aproximada de la resina en
seco/regenerada es 1:3.

En una spin column se colocaron 300 L de agua Mili-Q, se marco el nivel y se llend
hasta ahi de CNBr-Activated Sepharose ya regenerada. Se dieron pequefios pulsos
en una microcentrifuga para filtrar el liquido cuidando de no sobrepasar las 2500
rpm.

Una vez que la resina alcanzé el nivel marcado, se lavd la columna con tres
voliumenes de Buffer de acoplamiento o hasta que el filtrado tenga un pH de 8.5.
Esta medicidn se realizd con tiras de papel reactivas de pH. Se colocé parafilm en la
base de la columna para evitar cualquier fuga.

De manera paralela, se cuantificd la muestra por Azsp y se ajustd la relacién
volumétrica muestra:resina a 2:1 usando Buffer de acoplamiento como diluyente.
Se afiadié la muestra a la columna y se incubd toda la noche a 4 °C en noria.

Tras la incubacion, se recuperd la fraccién no acoplada y se lavd la columna con 5
voliumenes de Buffer de acoplamiento. Tanto la fraccién no acoplada como los 5
lavados se colectaron y se cuantificé por Azso.

Para bloquear los grupos activos no acoplados a la muestra, se incubd la columna
con Buffer de Bloqueo por 4 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente, se lavd la columna con 5 volumenes de PBS 1X pH 7.2.

En este punto las columnas se encuentran listas para su uso.
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Il. Cromatogramas de los ensayos de antivendmica

Antivimpyn/Bothrops asper
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Figura Il.1. Reconocimiento del lote B-6J-31 de Antivipmyn hacia el veneno de Bothrops asper evaluado mediante un enfoque de antivenémica. Se muestran 3
cromatogramas sobrepuestos: veneno completo, fraccion reconocida y fraccion no reconocida en negro, azul y rojo, respectivamente. Ademds, se muestra el porcentaje de
acetonitrilo (B) con una linea punteada.
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Antivimpyn/Crotalus atrox

— Reconocido
— No Reconocido ~100
— Veneno Completo
0004 | B
] 80
1500
g o
-60 =2
5 E
2 =)
g =
= @
o 1000 [0)
= ';
2 L4
500
Amzo
0 I\ L) < - . . . . | . . . 0
0 75

Figura 1l.2. Reconocimiento del lote B-6J-31 de Antivipmyn hacia el veneno de Crotalus atrox evaluado mediante un enfoque de antivenémica. Se muestran 3
cromatogramas sobrepuestos: veneno completo, fraccion reconocida y fraccion no reconocida en negro, azul y rojo, respectivamente. Ademds, se muestra el porcentaje de
acetonitrilo (B) con una linea punteada.
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Antivimpyn/Crotalus simus
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Figura 1l.3. Reconocimiento del lote B-6J-31 de Antivipmyn hacia el veneno de Crotalus simus evaluado mediante un enfoque de antivenémica. Se muestran 3
cromatogramas sobrepuestos: veneno completo, fraccion reconocida y fraccion no reconocida en negro, azul y rojo, respectivamente. Ademds, se muestra el porcentaje de
acetonitrilo (B) con una linea punteada.
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Birmex/Bothrops asper
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Figura 11.4. Reconocimiento del lote FV045A de Birmex hacia el veneno de Bothrops asper evaluado mediante un enfoque de antivenémica. Se muestran 3 cromatogramas
sobrepuestos: veneno completo, fraccion reconocida y fraccion no reconocida en negro, azul y rojo, respectivamente. Ademds, se muestra el porcentaje de acetonitrilo (B) con una
linea punteada.
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Birmex/Crotalus atrox
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Figura IL.5. Reconocimiento del lote FV045A de Birmex hacia el veneno de Crotalus atrox evaluado mediante un enfoque de antivenémica. Se muestran 3 cromatogramas
sobrepuestos: veneno completo, fraccion reconocida y fraccion no reconocida en negro, azul y rojo, respectivamente. Ademds, se muestra el porcentaje de acetonitrilo (B) con una
linea punteada.

75



Birmex/Crotalus simus
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Figura 11.6. Reconocimiento del lote FV045A de Birmex hacia el veneno de Crotalus simus evaluado mediante un enfoque de antivenémica. Se muestran 3 cromatogramas
sobrepuestos: veneno completo, fraccion reconocida y fraccion no reconocida en negro, azul y rojo, respectivamente. Ademds, se muestra el porcentaje de acetonitrilo (B) con una
linea punteada.
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Inoserp/Bothrops asper
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Figura Il.7. Reconocimiento del lote 8805181002 de Inoserp hacia el veneno de Bothrops asper evaluado mediante un enfoque de antivenémica. Se muestran 3
cromatogramas sobrepuestos: veneno completo, fraccion reconocida y fraccion no reconocida en negro, azul y rojo, respectivamente. Ademds, se muestra el porcentaje de
acetonitrilo (B) con una linea punteada.
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Inoserp/Crotalus atrox
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Figura 11.8. Reconocimiento del lote 8805181002 de Inoserp hacia el veneno de Crotalus atrox evaluado mediante un enfoque de antivenémica. Se muestran 3
cromatogramas sobrepuestos: veneno completo, fraccion reconocida y fraccion no reconocida en negro, azul y rojo, respectivamente. Ademds, se muestra el porcentaje de
acetonitrilo (B) con una linea punteada.
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Inoserp/Crotalus simus
— Reconocido

2000 — No Reconocido ~-100
— Veneno Completo

80
1500
E o
S 60 2
N =
R e
2 1000 3
g o
S S
o] L40
< .

Figura 11.9. Reconocimiento del lote 8805181002 de Inoserp hacia el veneno de Crotalus simus evaluado mediante un enfoque de antivenémica. Se muestran 3
cromatogramas sobrepuestos: veneno completo, fraccion reconocida y fraccion no reconocida en negro, azul y rojo, respectivamente. Ademds, se muestra el porcentaje de
acetonitrilo (B) con una linea punteada.

79



	Portada 
	Índice
	I. Abreviaturas Usadas en el Presente Trabajo 
	II. Resumen 
	1. Introducción 
	2. Planteamiento del Problema    3. Hipótesis   4. Objetivos 
	5. Estrategia Experimental   6. 

Materiales y Métodos 
	7. Resultados y Discusión 
	8. Conclusiones 
	9. Prospectivas 
	10. Referencias
	11. Anexos



