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_Introduccion

I NTRODUCCION

I.1. Los envenenamientos por mordeduras de serpientes como problema de salud publica
mundial.

Los envenenamientos por mordeduras de serpientes constituyen un problema de de
salud publica mundial, ya que existe una gran diversidad de especies venenosas de
importancia médica en todos los continentes y en casi todos los paises. Se estima que
aproximadamente un 80% de las muertes registradas en el mundo debidas a
envenenamientos por animales ponzofiosos son causadas por mordeduras de serpientes
(Stock et al., 2007; Ramos et al., 2008).

Los envenenamientos por mordeduras de serpientes son de mayor relevancia en las
zonas tropicales y en paises en vias de desarrollo, especialmente en las zonas rurales, donde
la poblacion se dedica principalmente a las actividades agricolas y los asentamientos
humanos coinciden con las distribuciones de especies de serpientes venenosas, Sin
embargo, en paises industrializados también se presentan casos, pero estos se encuentran

generalmente asociados a accidentes con animales en cautiverio (Chippaux, 1998).

La insuficiencia de servicios médicos, las dificultades de acceso a los centros de
salud y la baja accesibilidad y/o escasez de antivenenos eficaces, entre otros, da como
resultado que las tasas de mortalidad en regiones como Africa, Asia y América Latina sean
altas (Gutiérrez y col., 2006, Theakston y Warrell, 2000, Chippaux, 1998). Ademas, en los
paises en desarrollo, mas del 80 % de las personas mordidas por serpientes recurren a
tratamientos a base de remedios caseros y después a la medicina moderna, por lo que tardan

mucho tiempo en recibir un tratamiento adecuado (Chippaux, 1998).

En las zonas tropicales, donde los envenenamientos por mordeduras de serpientes
son mas comunes, existen muy pocos datos confiables. En la mayoria de los paises, los
accidentes por mordeduras de serpientes no son reportados de una forma sistematica y
comunmente los datos estan limitados a algunas areas geograficas, por lo que son muy

pocos los paises que poseen datos epidemioldgicos capaces de proveer cifras precisas
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(Swaroop y Grab, 1954; Chippaux, 1998; Kasturiratne et al., 2008), y ademas los resultados

de los estudios no son constantes.

En 1998 Chippaux report6 que la cantidad total de mordeduras podria exceder los 5
millones por afio, con un nivel de mortalidad de 125,000 personas y cerca de 2.5 millones
de casos de envenenamiento (Tabla 1). Mas tarde, en el 2008, el grupo de Kasturiratne,
publicé un estudio acerca de la tasa global de mordeduras de serpientes, donde se estima
que globalmente ocurren al menos 420,000 envenenamientos y 20,000 muertes cada afio,
sin embargo, estas cifras podrian llegar hasta 1,841,000 y 94,000, respectivamente
(Kasturiratne, 2008).

Tablal

Incidencia mundial de envenenamientos causados por mordeduras de serpiente.

Region Poblacién | Mordeduras | Envenenamientos | Muertes

(x109) (% mortalidad)
Europa 730 25000 8000 30 (0.38)
Oriente medio 160 20000 15000 100 (0.6)
EEUU/Canada 270 45000 6 500 15 (0.23)
America Latina | 400 300000 150 000 5000 (3.3)
Africa 760 1000 000 500 000 20 000 (4.0)
Asia 3500 4000000 2000000 100 000 (5.0)
Oceania 20 10 000 3000 200 (6.6)
Total 5840 5400 000 2682 500 125 345

Fuente: Chippaux, 1998.
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1.2. Generalidades de las serpientes.

Los ofidios o serpientes pertenecen al orden Squamata, suborden Serpentes y clase
Reptilia. Se estima que las serpientes aparecieron en el Cretaceo, hace aproximadamente
100 a 150 millones de afios y en se han adaptado a diferentes habitats y climas extremos.

Estos reptiles se caracterizan por poseer un cuerpo largo, flexible y sin
extremidades. Carecen de parpados y oido externo, pero poseen una escama transparente
que recubre el ojo. Su dérgano sensitivo mas desarrollado es el olfato. Su tamafio oscila
entre 20 cm y casi 10 m. Se alimentan de animales vivos como mamiferos (roedores), aves,
anfibios, lagartos, peces, insectos, aracnidos, huevos y otras serpientes (Pineda, 2002; Lee,
2002).

Las serpientes posen dos vias mediante las cuales pueden someter a su presa o
enemigo, ya sea mediante el uso de fuerza a través de habilidades como la constriccion
(usada generalmente por serpientes grandes como: boas, anacondas y pitones) o empleando
venenos altamente tdxicos que son introducidos dentro de la presa, causadndole dafio y
llevando a la pérdida de funciones vitales que pueden conducir a la muerte (Roze, 1996).

El aparato de produccion e inoculacion de veneno de las serpientes venenosas
consiste en dos componentes principalmente: un diente modificado (colmillo) por medio
del cual el veneno es liberado dentro de la presa y la glandula de veneno, en la cual es

producido y almacenado el veneno (Kardong, 1982).

Las serpientes han desarrollado diferentes caracteristicas en su dentadura (Figura 1),

por lo que pueden ser clasificados de la siguiente manera:

Aglifas: En este grupo se encuentran las serpientes que carecen de colmillos inoculadores
de veneno. En esta categoria se incluyen la mayoria de las serpientes, incluso las mas

primitivas como las boas y las anacondas.

Opistoglifas: Aqui se encuentran clasificadas las serpientes como los colubridos, que tienen

un colmillo pequefio inoculador de veneno en la parte posterior de su maxila.

Proteroglifas: Los individuos de este grupo poseen colmillos de veneno que se encuentran

en la parte anterior del maxilar, son fijos y estan recubiertos por una membrana que se

-5-
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conecta con la glandula venenosa, facilitando la inoculacion del veneno o el lanzamiento de
este a un punto dirigido, como son los ojos de sus presas. Dentro de este grupo
encontramos a miembros de la familia Elapidae, como las serpientes de coral, cobras,

mambas y serpientes marinas, entre otras.

Solenoglifas: Se caracterizan por poseer un colmillo grande que puede alcanzar hasta los 4
cm. Se encuentra en la parte anterior del maxilar superior y posee un canal interno
conectado directamente a la glandula de veneno. Estos colmillos son moviles, al rotar el
maxilar forman un angulo de 90° en el momento del ataque. En este grupo se encuentran

los miembros de la familia Viperidae, como las serpientes de cascabel.

e b)
c) _ d)
Figura 1

Clasificacion de las serpientes en base al tipo de dentadura.
a) Aglifas, b) Opistoglifas, ¢) Proteoglifas y d) Solenoglifas. (Fuente: Tay, 2002)

En estos Ultimos dos grupos se encuentran las serpientes de mayor riesgo para el
hombre. Actualmente hay descritas cerca de 3000 especies en todo el mundo, de las cuales,
aproximadamente el 80% de las especies no son venenosas (Pineda, 2002; Tay et al., 2002;
Lee, 2002).
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En el continente Americano, las serpientes responsables del mayor nimero de casos
de envenenamiento en humanos provienen de la familia Viperidae. Sin embargo, la familia
Elapidae, aunque representa un porcentaje mucho menor, es de importancia clinica, debido

a que posee venenos altamente toxicos (de Roodt, 2004).

1.3. Generalidades de las serpientes de coral

Las serpientes de coral o coralillos, provienen de la familia Elapidae. En el
continente Americano, estan representadas por los géneros Micrurus, Leptomicrurus y
Micruroides, y se distribuyen en gran parte de este, por lo que también se conocen como
Eldpidos del nuevo mundo (Roze, 1996; Campbell y Lamar, 2004). Estas se pueden
encontrar desde el sureste y suroeste de los Estados Unidos, a través de México, Centro

América y la mayor parte de Sur Ameérica, llegando hasta el centro de Argentina.

Sus hébitats son muy variados, puesto que van desde las partes bajas de los bosques
lluviosos y desiertos hasta las partes altas de los bosques nebulosos. Se pueden encontrar
desde regiones que van desde el nivel del mar hasta 3,000 m de altura. Su tamafio es muy
variado, encontrandose especies inferiores a los 50 cm de longitud y otras que pueden
exceder los 150 cm (Roze, 1996; Campbell y Lamar, 2004).

La mayoria de las serpientes de coral tienen un patréon de colores basado en la
combinacion del rojo, amarillo y negro, que generalmente se encuentran dispuestos en
anillos a lo largo del cuerpo, sin embargo, la combinacién puede ser Gnicamente entre el
negro y algun otro color (rojo, amarillo o blanco). Son animales con colmillos de tipo
proteroglifo, que se caracterizan por ser acanalados, rectos y fijos en la parte frontal del
hocico. Su alimentacién estd compuesta principalmente por pequefias serpientes, lagartijas,

cecilidos y anfisbénidos (Roze, 1996; Campbell y Lamar, 2004).

La importancia médica de los casos de envenenamientos radica en la neurotoxicidad
de su veneno, que puede resultar en una paralisis respiratoria en la victima (Rosso et al.,
1996; Roze, 1996, de Roodt et al., 2004; Campbell y Lamar, 2004).
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1.4. Caracteristicas del veneno de las serpientes de coral

Los venenos de serpientes son una mezcla heterogénea de compuestos,
principalmente de tipo proteico, que pueden causar efectos nocivos en las funciones
bioldgicas de otros organismos. Aunque su funcion principal es matar o inmovilizar a sus
presas 0 enemigos, el efecto del veneno puede estar determinado por varios factores, tales
como: el tipo de presa, la temporada, la localizacion geogréafica, la edad de la especie, la
cantidad de veneno inyectada, el tamafio de la presa y el area anatomica donde se ha
Ilevado a cabo la mordedura (Roze, 1996; Chippaux et al., 1991).

Los Elépidos, incluyendo las serpientes de coral, presentan un veneno que posee
actividades principalmente neurotdxicas (pre/post sinapticas), sin embargo, también se le
han adjudicado una gama de otras actividades como: cardiotoxicas, mioliticas, coagulantes
(anticoagulantes), hemostaticas (activando o inhibiendo), hemorragicas, nefro o

hepatotoxicas (Chippaux et al., 1991).

El veneno de las serpientes de coral es un liquido viscoso y amarillento que
contiene sustancias enzimaticas y no enzimaticas (Roze, 1996). Dentro de los componentes
enzimaticos se encuentran: la fosfolipasa A2 (PLA2), responsable de la hidrolisis y catalisis
de lipidos, por lo que puede actuar como “factor propagador”, facilitando el paso del
veneno; la hialuronidasa, que también actua facilitando la propagacion del veneno, debido a
que lleva a cabo la destruccion de barreras tisulares; la L-aminoacidooxidasa, que actta
principalmente sobre los L-aminoacidos convirtiéndolos en cetoacidos y H,O, (Ledo et al.,
2009); las fosfatasas, tales como la fosfodiesterasa y la acetilcolinesterasa, que han sido
reportadas en el veneno de M. fulvius (Kocholaty et al., 1971; Kumar et al., 1973), estas
enzimas estan involucradas en la hidrolisis de polinuclettidos y en la inhibicion de la

acetilcolinesterasa, respectivamente.

Tambieén se pueden encontrar un gran nimero de otros complejos proteinicos no
enzimaticos con pesos moleculares que varian en un intervalo entre 2,000 a mas de 12,000
Da, donde se incluyen neurotoxinas presinapticas, postsinapticas y cardiotoxinas. Ademas

de los componentes proteinicos, los venenos de las serpientes de coral contienen otro tipo
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de compuestos, tales como: algunos lipidos, carbohidratos, rivoflavina y algunas sales

metalicas de zinc, calcio, potasio y magnesio (Campbell y Lamar, 2004; Roze, 1996).

En general, los componentes de mayor importancia clinica, dentro de estos venenos,
son las a-neurotoxinas, que actlan a nivel postsinaptico en la placa neuromuscular y las
fosfolipasas de tipo A2 (PLA2) que pueden presentar neurotoxicidad a nivel presinaptico,
por lo que también se les conoce como B-neurotdxinas (Vital Brazil, 1987; Ledo et al.,
2009).

Las neurotoxinas son proteinas que interfieren con la sefializacion neural. Estas
proteinas se encuentran altamente representadas en los venenos de los géneros Naja,
Dendroapsis, Haemachatus, Bungarus y Micrurus. En base a su modo de accion, las
neurotoxinas pueden dividirse en presinapticas y postsinapticas. Las mas estudiadas y
mayormente representadas, son las a-neurotoxinas que inhiben la transmision de los
estimulos nerviosos en la membrana postsinaptica de la placa neuromuscular, bloqueando
los receptores colinérgicos (Oliveira et al., 2000; Roze, 1996). Las a-neurotoxinas
presentes en los venenos de coralillos, son polipéptidos no enzimaticos y provienen de la
gran familia de las toxinas de tres dedos (3FTX). Los miembros de esta familia contienen
de 60-74 residuos de aminoacidos y son ricos en enlaces disulfuro, donde, cuatro de ellos se
conservan en todos los miembros de la familia, por lo que presentan un patrén de
plegamiento similar, que consiste en la formacion de tres loops que asemejan a tres dedos
(Fry et al., 2003; Ledo et al., 2009).

Las PLA, presentes en los venenos de Elapidos son enzimas con un peso molecular
entre 13 y 15 kDa. Son proteinas que tienen la actividad de hidrolizar el enlace éster en la
posicion sn-2 de los glicerofosfolipidos, dando como resultado un lisofosfolipido y un
acido graso (Rodriguez, et al., 2002). Debido a que llevan a cabo la catalisis de lipidos,
tienen una amplia gama de acciones toxicas, causando dafio principalmente a nivel de
membranas. Asi también, estas proteinas estan relacionadas con la inhibicion de la
coagulacién sanguinea y pueden provocar neurotoxicidad (B-bungarotoxina de Bungarus
multicinctus, taipoxina de Oxyuranus scutellatus scutellatus, crotoxina de Crotalus durissus
terrificus, notexina de Notechis scutatus scutatus y ammodytoxina de Vipera ammodytes
ammodytes), lo cual depende del tipo de fosfolipasa A, (PLA;) (Dal Belo et al., 2005;
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Roze, 1996). En los venenos de coralillos, el efecto mas importante ocasionado por estas
enzimas es la B-neurotoxicidad, la cual esta relacionada con la alteracion de la
neurotransmision a nivel presinéptico, inhibiendo la liberacion de acetilcolina producida
por impulsos nerviosos y posteriormente incrementando la liberacion espontanea de esta
(Vital, 1987). Sin embargo, se ha reportado la existencia de PLA, con efectos directos

sobre el musculo esquéletico y cardiaco (Vital, 1987; Moraes et al., 2003).

Recientemente, se han realizado anélisis transcriptomicos de glandulas de veneno de
algunas especies del género Micrurus, como M. corallinus y M. nigrocinctus, donde se ha
observado que las principales clases de componentes son las neurotoxinas de la familia de
tres dedos (3FTx) y las fosfolipasas A, (PLA;) (Ledo et al., 2009; Fernandez et al., 2011).
También se encontrd que los componentes postsindpticos (3FTX) son muy diversos en
secuencias, mientras que los componentes presinapticos (PLA;) son méas conservados (Leédo
et al., 2009). La alta expresion de ambos tipos de toxinas concuerda con las actividades pre
y post sinapticas que se han descrito en los venenos de las especies que constituyen este
género (Vital Brazil, 1987).

I.5. Caracteristicas generales de M. tener, M. fulvius y M. nigrocinctus.

Dentro de la familia Elapidae, el género representativo en abundancia y diversidad
dentro del continente Americano es Micrurus, que deriva del griego mikros que significa
“pequefio” y oura que significa “cola”, lo cual hace referencia a su cola pequefa. Este
género, es actualmente reconocido por contener aproximadamente 70 especies (Campbell y
Lamar, 2004). Algunas de las especies de importancia clinica en Estados Unidos y México

son: M. tener, M. fulvius y M. nigrocinctus.

Los estudios bioguimicos sobre los venenos de las especies de Micrurus son
escasos, debido a las dificultades que existen en la correcta identificacion de las especies, la
extraccion del veneno y el mantenimiento de los animales en cautiverio. Sin embargo, hay
estudios en los cuales se ha observado variaciones en su composicién, relacionadas con la

distribucion geografica, edad, género y dieta (Tanaka, 2010); por lo cual, existe variedad
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en cuanto a la manifestacion de efectos locales y sistémicos en los envenenamientos

causados por serpientes de coral.

1.5.1. Micrurus tener:

Su nombre deriva del latin que significa “delicado”, en referencia a las

caracteristicas delicadas y elegantes en el comportamiento de esta especie.

Se distribuyen principalmente en Estados Unidos. Se encuentra en el suroeste de
Arkansas, al oeste, en dos terceras partes de Louisiana, y a través del este, centro y sur de
Texas. En México, se ha descrito su presencia en las bajas, moderadas e intermedias
elevaciones del estado de Morelos, hacia el norte a través de las montafias y el altiplano de

Hidalgo, Querétaro, este de Guanajuato y San Luis Potosi, y al sur de Tamaulipas (Figura
2).

En Estados Unidos, las especies se encuentran principalmente en elevaciones bajas,
desde cerca del nivel del mar hasta aproximadamente 500 m.s.n.m., pero en Meéxico la
distribucion vertical excede cerca de los 2000 m.s.n.m. Su tamafio puede exceder hasta el

metro de longitud, pero principalmente se encuentra alrededor de los 80 cm (Campbell y
Lamar, 2004).

)
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1.5.2 Micrurus fulvius:

Su nombre deriva del latin fulvius, que significa “leonado” ¢ “amarillo rojizo”. Esta
especie se distribuye principalmente en el sureste de los Estados Unidos, en parte del estado
de Carolina del Norte; hacia el sur, a través de Carolina del Sur y la peninsula de Florida; al
oeste, a través del sur de Georgia, Alabama, Mississippi y al sureste de Louisiana (Figura

2). La distribucién vertical va desde el nivel del mar hasta unos 400 m.s.n.m.

El tamafio de esta especie se encuentra generalmente por debajo de los 80 cm, sin
embargo se han reportado ejemplares de hasta mas de un metro de longitud. El patrén de
colores consiste en anillos negros, amarillos y rojos, el hocico es totalmente negro,
incluyendo internasales, prefrontales, supraoculares, nasales, preoculares y la porcion

anterior de los parietales (Campbell y Lamar, 2004).

La especie de M. fulvius ha sido comunmente considerada como conespecifica de
M. tener, sin embargo, Roze en 1996 sefial6 que no se encuentran distribuidas en el mismo
espacio geografico, ya que se encuentran divididas por una amplia zona, de
aproximadamente 100 Km de ancho, a lo largo del valle del Mississippi, de hecho, este ha
sido considerado como la linea divisora, geograficamente hablando, de ambas especies.
Ademas, se han encontrado importantes diferencias en cuanto a la composicion protéica del

veneno entre estas dos especies (Stevan y Seligman, 1970).

1.5.3 Micrurus nigrocinctus:

Su nombre deriva del latin nigrum, que significa “negro” y cinctum, que significa
“cinturon”, en referencia a los anillos negros que se encuentran dentro de su patrén de

colores.

Esta especie se distribuye en la vertiente del Pacifico. En Meéxico se distribuye en
los estados de Oaxaca y Chiapas. Hacia el sudeste, se encuentra desde centro América,
excepto las partes altas, hasta el noroeste de Colombia; en Nicaragua y en las islas de San

José, San Miguel, Coibay Toboga y en Panama (Figura 3).
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La distribucion vertical en la mayoria de las regiones en las cuales se encuentra
distribuida esta especie, va desde cerca del nivel del mar hasta cerca de los 1300 m.s.n.m.,
aunque se ha reportado a esta especie hasta los 2000 m.s.n.m en Costa Rica (Campbell y
Lamar, 2004).

El tamafio de esta especie puede exceder a los 100 cm, sin embargo, la mayoria de
los adultos se encuentra entre 60-75 cm. Los colores de esta especie son anillos negro,

amarillo y rojo.

; Ve o :
Zunilensis XA , o« babaspul

)
3
coibensis” /l

Figura 3
Disribucién geografica de la especie M. nigrocinctus.

(Fuente: Campbell y Lamar, 2004).

1.6. Envenenamiento por Micrurus.

Los sintomas de envenenamiento generalmente se presentan durante las primeras 2-
6 horas despues de la mordida y, en algunas ocasiones, es necesario dejar transcurrir 48
horas para poder observar el efecto maximo. Mediante observaciones clinicas se ha
determinado que el veneno de Micrurus induce principalmente efectos neurotdxicos en

humanos, tal como ptosis palpebral, oftalmoplegia, parélisis de mandibula, de los muasculos
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de laringe y faringe, asi como paralisis del cuello y extremidades, ademas de debilidad
generalizada en los musculos. En los casos de envenenamiento severo, si no es aplicado un
tratamiento en corto tiempo con un antiveneno adecuado, el paciente puede morir debido a
la perdida de la fuerza muscular del diafragma que resulta en paralisis respiratoria y muerte
por asfixia (Moraes et al., 2003; Oliveira et al., 2000; Vital Brazil, 1987; Campbell y
Lamar, 2004).

En los ultimos 5 afios fueron reportados 70 casos anuales, en promedio,
relacionados con mordeduras de serpientes de coral en los Estados Unidos, con una
mortalidad de los envenenamientos no tratados de cerca del 10% (Sanchez et al., 2008). En
México no se conoce la incidencia pero aproximadamente se presentan entre 200-300 casos
anuales. Sin embargo, las estimaciones acerca de los envenenamientos por mordeduras de
serpientes, se encuentran comunmente subestimados, ya que la mayoria de las victimas
recurren a tratamientos tradicionales poco eficaces y pueden morir en sus casas sin ser
registrados (Theakston et al., 2003).

1.7. Produccion de antivenenos:

1.7.1. Generacion de la respuesta inmune humoral.

La respuesta inmune humoral se caracteriza por la activacion especifica de los
linfocitos B y su diferenciacién en células plasmaticas, las cuales son capaces de generar un
gran nuimero de moléculas de anticuerpos clonoespecificas. Los anticuerpos tienen la
capacidad de reconocer antigenos externos y potencialmente toxicos y activar los
mecanismos para su eliminacion (complemento, citotoxicidad mediada por anticuerpo,
neutralizacion). Cuando se lleva a cabo el primer contacto del antigeno con el organismo,
se produce la respuesta inmune, donde Unicamente las células con el receptor apropiado,
son capaces de unirse al antigeno. La union de las proteinas antigénicas junto con la
produccion de moléculas coestimuladoras derivadas de células T, llevan a las células B a
proliferar y a diferenciarse ya sea como células de memoria 0 como células plasmaticas,
productoras de anticuerpos. En un segundo contacto con el antigeno, la capacidad para

montar la respuesta esta determinada principalmente por la memoria inmunoldgica, que
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depende de la presencia de células B de memoria, por lo que esta segunda respuesta aparece

mas rapidamente y es mas eficiente (Gold y Defranco, 1994; Wingren, 2007).

Una vez que las células B maduras de la periferia entran en contacto con el
antigeno, viajan hacia los centros germinales que se encuentran en los foliculos linfoides de
los ganglios linfaticos, donde son seleccionadas las células productoras de anticuerpos con
mayor afinidad hacia el antigeno. Las células capaces de producir anticuerpos de alta
afinidad, estan destinadas a convertirse en células de memoria que podran diferenciarse en
células plasmaéticas productoras de anticuerpos en una estimulacién subsiguiente por el
antigeno (Wabl y Steinberg, 1996).

Después de una inmunizacion, especialmente después de inmunizaciones repetidas,
la afinidad de los anticuerpos en el suero aumenta dramaticamente con el tiempo: son
posibles mejoras en tres y hasta cuatro 6rdenes de magnitud. Este incremento en la calidad
de anticuerpos en el suero centrada hacia a la respuesta inmune de un antigeno en

particular, se le llama maduracion de la afinidad (Wabl y Steinberg, 1996).

En 1887, Henry Sewall demostr6 que la inmunizacion de palomas con
inoculaciones repetidas de dosis cada vez méas grandes de veneno de serpientes de cascabel,
producia resistencia de las palomas para soportar hasta 6 veces la dosis letal del veneno,

gracias a la inmunidad desarrollada (Sewall, 1887).

En la actualidad, con la finalidad de promover una respuesta inmune mas eficiente,
son empleados adyuvantes en las mezclas de inmunizacion. Los adyuvantes son sustancias
que administradas simultaneamente con el antigeno, potencian la respuesta inmune. Al
emplearlos, se pueden usar menores cantidades de antigeno y la respuesta de anticuerpos

deseada puede ser alcanzada en menor tiempo (Morris et al., 1999).

Los mas empleados son el adyuvante completo de Freund (CFA), el adyuvante

incompleto de Freund (IFA) y el hidroxido de aluminio.

El IFA y CFA, son sustancias a base de aceites minerales, que al ser mezcladas con
un antigeno en solucion acuosa forman una emulsion, lo cual permite una lenta liberacion

de los antigenos con menor riesgo para el animal inmunizado. Ademas, provocan una
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inflamacion en el sitio de inoculacién que promueve la llegada de células dendriticas vy
macrofagos, las cuales son responsables de la captacion y presentacion de antigenos a los
linfocitos (Morris, 1999; Aguilar, 2007; Lalloo y Theakston, 2003). EI CFA contiene
extracto de mycobacterias y por tanto presentan un nivel importante de lipopolisacaridos
(componentes de su pared celular), ello favorece la activacion de macrofagos, liberacion de

citocinas pro-inflamatorias y la subsecuente activacion de linfocitos T

Los adyuvantes que contienen sales de aluminio (principalmente hidroxido y fosfato
de aluminio), forman una suspension con el antigeno y lo adsorben sobre su superficie. Se
sabe que este tipo de adyuvantes también activan células dendriticas, monocitos y
macrofagos, que a su vez, incrementan la liberacién de moléculas de adhesion y co-
estimuladoras. Estos eventos median el reclutamiento de células inflamatorias y son

cruciales para estimular la respuesta inmune (Aimaniada, 2009).

En 1993, Kevi Ratanabanangkoon reporté que la respuesta inmunolégica mejora
cuando se administra el inmundgeno empleando adyuvante completo de Freund. Mas tarde,
se demostro que si la inmunizacion se lleva a cabo por via intradérmica, en multiples sitios
de administracion, es posible disminuir los efectos inflamatorios locales, ademas al
aumentar la superficie de contacto entre el antigeno y el area anatomica del animal
inmunizado se puede alcanzar una mayor respuesta por parte del organismo y, una mayor

produccién de anticuerpos (Theakston et al., 2003 y Chotwiwatthanakun et al., 2001).

Existen estudios que revelan que en algunos casos es el adyuvante y no el
inmunogeno per se, el que limita la respuesta de anticuerpos, por lo que el empleo de éstos
puede dar como resultado un incremento de la cantidad de anticuerpos obtenidos, utilizando

menores cantidades de veneno (Sunthornandh y Ratanabanangkoon, 1993).
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1.7.2. Produccién de antivenenos.

A mas de un siglo de que Bertrand, Phisalix y Fraser reportaran las propiedades
antitoxicas de la sangre de animales inmunizados con venenos de serpientes, los
antivenenos producidos en animales contintan siendo el pilar en el tratamiento de los casos

de envenenamiento (Phisalix y Bertrand, 1894a; Phisalix y Bertrand, 1894b; Fraser, 1895).

Albert Calmette, en 1898, prepar6 el primer antiveneno comercial producido en
equinos, contra el veneno de cobra para su uso en Vietnam (fue el primer suero usado como
antiveneno en humanos para tratamiento); por lo que es reconocido por introducir el uso de
la sero-terapia para tratar los casos de envenenamientos. Mas tarde, en 1911, Vital Brazil
llevé a cabo una produccién a gran escala de antivenenos en Brasil, aunque actualmente su

elaboracion se realiza en diferentes paises (Lalloo y Theakston, 2003).

La principal produccién de antivenenos comerciales, se ha llevado a cabo
tradicionalmente en caballos, porque son empleados para la produccién de antivenenos
debido a que son animales ddciles, se pueden obtener grandes cantidades de suero/plasma,
son capaces de tolerar grandes dosis de veneno y desarrollar buenas cantidades de

anticuerpos neutralizantes (Lalloo y Theakston, 2003).

Los primeros antivenenos consistian en suero equino crudo, pero con el tiempo, se
han optimizando los procesos de produccién. En 1939, Pope introdujo el uso de sulfato de
amonio para precipitar la fraccion IgG del suero (Pope, 1939). Modificaciones
subsecuentes incluyeron la digestion de las IgG con pepsina, que remueve el fragmento Fc
de la molécula de 1gG, dando como resultado la obtencion de fragmentos F(ab”), y, mas
recientemente, con papaina para producir fragmentos Fab. También, se han implementado
estrategias como el uso de métodos de purificacion por afinidad para remover los
anticuerpos no especificos y la estabilizacion con é&cido caprilico para precipitar las
proteinas que no pertenecen a las IgG. Estos procedimientos reducen la probabilidad de

reacciones anafilacticas (Theakston, 2003).

En la actualidad, la gran mayoria de los antivenenos son producidos de acuerdo a
los mismos principios, en donde un animal, mas comunmente, un caballo, es inoculado por

via parenteral (Angulo, 1997) a lo largo de varios meses con dosis crecientes de veneno de
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una sola especie (para producir un suero monovalente) o con una mezcla de venenos de
varias especies (para producir sueros polivalentes). Las inmunizaciones sucesivas producen
un aumento progresivo de anticuerpos neutralizantes (IgG) en el animal. (Lalloo y
Theakston, 2003).

Para realizar las inmunizaciones, es importante usar venenos provenientes de varios
individuos de la misma especie, representando diferentes edades y diferentes origenes
geogréficos, con la finalidad de obtener un antiveneno que tenga la maxima eficacia contra

envenenamientos causados por dicha especie (Vonk et al., 2011).

Los antivenenos monovalentes pueden mostrar considerable potencia para
neutralizar un veneno, pero estan limitados sélo a una especie de animal venenoso, aunque
puede mostrar reactividad cruzada hacia venenos de algunas especies muy cercanamente
relacionadas. Por su parte, los antivenenos polivalentes pueden ser producidos usando
venenos de un grupo de especies de animales venenosos, lo cual hace mas amplio su
espectro de accion, disminuyendo la importancia de la identificacion de la especie
responsable del envenenamiento. Sin embargo, existe cierta controversia sobre la
importancia de los antivenenos polivalentes. La mayoria de los reportes sugieren que las
preparaciones polivalentes presentan menor potencia, mientras que otros indican un efecto

sinérgico cuando una mezcla de venenos es usada como inmundgeno (Chippaux, 1997).
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II. ANTECEDENTES

El primer suero antielapidico americano fue elaborado por Oswaldo Vital-Brazil a
partir de la inmunizacién de caballos con venenos de las especies M. frontalis y M.
corallinus (Rawat et al., 1994). El estudio de estos venenos y produccién de antivenenos ha
continuado en importantes centros de investigacién como el Instituto Butantan en Brasil, el
Instituto de Biotecnologia de la UNAM en México y el Instituto Clodomiro Picado en
Costa Rica. Estas investigaciones han revelado que antivenenos producidos contra una
especie en particular son capaces de reconocer a otras especies, fenémeno conocido como
reactividad cruzada (Cohen et al 1968; Bolafios et al., 1978; de Roodt et al., 2004).

Aunque varios antivenenos son producidos por diferentes laboratorios, éstos no
siempre se encuentran disponibles para el tratamiento del paciente intoxicado, incluso para
el uso en el mismo pais de produccién. S6lo unos pocos laboratorios producen antivenenos
especificos para serpientes de coral, y a pesar de la reactividad cruzada encontrada en los

venenos de algunas especies de este género, el tratamiento no siempre es efectivo.

Bolafios y colaboradores, en 1978, desarrollaron un antiveneno contra los venenos
de las especies M. nigrocinctus, M. mipartitus y M. frontali. Este antiveneno también fue
capaz de reconocer y neutralizar los venenos de M. fulvius, M. alleni, M. carnicauda, M.
corallinus, M. frontalis, M. lemniscatus, M. mipartitus, M. nigrocinctus y M. spixii. Estos
resultados muestran que algunos componentes toxicos comparten cierta similitud
inmunoquimica entre las diferentes especies, al menos a nivel de epitopes neutralizantes
(Bolafios et al., 1978).

Debido a la alta toxicidad del veneno de las especies de Micrurus, durante varios
afios, algunos grupos de investigacion se han dedicado al estudio y caracterizacion de
venenos y antivenenos de diferentes especies de este género. En 1990, Gutiérrez y
colaboradores, reportaron la capacidad neutralizante de un antiveneno equino monovalente
producido en Costa Rica, contra el veneno de M. nigrocintus. Este estudio mostré una
neutralizacion efectiva de la letalidad, miotoxicidad y actividad de la fosfolipasa A,.

también se report6 que cuando el antiveneno es administrado por via intravenosa se logra la
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neutralizacién de la letalidad del veneno, a diferencia de la administracion intramuscular,

en la cual no se neutraliza dicho efecto.

En México, el Unico antiveneno especifico contra serpientes de coral se
comercializa con el nombre de Coralmyn® y es producido por el Instituto Bioclon S.A. de
C.V. Este antiveneno es elaborado mediante la inmunizacion en caballos con el veneno de
M. nigrocinctus y la posterior purificacion de los fragmentos F(ab’), de las
inmunoglobulinas. Se ha demostrado la eficacia clinica de este antiveneno en varias
ocasiones, aunque en la mayoria de los casos se desconoce la identidad de la serpiente
involucrada. Sin embargo, este antiveneno muestra baja actividad, en el laboratorio, contra

algunas especies como M. tener (Carbajal, 2004).

En el 2004 se realiz6 una evaluacion de 2 antivenenos terapéuticos contra 4 venenos
de diferentes especies: M. surinamesis y M. pyrrhocryptus (Suramérica), M. nigrocinctus
(Centro América) y M. fulvius (Norte América). Los antivenenos evaluados fueron el suero
anti-Micrurus (del Instituto Nacional de Produccion de Bioldgicos-A.N.L.LS. “Dr. Carlos
G. Malbran” Buenos Aires, Argentina) y el antiveneno Coralmyn® (del Instituto Bioclon,
México DF). Al final de este estudio, se encontré que Coralmyn fue efectivo contra M.
nigrocinctus y M. fulvius, pero no neutralizo a las especies de Suramérica. Por otro lado el
suero anti-Micrurus neutralizd las especies de Suramérica pero presentd baja actividad
contra M. fulvius y M. nigrocinctus. Esto llevo a la conclusién de que los antivenenos
pueden ser utilizados para tratar el envenenamiento de algunas especies pero es necesaria
su evaluacion cuidadosa en su uso contra venenos de otras especies de diferente region (de
Roodt et al., 2004).

El estudio de las caracteristicas bioquimicas de los venenos de coralillos asi como el
desarrollo de antivenenos eficaces y de amplio espectro han progresado muy lentamente
debido a diversos factores, entre los que destacan: la gran complejidad en la captura y el
mantenimiento en cautiverio de estas serpientes y la baja cantidad de veneno que es posible
obtener en cada ordefia (Carbajal, 2004). Por lo que es importante considerar las
dificultades para la obtencion de venenos de las serpientes de coral y por tanto la
produccion de antiveneno. Ademaés, considerando que es dificil la identificacion de las

especies involucradas en los casos de envenenamientos, es necesario el desarrollo de un
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antiveneno polivalente para tratar los casos de envenenamiento por mordeduras de

serpientes de coral de diferentes regiones (de Roodt et al., 2004).

En los Estados Unidos, la compafiia farmacéutica Wyeth se ocup6 de la produccién
de un antiveneno para serpientes de coral en America del Norte denominado NACSA
(North American Coral Snake Antivenom). Antes de la introduccion de este antiveneno en
el afio 1967, el porcentaje de casos fatales se encontraba alrededor del 10% (debido a fallas
respiratorias o cardiovasculares). Sin embargo, Wyeth detuvo la produccién de este
antiveneno en octubre del afio 2008, por lo que ya no se encontrara disponible a partir del
2012 en dicho pais, por todo esto, es de interés la evaluacion y mejoramiento de otros
antivenenos alternativos que ayuden en el tratamiento de envenenamientos por serpientes
de coral en los Estados Unidos (Sanchez et al., 2008).
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I11. JUSTIFICACION

El envenenamiento por mordeduras de serpientes de coral, es un problema de salud
publica por su letalidad, debido a la neurotéxicidad que producen. NACSA, el antiveneno
de origen equino producido en Estados Unidos para tratar envenenamientos por especies de
importancia clinica en esa region, detuvo su produccion en octubre del 2008. En este
sentido, es importante mejorar la calidad y potencia de antivenenos como Coralmyn®, que
puedan satisfacer las necesidades de salud, ampliando e incrementando la actividad contra
otras especies como M. tener y M. fulvius, de importancia clinica en Estados Unidos y
Meéxico. Por esta razon, resulta fundamental caracterizar la respuesta inmune humoral, en
términos de potencia neutralizante, de caballos empleados en la produccion de este tipo de

antivenenos.

IV. HIPOTESIS

Debido a que diferentes venenos de especies del mismo género mantienen
similitudes en cuanto a los componentes responsables de los efectos toxicos, los
anticuerpos producidos en el suero equino mediante la inmunizacién con veneno de M.
tener, seran capaces de reconocer y neutralizar a componentes que intervienen en la
letalidad del veneno de M. tener y de otras especies de México y de Estados Unidos del

mismo género.
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V. OBJETIVOS

General:

= Caracterizar la respuesta inmune en caballos inmunizados con veneno de

Micrurus tener.

Particulares:

= Llevar a cabo la hiper-inmunizacién intradérmica y subcutanea del veneno de

Micrurus tener en 3 caballos.

= Determinar los titulos de anticuerpos hacia el veneno completo de M. tener en
diferentes sueros tomados a lo largo del esquema de inmunizacion y por cada

caballo.

= Determinar in vitro el reconocimiento de antisueros hacia diferentes fracciones o

toxinas selectas del veneno.

= Determinar los titulos de anticuerpos del suero anti-M. tener contra otras

especies del mismo género

= Evaluar la potencia neutralizante especifica y para-especifica in vivo del suero

monovalente anti-M. tener.

= Determinar si caballos previamente inmunizados con veneno de M. tener pueden
modificar y mejorar la respuesta inmune humoral, llevando a cabo la produccion
de un antisuero trivalente mediante inmunizaciones con venenos de las especies

M. tener, M. fulvius y M. nigrocinctus.

= Realizar evaluaciones mediante ensayos in vitro (determinacién de los titulos de
anticuerpos a lo largo del esquema de inmunizacién) e in vivo (determinacién de
la potencia neutralizante hacia los venenos empleados) en los antisueros

troivalentes.
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VI. METODOLOGIA

V1.1 Preparacion de soluciones de veneno y cuantificacion de proteina.

Los venenos empleados en este trabajo fueron proporcionados en forma
liofilizada por el banco de venenos del Instituto Bioclon, México D.F., y provienen del
Natural Toxins Research Center (NTRC). Todos los venenos corresponden a un “pool”

de varios individuos.

Cada una de las diferentes soluciones de veneno usadas a lo largo de este
proyecto, fue preparada a una concentracion de 5 mg/mL, en base a su peso seco. La
cuantificacion de proteina, para cada una de las diferentes preparaciones se llevd a cabo
por dos métodos: absorbancia a 280 nm (Azgo) Y acido bicinconinico (BCA). Esto con la
finalidad de determinar la relacién que existe entre los resultados obtenidos por cada

método y disminuir los errores experimentales.

VI1.1.1 Preparacion de soluciones de veneno.

El veneno liofilizado, fue pesado en una balanza analitica (Adventurer Ohaus) y
posteriormente disuelto en el volumen necesario de PBS (8g NaCl, 0.2g KCI, 1.44g de
Na;HPO, y 0.24g de KH,PO, en 1 L de agua destilada a un pH de 7.4) bajo agitacién
suave y continua a una temperatura de 4°C, para quedar a una concentracion final de 5

mg/mL.

En cada preparacion fue determinada la concentracion de proteina por Azgo Y
BCA. Finalmente, se hicieron alicuotas de 250 pl que fueron almacenadas

aproximadamente a -20°C.
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V1.1.2 Determinacién de proteina por el método del &cido bicinconinico (BCA).

El 4cido bicinconinico’, es un reactivo estable en su forma de sal de sodio,
sensible y especifico para el i6n Cu*’. La estructura macromolecular de la proteina a
evaluar y los aminoacidos (cisteina, cistina, triptéfano y tirosina) son responsables de
una reaccion colorimétrica, puesto que la proteina reacciona con el ion Cu*® en medio
alcalino produciendo iones cuprosos Cu*, los cudles, al formar complejos con el BCA,

generan una coloracion parpura con un maximo de absorcién de 570 nm.

VI.1.2.1. Preparacion de la mezcla de reactivos para BCA.

La mezcla de reaccion para BCA fue preparada a partir de un kit comercial de la
marca Pierce®. El procedimiento consistio en realizar una mezcla en una relacion 1:50
de los dos reactivos contenidos en el kit. Uno de los reactivos, el que es colocado en
menor proporcion, consiste en una solucion que contiene 4% de sulfato cuprico
pentahidratado y sirve como fuente de iones Cu?*. El otro reactivo consiste en una
mezcla de varios compuestos: BCA , carbonato de sodio, bicarbonato de sodio y tartrato
de sodio, en medio alcalino (NaOH 0.1 N).

V.1.2.2. Preparacion de la curva estandar y muestras de veneno a evaluar.

Curva estandar: La curva estandar fue preparada a partir de diferentes soluciones de
albamina sérica bovina a diferentes concentraciones: 20, 40, 80, 160 y 320 pg/ml, en
PBS. En una placa para BCA marca Falcon, se colocaron 25 pL de cada una de las
soluciones de albimina y posteriormente se adicionaron 200 UL a cada pozo de la

mezcla de reactivos para BCA.

Cu*

v
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Muestras de veneno: A partir de la soluciéon de veneno a una concentracion 5 mg/ml
(concentracion determinada por peso), se realizd una dilucion 1:100 en PBS.
Posteriormente fueron colocados 25 uL de esta dilucién de veneno méas 200 pL de la
mezcla de reactivos para BCA en un pozo de la placa. Como control negativo se usd
una solucidn de PBS sin proteina. Cada una de las muestras fue evaluada por duplicado.

La placa con las muestras de veneno y la curva estandar fue incubada a 37°C
durante 2 h. Finalmente, se registro la absorbancia a 570nm en un lector Tecan, de la

linea Sunrise.

La curva estandar fue elaborada graficando la concentracion de albimina contra
la absorbancia. La absorbancia de los venenos fue interpolada en la curva estandar para

asi determinar la concentracion de proteina en la solucion de veneno.

V1.1.3 Determinacién de proteina por absorbancia a 280nm:

La mayoria de proteinas presenta un maximo de absorbancia a 280 nm, debido a

la presencia de aminoacidos aromaticos (tirosina, triptofano y fenilalanina).

El método consiste en medir la absorbancia de proteina a una longitud de onda
de 280 nm en una celda de cuarzo de 1cm de longitud (Marca Beckman), las mediciones
fueron realizadas en un espectrofotometro (Eppendorf, Biophotometer). La
concentracion de la solucion de veneno fue determinada asumiendo que 1 unidad de
absorbancia (UA) corresponde a una concentracion de proteina en el veneno de 1
mg/mL.

V1.2 Produccion de antisueros de origen equino.

V1.2.1 Produccion del antisuero monovalente contra el veneno de la especie M. tener.

La obtencion de suero monovalente contra el veneno de la serpiente de coral M.
tener, se llevé a cabo mediante la hiperinmunizacion de tres caballos, designados con
los numeros 1, 2 y 3. La hiperinmunizacién puede ser definida como la exposicion
repetida a un antigeno, con la finalidad de lograr un estado aumentado de inmunidad

(Murphy et al., 2008).
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Al inicio de este proyecto se establecié un mismo esquema de inmunizacion para
los tres caballos, pero debido a causas ajenas al desarrollo de esta tesis, uno de los
animales experimentales fallecio, por lo que fue sustituido por un nuevo caballo
(denominado como 2), al cual se le diseid6 un nuevo y diferente esquema de
inmunizacion. De este modo, los caballos 1 y 3 fueron inmunizados de acuerdo al
esquema que se muestra en la Tabla 2 y el caballo 2 de acuerdo al esquema que se

muestra en la Tabla 3.

Tabla 2

Esquema de inmunizacién con veneno de M. tener empleado en la produccion de sueros
monovalentes en los caballos 1y 3.

Cantidad de veneno y adyuvantes empleados (para mas detalle, ver anexo A).

Dia No. inmunizacion  Sangria  Veneno (ug) Adyuvante

0 1 1 3.3 CFA
7 2 6.7 CFA

14 3 13.3 IFA
21 4 26.7 ALUM
28 5 53.3 IFA
35 6 106.7 ALUM
42 7 2 166.7 IFA
56 8 166.7 ALUM
70 9 3 166.7 IFA
84 10 250.0 ALUM
98 11 4 250.0 IFA

112 12 5 250.0 ALUM

126 13 6 333.3 IFA

140 14 333.3 ALUM

154 15 7 1000.0

161 8

168 16 9 1000.0

175 10

182 17 11 3000.0

189 12

196 18 13 3000.0

203 14

210 15

*CFA (Adyuvante completo de Freund)
*IFA (Adyuvante incompleto de Freund)
*ALUM (Hidroxido de aluminio (40 pg/mL) e hidréxido de magnesio (40 pg/mL )
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Tabla 3

Esquema de inmunizacién con veneno de M. tener empleado en la produccién de suero
monovalente en el caballo 2.

Cantidad de veneno y adyuvantes empleados.

Dia  No. inmunizacion  Sangria ~ Veneno (ug)  Adyuvante

0 1 1 10 CFA
7 2 20 IFA
14 3 2 40 ALUM

21 4 80 IFA
28 5 3 160 ALUM
35 6 320 IFA
42 7 4 500 ALUM
49 8 500 IFA
63 9 5 500 ALUM
70 10 6 1000

77 7

84 11 8 3000

91 9

98 10

*CFA (Adyuvante completo de Freund)
*IFA (Adyuvante incompleto de Freund)
*ALUM (Hidréxido de aluminio (40 pug/mL) e hidroxido de magnesio (40 pug/mL )

Para todos los caballos, la primera inmunizacion se llevd a cabo por via
intradérmica en multiples sitios (8 a 10) a lo largo del cuello del animal, las
inmunizaciones posteriores, fueron realizadas por via subcutanea en cuatro sitios

diferentes. Cada aplicacién fue realizada en un volumen total de 200-300 JL.

El veneno fue administrado en forma de emulsion, empleando adyuvante
completo de Freund (CFA) en las dos primeras inmunizaciones (salvo en el caballo 2,
donde solo fue una vez) y alternando adyuvante incompleto de Freund (IFA) e

hidroxido de aluminio (ALUM) en las inmunizaciones posteriores.

Las sangrias se llevaron a cabo mediante puncion de la vena yugular y la sangre
fue colectada en matraces. Posteriormente se dejé en reposo durante 1 hora
aproximadamente, para permitir la coagulacion y la retraccion del coagulo. Finalmente,
se procedio a centrifugar el suero y colectar el suero libre de células, mismo que fue
distribuido en diferentes tubos y almacenado aproximadamente a -20 °C para su uso

posterior en las pruebas in vitro e in vivo.
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Las pruebas in vitro corresponden a la determinacion de titulos de anticuerpos
mediante la técnica de ELISA (inmunoenzayo enzimaético). Las pruebas in vivo, nos
permitieron determinar la capacidad neutralizante (DEsg) especifica, hacia el veneno
homologo (M. tener) y para-especifica, hacia los venenos heter6logos (M. fulvius y M.

nigrocinctus).

VI1.2.2 Produccion de antisuero polivalente mediante inmunizacién con mezcla de
venenos de las especies M. tener (Mt), M. fulvius (Mf) y M. nigrocinctus (Mn).

Los tres caballos empleados en la produccion del antisuero monovalente contra
M. tener fueron, posteriormente inmunizados bajo un nuevo esquema (Tabla 4),
empleando mezclas de los venenos de Mt, Mf y Mn.
Tabla 4

Esquema de inmunizacion con venenos de M. tener, M. fulvius y M. nigrocinctus empleado en
la produccion de sueros trivalentes en los caballos 1, 2 y 3.

Dia Sangria No. Inm. Veneno para inmunizacion (Hg) Adyuvante
Mezcla Mt Mf Mn
0 1 1 166.7 83.3 83.3 IFA
14 2 2 333.3 166.7 166.7 ALUM
28 3 3 333.3 166.7 166.7 IFA
42 4 4 500 166.7 166.7 166.7 ALUM
56 5 5 1000 333.3 333.3 333.3
70 6 6 1000 333.3 333.3 333.3
77 7
84 8 7 1000 333.3 333.3 333.3
91 9
98 10
112 11
126 12
140 14
154 14
224 15 8 1500 750 750 -
231 16 9 1500 750 750 -
238 17
245 10 3000 1500 1500 -
252 18
259
273 19 11 3000 1500 1500 -
280

CFA (Adyuvante completo de Freund), IFA (Adyuvante incompleto de Freund) y ALUM (Hidrdxido de
aluminio (40 pg/mL) e hidréxido de magnesio (40 pg/mL)
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V1.3 Medicidn de titulos de anticuerpos mediante la técnica de ELISA.

El titulo de anticuerpos fue determinado por medios de ensayos
inmunoenziméaticos de tipo ELISA. Este tipo de ensayos permite detectar los
anticuerpos presentes en la fase liquida de la sangre, ya sea el suero o el plasma. Las
determinaciones se realizaron mediante diluciones seriadas, y el reciproco de la dilucién
en el punto al cual disminuye la union de los anticuerpos al antigeno que se encuentra
unido a la placa de ELISA, en un 50% del méximo, es considerado como “el titulo de
anticuerpos”. Mediante este ensayo se determiné el nivel de produccion de anticuerpos
generados como respuesta a las inmunizaciones y que son capaces de reconocer a

componentes presentes en los venenos de M. tener, M. fulvius y M. nigrocinctus.

El ensayo se llevo a cabo de la siguiente manera:

12 Etapa (Sensibilizado): Los pozos de la placa son llenados con 100 pL de una
solucion con veneno a una concentracion de 1 pg/mL, en buffer de sensibilizado (100
mM Carbonato-Bicarbonato pH 9.5), es decir, 100 ng de veneno/pozo. La Ultima
columna de la placa fue usada como blanco, por lo que s6lo se coloc6 buffer.

Finalmente, la placa se incub6 a 37 °C durante 2h.

2% Etapa (Bloqueo): Con la finalidad de bloquear los espacios sobre la superficie
de la placa a los cuales no se hubiesen pegado componentes del veneno, cada uno de los
pozos se llend con 200 pL de solucion de bloqueo (0.5% de gelatina y 0.2% Tween 20
en 50 mM Tris/HCI pH 8). Posteriormente, la placa fue incubada a 37°C durante 2h.

3% Etapa (Incubacién con el antisuero): En la primera columna de cada placa,
fueron colocados (por duplicado) 150 pL de las muestras de antisuero en una dilucion
1:30 en solucion de reaccion (50 mM Tris/HCI pH 8, 500 Mm NaCl, 1 mg de
gelatina/mL y 0.05% Tween 20). Los pozos restantes fueron llenados con 100 pL de
solucion de reaccion; posteriormente se hicieron diluciones seriadas en una relacion 1:3,
directamente sobre la placa, tomando 50 WL de la dilucion inicial 1:30 de los primeros
pozos, los cuales fueron depositados en los pozos de la segunda columna, se mezclaron
y se llevaron 50 pL a los pozos de la tercera columna y asi sucesivamente hasta la

columna 10. Finalmente se descartaron los ultimos 50 UL de la dilucion de antisuero.
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Los pozos de las columnas 11 y 12 correspondieron a los blancos. La placa con el suero
fue incubada durante 1h a 37° C.

48 Etapa (Anticuerpo conjugado): En este paso se emple6é un anticuerpo unido
covalentemente a una enzima que permite generar una sefial colorida al degradar un
sustrato, en este caso se utilizd un anticuerpo de conejo anti-IgG de caballo, acoplado a
fosfatasa alcalina (marca Rockland), en una diluciéon 1:2000 en solucién de reaccion,
llenando cada pozo con 100 pL e incubando la placa durante 1 h a una temperatura

promedio de 37° C.

52 Etapa (Revelado): Cada pozo se llend con 100uL de una solucién 1:100 de
PNPP (para-nitrofenilfosfato, Invitrogen) en buffer para PNPP (Invitrogen) 1:10 y agua
destilada. EI PNPP actGa como sustrato de la fosfatasa alcalina y da como resultado una
reaccion colorida. Finalmente, las absorbancias de las soluciones de cada pozo fueron
determinadas en un lector de ELISA (Tecan Sunrise) a una longitud de onda de 405 nm.

Con la finalidad de remover todo aquello que no reacciond dentro de los pozos,
entre cada uno de los pasos anteriormente descritos se llevé a cabo la adicion de 200 UL
de solucién de lavado (50 mM Tris/HCI pH8, 150 mM de NaCl y 0.05% Tween 20).

Los lavados se llevaron a cabo por triplicado.

V1.4 Determinacion de la DLsy de los venenos de M. tener, M. fulvius y M.
nigrocinctus.

La DLso se define como la dosis de veneno que produce la muerte de la mitad
del total de la poblacion de animales bajo experimentacién. Este parametro nos fue til

para conocer y comparar la toxicidad de los venenos empleados en este estudio

La determinacion de las DLsy de los venenos se llevo a cabo en ratones de la
cepa ICR-CD-1 con un peso entre 18-20 g y fueron utilizados grupos de 5 ratones. Para
cada grupo fueron empleadas diferentes cantidades de veneno en un volumen final de
500 pL de solucién salina, de acuerdo a las tablas que se muestran en el anexo C. La
administracion fue realizada por via intravenosa (i.v) en la cola del raton. Las lecturas
fueron tomadas a las 48 h después de la inyeccion del veneno, para registrar el
porcentaje de mortalidad. El analisis de los datos fue realizado por regresion no lineal a

través de una curva sigmoidea de dosis-respuesta usando el programa Graph Pad Prism
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4.03 (San Diego, CA) para encontrar la DLsg (cantidad de veneno que produce la muerte
del 50% de los animales tratados).

V1.5 Medicion de la potencia neutralizante de los antisueros.

La DEsg se define como la dosis de antisuero que mezclada con tres DLsp de
veneno es necesaria para que sobreviva la mitad de la poblacion de animales bajo

experimentacion.

Este valor se determin6 administrando por via intravenosa diferentes voliumenes
de suero pre-incubados, a 37°C por 30 min, con 3 DLsg del veneno correspondiente, en
un volumen total de 0.5 mL por ratén. En cada ensayo fueron empleados grupos de 5
ratones de la cepa ICR-CD-1, con un peso entre 18-20 g. La cantidad de animales vivos
y muertos fue tomada después de las 48 horas de haber realizado la administracién. Los
controles positivos consistieron en grupos de ratones inyectados con 3DLso del veneno
y los controles negativos Unicamente fueron administrados con el antisuero a probar.
Finalmente, el andlisis de los datos fue realizado graficando el % de animales vivos
como funcion del logaritmo del volumen de suero, utilizando regresion no lineal a
través de una curva sigmoidea de dosis-respuesta usando el programa Graph Pad Prism
4.03.

V1.6. Analisis estadistico.

Para el analisis estadistico se empled la prueba de ANOVA (analisis de
varianza). Este método permite comparar mediciones repetidas a partir de muestras
independientes, con un tamafio de muestra igual o diferente. Esta prueba es elegida
cuando el modelo experimental tiene tres 0 mas muestras independientes, y no permite
comparar valores individuales. El analisis fue llevado a cabo usando el programa Graph
Pad Prism 4.03.
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VII. RESULTADOS

V11.1 Cuantificacion de proteina en los venenos.

La determinacion de proteina fue relativamente semejante entre las diferentes
soluciones de veneno empleadas a lo largo de este trabajo (coeficientes de variacion
entre 3 y 10%), al comparar entre los métodos empleados: A,g Yy BCA (Tablas 5, 6 y
7). Ademé&s de permitir monitorear la uniformidad de las diferentes soluciones de
veneno, y disminuir los errores experimentales, la determinacién de proteina permitio
ajustar la concentracién: 5 mg de polvo equivalieron a 6-8 mg de proteina.

Tabla5
Concentracion de veneno de M. tener determinada en diferentes preparaciones.

Conc. de veneno de M.tener (mg/mL) determinado por:

Solucién de veneno | Peso seco | A280 nm | BCA
1 5.0 5.9 7.4

2 5.0 6.7 6.8

3 5.0 6.0 6.5
4 5.0 5.6 6.2
5 5.0 5.8 6.4
6 5.0 5.8 5.8
Promedio: 6.0 6.5
Coeficiente de variacion (%): 6.1 8.8
Tabla 6

Concentracion de veneno de M. fulvius determinada en diferentes preparaciones

Conc. de veneno de M.fulvius(mg/mL) determinado por:

Solucién de veneno | Peso seco | A280 nm | BCA
1 5.0 7.8 6.5

2 5.0 7.8 6.3

3 5.0 7.7 5.6
4 5.0 8.3 7.1
Promedio: 7.9 6.4
Coeficiente de variacion (%): 3.7 9.9
Tabla 7

Concentracion de veneno de M. nigrocinctus determinada en diferentes preparaciones

Conc. de veneno de M.nigrocinctus (mg/mL)

Solucién de veneno | Peso seco | A280 nm |BCA
1 5.0 7.0 6.1
2 5.0 74 5.7
Promedio: 7.2 5.9
Coeficiente de variacion (%): 3.9 4.8
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VIL.2 Determinacion de la dosis letal media (DLs) de los venenos.

La DLsy determinadas por via i.v. en ratones fueron 14.04 pg/raton, 6.01
ug/ratén y 4.04 ug/ratdn, para los venenos de M. tener, M. fulvius y M. nigrocinctus,
respectivamente (Figura 4). Las Tablas con las diferentes cantidades de cada veneno
empleadas y el porcentaje de mortalidad en cada caso se muestran en el Anexo C. Es
importante mencionar que las cantidades de veneno empleadas en cada ensayo se
basaron en la concentracion de veneno determinada por peso seco.

% Mortalidad

a) M. tener. b) M. fulvius
120+ 120
100+ 100+
ke e}
g 80- g 804
£ 604 £ 604
@] ]
Z 4o = 4o
s X
204 20+
C L] L] L] L] 1 C ' L] L] 1
75 100 125 150 175 200 225 0.0 25 5.0 75 100 125
1g veneno/raton ug veneno/raton
¢) M. nigrocinctus d)
1201 Veneno ‘ DLs, ‘ IC (95%) R’
1004 M. tener 14.04 | 13.30-14.79 0.97
80+ M. fulvius 6.01 6.01-6.01 1.00
60- M. nigrocinctus | 4.01 4.01-4.01 1.00
40+
20+
0 »

0.0 25 5.0 75 100 125 150
Mg veneno /raton

Figura 4
DLs, de venenos de serpientes de coral.

Estos valores fueron determinados en ratones y fueron obtenidos mediante ajuste sigmoideo
dosis-respuesta (a, by c).

Valores de DLso, R® e intervalos de confianza para cada veneno (d).
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V11.3 Evolucion de los titulos de anticuerpos de sueros monovalentes anti-M. tener.

La determinacion de los titulos de anticuerpos se realizé mediante evaluaciones
in vitro de tipo ELISA. Los titulos de anticuerpos muestran el nivel de reconocimiento
especifico (hacia el veneno homdlogo) y para-especifico (hacia los venenos

heter6logos) de los anticuerpos presentes en los sueros hacia los venenos.

El resultado obtenido para la primera muestra de suero (muestra basal o
preinmune) de los caballos 1 y 3, reflej6 la ausencia de anticuerpos capaces de
reconocer a los componentes en los venenos. En la sangria tomada a los 43 dias,
después de haber iniciado el esquema de inmunizacion, se observd un aumento
importante en el titulo de anticuerpos para ambos caballos, sin embargo la intensidad de
respuesta entre ellos fue distinta: el caballo 3 que mostro titulos més altos, siendo estos
de alrededor de 20 000 para los tres venenos evaluados (Figura 6 y Tabla 9), mientras
que el caballo 1, mostro una respuesta mayor hacia el veneno de Mn, donde el valor
obtenido fue de 11,391, mientras que para el veneno homologo (Mt) fue de 6,548 y para
Mf de 4,879 (Figura 5y Tabla 8).

En la tercera sangria, tomada a los 70 dias, se registrdé una disminucion en el
titulo de anticuerpos hacia cada uno de los venenos evaluados, manteniéndose este nivel
hasta la 62 sangria, correspondiente a los 126 dias (Figuras 5 y 6). Cabe resaltar que esto
coincidié con un incremento mesurado en la cantidad de veneno empleado en la

inmunizacion.

En las sangrias posteriores (tomadas después del dia 126), se observé un
aumento importante en la intensidad de reconocimiento, hacia los 3 venenos evaluados
(sangrias 72 y 8%) aunque en el ler caballo el titulo fue mas elevado para Mn y después
para Mt, mientras que el caballo 3, el mayor reconocimiento fue para el veneno

homologo (Mt) y relativamente semejante para Mn y Mf (Figuras 5y 6).

Finalmente, a partir del dia 168, los titulos de anticuerpos empezaron a decrecer,
manteniéndo esta tendencia hasta la Ultima sangria, que correspondié a los 210 dias
(Figuras 5y 6).
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Figura 5

Reconocimiento especifico y para-especifico de anticuerpos hacia venenos de serpientes de
coral. Sueros correspondientes al caballo 1. Cada punto representa el titulo de anticuerpos
determinado por ELISA de los sueros monovalentes anti-M. tener tomados a diferentes tiempos.
* _mMt, —& Mf, —¥— Mn

*La linea punteada indica la cantidad de veneno de Mt administrada a lo largo del esquema de inmunizacion. Sobre
el eje de las abscisas se indican los puntos en los se emplearon adyuvantes, en donde: CFA (adyuvante completo de

Freund), IFA (adyuvante incompleto de Freund) y ALUM (hidréxido de aluminio).
*Analisis estadistico no paramétrico tipo ANOVA y Tukey: P<0.001 (entre todos los venenos).

Tabla 8

Evolucion de titulos de anticuerpos en sueros monovalentes anti-M. tener correspondientes al

caballo 1.

Titulo de anticuerpos hacia venenos (¢ gso)

# Sangria | Dfa | M. tener M. fulvius M. nigrocinctus
1] 056 usses) 87(62-119) 66(25.168)
2 43 6548 (6060-7075) 4879(4606—5166) 11391(10623—12214)
3 70 4233 (3921-4570) 2310(1870—2400) 7039(6594—7515)
4 98 5512 (4911-6186) 3003(2789—3233) 7705(7270—8166)
5| 112 | 7041 (5891-8416) 2674 2371-3018) 8743 g0s6-9489)
6 | 126 | 7892(6971-8033) 35463190-3042) 6488 5915.7117)
7 154 13185(11280-15414) 6424(9884-11994) 20049(17582-22861)
81161 | 17296(15792-18043) | 10887(8412-0635) | 22185(19800-24858)
9 168 13506(12682-14385) 9002(8411-9635) 21087(19182-23181)
10 175 12828(11783-13966) 7066(6711-7441) 20504(18992-22136)
ll 182 12418(11356-13579) 6958(6829-7091) 17843(17260-18445)
12| 189 | 15545(14879-16244) | 6223 (5077-6479) 20288 18579-22037)
13| 196 | 12804 (12066-13587) | 5328 5130-5532) 18687 (17213-20287)
14 203 11731(11271—12209) 5614(5361—5879) 17030(15236—19035)
15 210 11097(9719-13056) 4726(4520—5118) 15000(13295—16924)

Los nimeros en negritas corresponden a las sangrias a las cuales se les evaluo
la potencia neutralizante (Los resultados se muestran mas adelante)
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Figura 6

Reconocimiento especifico y para-especifico de anticuerpos hacia venenos de serpientes de
coral. Sueros correspondientes al caballo 3. Cada punto representa el titulo de anticuerpos
determinado por ELISA de los sueros monovalentes anti-M. tener tomados a diferentes tiempos.
* g Mt —&— Mf —¥— Mn

*La linea punteada indica la cantidad de veneno de Mt administrada a lo largo del esquema de inmunizacién. Sobre
el eje de las abscisas se indican los puntos en los se emplearon adyuvantes, en donde: CFA (adyuvante completo de
Freund), IFA (adyuvante incompleto de Freund) y ALUM(hidréxido de aluminio).

*Analisis estadistico no paramétrico tipo ANOVA y Tukey: entre Mt y Mf, P<0.001; entre Mt y Mn, P<0.001y entre

Mfy Mn P>0.05.

Tabla 9
Evolucidn de titulos de anticuerpos de sueros monovalentes anti-M. tener, correspondientes al
caballo 3.
Titulo de anticuerpos hacia venenos (. 5%
# Sangria | Dia | M. tener M. fulvius M. nigrocinctus
1 067 (5383 50 (4161 65 (s4.77)
2 43 23834 (21737-26132) 18419 (16597-20440) 17378 (16440-18368)
3 70 10005 (9558-10471) 7511 (7077-7972) 7567 (6779-8447)
4 98| 8052 (7545-8592) 4465 (4316-4622) 4222 (4061-4389)
5 11210184 (9657-10740) 7398 (6945-7881) 6649 (6312-7005)
6 12611030 (10345-11762) 8818 (7886-9861) 8420 (7739-9161)
7 154 32628 (27827-38258) 18046 (16158-20156) 17046 (15124-19213)
8| 16124437 349-26719) 16866 (15385-18436) 18218 (16151-20550)
9 168 21387 (18346-24930) 14086 (12817-15480) 15598 (13971-17414)
10 175 20088 (18255-22105) 14496 (12472-16847) 15723 (14474-17081)
11| 18215216 (14294-161989) 13082 (12774-13398) 11115 (10780-11460)
12| 18913881 (12819-15030) 10958 (10577-11353) 11110 (10259-12032)
13| 19616145 (15034-17112) 10439 (9612-11337) 8955 (g419-9526)
14 203 12464 (12057-12885) 267 (7697-8879) 7493 (7051-7965)
15 210 | 10804 (10254-11383) 9514 (8475-10681) 6815 (6491-7155)

Los nimeros en negritas corresponden a las sangrias a las cuales se les evalu6 la potencia neutralizante
(Los resultados se muestran mas adelante)
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En el caballo 1, la diferencia de reconocimiento hacia cada uno de los venenos
fue estadisticamente significativa entre todos ellos (P<0.001), presentandose mayores
titulos de anticuerpos, en cada una de las muestras, hacia el veneno de Mn, donde se
alcanza el pico méas alto a los 161 dias, siendo este de 22,185. La menor respuesta se
presentd hacia el veneno de Mf, donde el mayor reconocimiento se obtiene al mismo

tiempo, pero con un titulo de 10,887 (Tabla 8).

Con respecto al caballo 3, los resultados no mostraron diferencia significativa
entre el reconocimiento de los sueros hacia los venenos de Mf y Mn (P>0.05). Sin
embargo, los titulos de anticuerpos alcanzados para Mt fueron superiores a lo largo de
todo el esquema de inmunizacién, y en el punto mas alto (154 dias) se observaron
titulos hasta dos veces mayores que para los otros dos venenos, resultando en un
reconocimiento hacia este veneno significativamente diferente con relacion a los otros
dos (P<0.001) (Figura 6 y Tabla 9).

Aunque la tendencia general de reconocimiento hacia los 3 venenos (M.t, M.f y
M.n) a lo largo del esquema de inmunizacion fue similar en ambos caballos (1 y 3),
reconocieron de forma distinta a los venenos, ademas el caballo 3 presentd titulos mas

altos.

Por otro lado, el caballo 2, inmunizado bajo un esquema diferente (Tabla 3), las
muestras de suero fueron tomadas cada 7 dias a partir de la primera administracion de
veneno, lo que permitié observar el incremento gradual de los titulos durante las
primeras 4 sangrias. Sin embargo, los titulos méas altos se observaron a los 77 dias
(Figura 7 y Tabla 10).

A partir de los resultados obtenidos se puede afirmar que los anticuerpos
generados en el caballo 2 reconocen de manera similar a los venenos de Mt y Mn
(P>0.05). Sin embargo, el nivel de reconocimiento hacia el veneno de Mf muestra una
diferencia significativa con respecto a los dos primeros (P<0.05), ya que los titulos
alcanzados para Mf fueron mayores, principalmente en la ultima fase del esquema
(Figura 7).
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Figura 7

Reconocimiento especifico y para-especifico de anticuerpos hacia venenos de serpientes de
coral. Sueros correspondientes al caballo 2. Cada punto representa el titulo de anticuerpos
determinado por ELISA de los sueros monovalentes anti-M. tener tomados a diferentes tiempos.

* —— Mt —— Mf, —F— Mn.

*La linea punteada indica la cantidad de veneno de Mt administrada a lo largo del esquema de inmunizacién. Sobre
el eje de las abscisas se indican los puntos en los se emplearon adyuvantes, en donde: CFA (adyuvante completo de
Freund), IFA (adyuvante incompleto de Freund) y ALUM(hidroxido de aluminio).

*Analisis estadistico no paramétrico tipo ANOVA y Tukey: entre Mt y Mf, P<0.05, entre Mt y Mn, P>0.05 y entre Mf
y Mn P<0.001.

Tabla 10
Evolucion de titulos de anticuerpos de diferentes sueros monovalentes anti-M. tener
correspondientes al caballo 2.

Titulo de anticuerpos hacia venenos (¢ gso)

#Sangia | pig M. tener M. fulvius M. nigrocinctus
1 0 | 56(42-74) 432771 21(g.56)
21 14| 48aee) 3515.40 16(3.79)
3 28 1458(1368»1554) 677(627»732) 379(354»408)
4 42 | 43024026-4595) 5887 (5455-6354) 4212 (4057-4373)
5 63 5038(4716-5382) 5046(4571—5570) 3735(3436-4060)
6 70 | 6797 (5323-7308) 8579(8126-9057) 51594740-5616)
7 77 10250(9463-11103) 14533(13191-16012) 9432(8891-10005)
8 84 8745(8510-8986) 13964(12964-15042) 6742(6260-7263)
9 91 8562(7776-9426) 14470(12684-16506) 7552(6865-8309)
10] 9880881979000 10842 (938-11505) 619453387167,

Los nimeros en negritas corresponden a las sangrias a las cuales se les evalu6 la potencia neutralizante
(Los resultados se muestran mas adelante).
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VIIL.4 Potencia neutralizante de sueros monovalentes anti-M. tener.

La determinacion de la potencia neutralizante especifica y para-especifica de los
sueros se llevo a cabo mediante la determinacion de la dosis efectiva media (DEs).
Como ya ha sido indicado anteriormente, la neutralizacion especifica corresponde a las
evaluaciones realizadas contra el veneno de Mt, y la para-especifica contra los venenos
de Mfy Mn.

Caballo 1

Ninguna de las muestras sometidas a ensayos de potencia neutralizante tomadas
antes de los 210 dias (sangrias 42, 8 @ y 132) presento actividad neutralizante especifica.

Sin embargo, si mostraron neutralizacion para-especifica hacia los venenos de Mf y Mn.

Por su parte, la sangria correspondiente a los 98 dias de inmunizacion presento
una baja potencia neutralizante para-especifica hacia el veneno de Mf, neutralizando 66
pg de veneno por mL de suero (Tabla 11 y Figura 8). Para Mn no pudo ser determinado

debido a la falta de veneno.

Conforme transcurrié el tiempo, se registré un incremento en la potencia
neutralizante de cada una de las sangrias hacia los venenos heterdlogos (Figura 8). A los
161 dias (82 sangria), se registré una buena potencia neutralizante hacia el veneno de
Mn, donde la DEsy fue de 26 pl de suero/3DLsp, en otras palabras y considerando el
valor de DLsy de este veneno (4.01ug/raton), 454 ug de veneno fueron neutralizados
con 1 mL de antisuero (Tabla 11). Mientras que para el veneno de Mf la potencia
neutralizante resulté de 357ug de veneno por cada mL de antisuero, para la misma

sangria.

En la siguiente sangria, tomada a los 196 dias, la potencia neutralizante se
mantuvo con un comportamiento similar. La DEsg contra el veneno de Mn fue de 27
ul/3DL50 (435ug veneno/mL antisuero) y para el veneno de Mf, fue de 47 ul/3DL50

(384pg veneno/mL antisuero).
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En el caso de la sangria correspondiente a los 210 dias (15%) se registrd una

potencia de 588, 500 y 714 ug de veneno neutralizados por mL de suero, para los

venenos de Mt, Mf y Mn, respectivamente. En esta sangria se observd una mayor

potencia neutralizante para el veneno de Mn y Mf. Por otro lado, a diferencia de las

sangrias previas, ésta mostrd neutralizacion hacia el veneno de Mt (Tabla 11), con una

potencia semejante a la observada para el veneno de Mf, en términos de pg de veneno

neutralizados por mL de suero. Es importante resaltar que en este suero se obtuvieron

menores titulos de anticuerpos, que en las sangrias previamente evaluadas, lo cual

indica que no existe una relacion directa entre los titulos de anticuerpos y la DEsy.

Tabla 11

Potencia neutralizante (DEsg) de sueros monovalentes anti-M. tener de caballo 1.

Potencia Neutralizante

Sangria Especie Titulo ul AV/3DL50 | DLso/ml AV ug V/mL AV

4a Mt 7369 NN

(98 dias) Mf 4689 275 (275-275) 11(11-11) 66(66-66)
Mn 4575 ND

8? Mt 15314 NN

(161 dias) Mf 22635 51(45-57) 59(54-64) 357(312-400)
Mn 15512 26(24-28) 115(112-118) 454(435-500)

132 Mt 11337 NN

(196 dias) Mf 11078 47(48-53) 63(56-72) 384(333-385)
Mn 13065 27(28-28) 110(109-110) 435(435-435)

152 Mt 9826 70(70-70) 43(43-43) 588(588-588)

(210 dias) Mf 9826 29(24-33) 105(90-122) 500(435-588)
Mn 10487 17(15-20) 176(130-239) 714(625-833)

NN: No neutraliza, los ratones no sobrevivieron adn utilizando el maximo volumen de suero posible (400

pL/raton). ND: Datos no determinados, AV: antisuero, V: veneno
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Figura 8
Representacion gréfica de la potencia neutralizante de sueros monovalentes de caballo 1 contra

venenos homologos y heter6logos.
Muestras tomadas a diferentes tiempos durante el esquema de inmunizacion.

Es importante resaltar que cuando los resultados son expresados como g de
veneno neutralizados por mL de suero, la cantidad de veneno neutralizada de Mt es
mayor que la de Mf (210 dias, Figura 8), debido a que el veneno de Mf es
aproximadamente dos veces mas letal que el de Mt , por lo que al llevar a cabo los
ensayos de neutralizacién empleando 3DLsp, Se estd introduciendo mayor masa de
veneno en los ensayos de Mt que en los de Mf, por esta razén, al comparar estos
mismos resultados en la forma de DLsy neutralizadas por mL de suero, observamos que

son neutralizadas mas DLs, del veneno de Mf que del veneno de Mt (Tabla 11).

Caballo 3

En el suero tomado a los 98 dias, no present6 accién neutralizante contra los
venenos de Mt y Mf (Figura 9 y Tabla 12), pero en el suero correspondiente a los 161
dias, se registro capacidad neutralizante hacia los 3 venenos, sin embargo, la actividad
fue muy baja para Mt, donde 1mL de suero neutraliz6 los efectos toxicos de 158 ug de
veneno, que en relacion a los 667 pg de veneno de Mn y 500ug de Mf neutralizados con
el mismo volumen de antisuero, es poco eficiente y ademas, esta accion se pierde en la

muestra tomada 35 dias después (196 dias, Figura 9).
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Fue hasta los 210 dias que se logré obtener un suero con la capacidad de

neutralizar al veneno homologo, neutralizando el efecto de 526 ug de veneno por mL de

antisuero (Tabla 12 y Figura 9).

Tabla 12
Potencia neutralizante de sueros monovalentes anti-M. tener de caballo 3.

Potencia Neutralizante

Sangria Especie  Titulo ul AV/3DL50 [ DLso/ml AV pug V/imL AV
4a Mt 7369 NN
(98 dias) Mf 4689 NN
Mn 4575 ND
8 Mt 18382 267(212-336) 12(9-25) 158(125-200)
(161 dias) Mf 17712 36(31-42) 83(71-96) 500(435-588)
Mn 19741 18(14-22) 167(135-207) 667(555-833)
138 Mt 12145 NN
(196 dias) Mf 10962 34(33-35) 88(61-85) 526(500-555)
Mn 9704 27(19-39) 111(84-148) 455(312-500)
152 Mt 8127 82(77-88) 37(34-39) 526(555-500)
(210 dias) Mf 9991 36(34-39) 83(77-88) 400(370-417)
Mn 7384 43(32-59) 70(51-94) 278(204-385)

NN: No neutraliza, los ratones no sobrevivieron adn utilizando el maximo volumen de suero posible (400

pL/raton). ND: Datos no determinados, AV: antisuero, V: veneno
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Fiqura 9
Representacion grafica de la potencia neutralizante de sueros de caballo 3 contra venenos

homdlogo y heterdlogos.
Muestras tomadas a diferentes tiempos durante el esquema de inmunizacion.

161

196 210

Tiempo (Dias)

M. tener

M.fulvius

CS3 M. nigrocinctus
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Caballo 2

En los sueros del caballo 2, ninguna de las muestras presentaron efectividad en
la neutralizacion del veneno homologo; no obstante, la potencia neutralizante fue
aumentando a lo largo del tiempo para los venenos heter6logos (Tabla 13 y Figura 10),

donde la respuesta fue muy similar entre ellos.

Tabla 13
Potencia neutralizante de sueros monovalentes anti-M. tener de caballo 2.

Potencia Neutralizante

Sangria Especie Titulo uL AV/3DL50 | DLso/ml AV pug V/imL AV
62 (70 dias) Mt 7086 NN
Mf 6356 78(77-79) 39(38-40) 184(182-187)
Mn 5424 186(184-186) 16(15-17) 65(63-66)
72 (77 dias) Mt 10686 NN
M f 10768 46(40-52) 65(58-75) 393(345-448)
Mn 9916 19(18-20) 158(150-167) 637(603-674)
102 (98) Mt 8432 NN
M f 8033 28(21-38) 107(88-130) 640(475-862)
Mn 6512 27(20-37) 111(81-150) 443(323-609)

NN: No neutraliza, los ratones no sobrevivieron adn utilizando el maximo volumen de suero posible (400
pL/ratén). ND: Datos no determinados, AV: antisuero, V: veneno
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EE3A M. tener

g veneno/mL suero
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Figura 10

Representacion gréfica de la potencia neutralizante de sueros de caballo 3 contra venenos
homdlogo y heterdlogos.

Muestras tomadas a diferentes tiempos durante el esquema de inmunizacion.
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VI11.5 Evolucion de titulos de anticuerpos en sueros trivalentes de origen equino.

Los mismos caballos inmunizados con veneno de M. tener, fueron sometidos a un
nuevo esquema de inmunizacion, en el cual se incluyeron los venenos de M.

nigrocinctus y M. fulvius (Tabla 4).

En la Figura 11 se muestran los resultados comparativos de los tres caballos. De
manera basal, los tres caballos mostraron un reconocimiento inicial con un titulo de
anticuerpos cercano a 5000, para el caballo 1 y 3. Para el caballo 2, el reconocimiento
inicial hacia cada uno de los venenos es mas alto (Figura 11), posiblemente porque para
este caballo transcurrieron Unicamente 7 dias entre el esquema anterior y este (por las
razones ya indicadas en la metodologia), mientras que para los dos primeros hubo un

periodo de 43 dias en los cuales no se llevaron a cabo inmunizaciones.

En las sangrias posteriores, se observd un aumento gradual de los titulos de
anticuerpos, coincidiendo con incrementos en las cantidades de veneno administradas,
excepto para el caballo 2, que los titulos se mantuvieron relativamente constantes hasta

el dia 56, a partir del cual empieza a observarse un incremento en la respuesta.

Entre los dias 91 y 224 no se realizaron inmunizaciones, por lo que en las
sangrias tomadas durante este periodo se observé una disminucion gradual en los titulos
de anticuerpos para los 3 animales y para los 3 venenos, aunque la pendiente fue mas
pronunciada en los caballos 2 y 3. Posteriormente, en los dias 224 y 231 se realizaron
administraciones de 1500 pg de veneno, lo cual llevé a un incremento en los titulos,
aunque estos nunca alcanzaron los niveles de la primera fase del esquema de
inmunizacion (Figura 11). Cabe mencionar que en las ultimas 7 determinaciones ya no

se contaba con veneno de Mn, por lo que no fue posible evaluar los titulos contra este.

En todos los caballos, la respuesta de los anticuerpos en cuanto a reconocimiento
in vitro de los venenos, no mostrd diferencia significativa entre Mfy Mt (P>0.05), sin
embargo, la respuesta hacia el veneno de Mn fue mayor en los tres individuos, aunque

solo fue significativa para el caballo 1 (P<0.001).
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Reconocimiento especifico y para-especifico de anticuerpos hacia venenos de serpientes

de coral.

Cada punto representa el titulo de anticuerpos en los sueros trivalentes tomados a

diferentes tiempos.

*La linea punteada corresponde a las cantidades de veneno administradas en cada inmunizacion
*Las lineas verticales corresponden a las combinaciones de venenos empleadas.: a:Mfy Mt, b: Mt,Mf
y Mn, c: Mty Mf. Los adyuvantes Unicamente se usaron en las primeras 4 inmunizaciones (42 dias).

VIL. 6 Potencia neutralizante de sueros trivalentes.

Estos resultados mostraron que de las sangrias tomadas al dia 70, Unicamente la

del caballo 1 presentd neutralizacion especifica, con un valor de 396 ug de veneno de

Mt neutralizado por mL de antisuero. Los sueros de los caballos 2 y 3, presentaron

neutralizacion parcial, empleando volumenes altos de suero (400uL) (Tablas 14, 15y

16). Es importante resaltar que estos sueros si fueron efectivos para neutralizar los
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efectos del veneno de Mf, siendo las sangrias de los 70 y 98 dias del caballo 1 y 2, las

que mostraron la mayor potencia neutralizante (Figura 12). Las potencias neutralizantes

contra el veneno de Mn no fueron determinadas, debido a que no se contdé con la

cantidad de veneno suficiente.

Tabla 14
Potencia neutralizante de sueros trivalentes de caballo 1, inmunizado con venenos de Mt, Mf y
Mn.
Potencia neutralizante (DE50)
Sangria (Dia) Especie uL AV/3DL50 DLso/ml AV ug V/imL AV
70 Mt 106(88-129) 28(23-34) 396(326-477)
Mf 25(18-34) 120(88-167) 720(529-1000)
98 Mt NN
Mf 20(20-20) 150(50-150) 900(900-900)
126 Mt NN
Mf 35(33-37) 86(81-91) 514(486-545)
154 Mt NN
Mf 66(65-67) 45(44-46) 273(269-277)
259 Mt NN
Mf 44(40-47) 68(64-75) 409(383-450)
273 Mt NN
Mf 35(29-42) 86(71-103) 514(429-621)
280 Mt NN
Mf 51(46-56) 59(54-65) 353(321-391)

NN: No neutraliza, los ratones no sobrevivieron adn utilizando el maximo volumen de suero posible (400
pL/raton). AV: antisuero, V: veneno

Tabla 15
Potencia neutralizante de sueros trivalentes de caballo 2 inmunizado con venenos de Mt, Mfy
Mn.
Potencia neutralizante (DE50)
Sangria (Dia)  Especie ul. AV/3DL50 DLso/ml AV ug V/imL AV
70 Mt Con 400 pL se neutralizan los efectos letales del veneno en el 60% de la poblacion
Mf 23(22-24) 130(125-136) 788(750-818)
98 Mt NN
Mf 51(42-63) 59(48-71) 353(286-429)
126 Mt NN
Mf 39(34-44) 77(68-88) 462(409-529)
154 Mt NN
Mf 77(67-89) 39(34-45) 234(202-269)
259 Mt NN
Mf 47(43-50) 64(60-70) 383(360-419)
273 Mt NN
Mf 57(47-70) 53(43-64) 316(257-383)
280 Mt NN
Mf 66(61-71) 45(42-49) 273(254-295)

NN: No neutraliza, los ratones no sobrevivieron ain utilizando el maximo volumen de suero posible (400
plL/ratén). AV: antisuero, V: veneno
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Tabla 16

Resultados

Potencia neutralizante de sueros trivalentes de caballo 3, inmunizado con venenos de Mt, Mfy

Mn.

Potencia neutralizante (DE50)

Sangria (Dia) Especie ul AV/3DL50 DLso/ml AV pg V/imL AV
Con 400 pL se neutralizan los efectos letales del veneno en el 40% de la
70 Mt poblacién

Mf 41(37-45) 73(67-81) 439(400-486)

98 Mt NN
Mf 40(39-41) 75(73-77) 450(439-461)

126 Mt NN
Mf 111(107-115) 27(26-28) 162(157-168)

154 Mt NN
Mf 173(170-176) 17(17-18) 104(102-106)

259 Mt NN
Mf 115(112-118) 26(25-27) 157(153-161)

273 Mt NN
Mf 106(102-110) 28(27-29) 170(164-176)

280 Mt NN
Mf 94(87-102) 32(29-34) 191(176-207)

NN: No neutraliza, los ratones no sobrevivieron adn utilizando el maximo volumen de suero posible (400

uL/ratén). AV: antisuero, V: veneno

En las muestras correspondientes a los dias 98, 126 y 154, se observo una

pérdida de capacidad neutralizante en los sueros hacia el veneno de Mf, presentandose

los valores mas bajos a los 154 dias, donde la capacidad de neutralizacion disminuyo

entre un 60 y 76% para todos los caballos, en comparacion con la primera muestra. Este

resultado coincide con la ausencia de inmunizaciones entre los dias 91 y 224 (Tabla 4).

Posteriormente, cuando se reanudacién las administraciones de veneno (a los 224 dias),

nuevamente se incrementan las potencias de los sueros (sangria 259, de la Figura 12) y

esto se mantiene para los tres caballos.
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Figura 12
Potencia neutralizante de antisueros trivalentes de caballos 1, 2 y 3 contra veneno de M. fulvius.
Muestras tomadas a diferentes tiempos del esquema de inmunizacion.

Adicionalmente, se determinaron las DE50 de mezclas equivalentes de
antisueros de los tres caballos (dias 126, 259 y 273, Tabla 18), con la finalidad de
establecer si la potencia neutralizante de los sueros se ve incrementada al usar mezclas
de sueros. Los resultados obtenidos mostraron que las potencias neutralizantes
empleando las mezclas de los sueros son aproximadamente iguales al promedio de las

DEs de los sueros por separado (Tablas 14,15, 16 y 18).

Tabla 18
DE50 de mezclas de suero de los tres caballos.

Potencia Neutralizante (DE50)

Sangria (Dia) | Especie ul AV/3DL50 DL50/ml AV ug V/imL AV
126 | Mf 61(53-71) 49(42-56) 295(253-340)
273 | Mf 55(48-64) 54(47-63) 327(281-375)
259 | Mf 61(48-49) 49(38-63) 295(228-375)
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VIIL. DISCUSION

VI1I1.1 Determinacion de la dosis letal media (DLsp) de los venenos.

El valor de la DLso del veneno de la especie M. tener fue 3.5 y 2.3 veces menor
que la de los venenos de M. nigrocinctus y M. fulvius, respectivamente; es decir, se
requiere mayor masa de veneno de M. tener para producir la muerte de la mitad de la
poblacion de los animales evaluados. Es importante resaltar que estos resultados
concuerdan con valores previamente publicados para las mismas especies, empleando el

mismo modelo experimental (Salazar et al., 2011; de Roodt et al., 1991)

VI11.2 Reconocimiento especifico y para-especifico de anticuerpos en sueros

monovalentes hacia venenos de serpientes de coral.

La respuesta inmune humoral se caracteriza por la produccion de moléculas de
anticuerpos por las celulas plasmaticas derivadas de linfocitos B, donde estas Gltimas
fueron activadas de manera especifica. Al haberse realizado inmunizaciones sucesivas
con veneno de M. tener, se buscé propiciar la generacion de anticuerpos con mayor
grado de afinidad hacia componentes de los venenos. Para evaluar si estos anticuerpos
eran capaces de reconocer a elementos en el veneno homdlogo (reconocimiento
especifico) y venenos de otras especies de mismo género (reconocimiento para-

especifico) se realizaron inmunoensayos enzimaticos de tipo ELISA.

Como era de esperarse, la muestra de suero tomada para los caballos 1 y 3,
previa a la inmunizacién (suero pre-inmune), no mostré niveles detectables de
anticuerpos capaces de reconocer a los componentes de los venenos. Por el contrario, el
titulo de anticuerpos especificos correspondientes a la segunda sangria fue
considerablemente mayor en relacion a la primera, coincidiendo con el incremento
gradual en las cantidades de veneno administradas durante este periodo (42 dias), desde
3.3ug hasta 106.7 pg (Tabla 2). Ademas, es importante considerar que las respuestas
inmunes subsecuentes normalmente alcanzan mayores titulos de anticuerpos especificos

en comparacion con la respuesta primaria (Gold y Defranco, 1994; Wingren 2007). Por
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otro lado, otro factor de relevancia fue el empleo de adyuvantes en la mezcla de
inmunizacion. Se sabe que estos estimulan al sistema inmune, ayudando a incrementar
la produccién de anticuerpos por parte de las células del organismo (Sunthornandh y
Ratanabanangkoon, 1994).

En las inmunizaciones realizadas entre los dias 70 y 140, no se incrementd
significativamente la cantidad de veneno de M. tener administrada a los caballos, por lo
que los titulos de anticuerpos determinados en las sangrias tomadas durante este periodo
solo mostraron una ligera tendencia a incrementarse. Sin embargo, la sangria tomada a
los 154 dias (7%) presentd un aumento importante en el titulo de anticuerpos que no se
relaciona con incrementos significativos en las cantidades de veneno administradas,

pero puede ser una respuesta a todas las inmunizaciones realizadas hasta el dia 140.

Finalmente, a partir de la 8 muestra de suero, se registré un ligero decremento
en los titulos de anticuerpos, a pesar de que en las Ultimas inmunizaciones se
aumentaron significantemente las cantidades de veneno administradas. Quizas esto
pueda ser explicado por dos razones: la eliminacién de los adyuvantes de la mezcla de
inmunizacion y el empleo de grandes cantidades de veneno en las Ultimas 4
inmunizaciones. Ya que, por un lado, se sabe que los adyuvantes son sustancias que
inyectadas simultaneamente con el antigeno, hacen mas efectiva la respuesta inmune,
incrementando la inmunogenicidad de las sustancias con las que se mezclan. Estimulan
la respuesta inmune innata, provocando una inflamacion local y/o ayudando a
incrementar los titulos de anticuerpos formando un depésito de antigenos de larga vida,
lo que favorece la llegada de células presentadoras de antigeno que expresan moléculas
coestimuladoras y producen citocinas (Abbas, 2004; Janeway et al., 2003; Marcianini,
2003, Aimanianda, 2009; Coffman et al., 2010); consecuentemente, al ser un
componente de la mezcla de inmunizacion, promueven una mayor respuesta de
anticuerpos. Por lo tanto, eliminar los adyuvantes podria provocar que la respuesta del
organismo hacia el antigeno disminuya llevando a una menor produccion de anticuerpos
capaces de reconocer a componentes de los venenos y reflejandose en una disminucién

en el titulo de anticuerpos.

Por otro lado, puede ser que al emplear dosis altas de veneno se este

produciendo un estado de tolerancia inmunoldgica hacia algunos de los componentes
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del veneno, ya que se sabe que dosis altas de un inmundgeno, pueden inducir un estado
de tolerancia en el organismo hacia este, lo cual podemos estar observando en la Gltima
fase del esquema de inmunizacion, ya que a pesar de que las cantidades de veneno
administradas a partir del dia 154 son entre 3 y 9 veces mas altas que al dia 140, la

respuesta en cuanto a titulos de anticuerpos disminuye significativamente.

Aunque el perfil general de titulos de anticuerpos fue similar para los caballos 1
y 3, este Ultimo presento titulos mas altos, ademas los dos animales mostraron diferente
reconocimiento hacia cada uno de los venenos: en el caballo 1 se observo diferencia
estadisticamente significativa en el reconocimiento entre todos los venenos (P<0.001),
sugiriendo un orden de reconocimiento: Mn>Mt>Mf (Figura 5); mientras que en el
caballo 3 sélo se encontrd diferencia significativa en la capacidad de reconocimiento
para del veneno de Mt con relacion a Mf y Mn (P<0.001), esto es Mt>Mf=Mn (Figura
6). Aunque estas evaluaciones nos permitieron confirmar que existe reconocimiento de
los anticuerpos hacia los componentes del veneno total, este ensayo no brinda
informacién acerca de las componentes que estan siendo reconocidos, por lo que
diferencias en composicion o proporcion en los constituyentes de los venenos no puede

verse reflejada en el reconocimiento.

En el caso del caballo 2, las muestras de suero durante los primeros 40 dias del
esquema de inmunizacion fueron tomadas con intervalos de tiempo menores, en
comparacion con los caballos 1 y 3, por lo que fue posible observar el incremento
gradual en los titulos de anticuerpos de la primera sangria a las siguientes. La memoria
producida como resultado de la inmunizacion inicial, que desencadena la respuesta
inmunitaria primaria, prepard al organismo para montar una respuesta mas potente a
exposiciones subsiguientes al mismo antigeno, de modo que la respuesta a cada
inmunizacion fue cada vez mas intensa, y las respuestas subsiguientes fueron de
magnitud cada vez mayor (Murphy et al., 2008). Esto se refleja en el incremento notable
de reconocimiento durante los primeros 78 dias, coincidiendo a la vez, con un aumento

en la cantidad de veneno administrada (Figura 7).

En general, para los caballos 1 y 3 se obtuvieron mayores titulos de anticuerpos
en comparacion con el caballo 2, lo que puede estar relacionado con la duracién y forma

del esquema de inmunizacion, ya que para los primeros duré 112 dias mas que para el 2.
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Ademaés de estas diferencias, el reconocimiento hacia cada uno de los venenos fue
distinto para cada caballo, lo cual se puede atribuir a diferencias entre estos animales
como: edad, peso, predisposiciones genéticas, entre otras. Sin embargo, es importante
mencionar que en los tres caballos se observd un decremento en los titulos de
anticuerpos que coincide con la eliminacion del adyuvante de la mezcla de
inmunizacion y con incrementos importantes de que las cantidades de veneno

administrado.

V111.3 Potencia neutralizante especifica y para-especifica de sueros monovalentes.

La importancia de determinar la potencia neutralizante o dosis efectiva media
(DEsp) radica en establecer si dentro de la poblacion de anticuerpos que reconocen al
veneno in vitro, existe una proporcion de estos que sean capaces de reconocer 0 unirse a
componentes o partes de moléculas que son responsables de la toxicidad que el veneno

produce in vivo.

Se sabe que los anticuerpos neutralizantes son aquellos capaces de bloquear la
actividad de las toxinas responsables de la letalidad (de Roodt et al., 2004; da Silva et
al., 2001). El potencial neutralizante de un antisuero, depende de la respuesta inducida
por los componentes de la mezcla empleada en la inmunizacion. La evaluacion de la
potencia neutralizante, permitioé determinar que la sangria correspondiente al dia 98, de
los caballos 1 y 3, carece de actividad neutralizante especifica y para-especifica (Figuras
8y 9). Para el veneno homologo, ésta ausencia de accion neutralizante se mantuvo hasta
el dia 196. Estos resultados, en conjunto con los ensayos in vitro, donde se mostrd que
existe reconocimiento hacia los venenos totales de las especies de Micrurus, sugieren
que la inmunizacion propicié la generacion de anticuerpos que reconocen epitopos de
moléculas presentes en los venenos, pero que éstas no son importantes en la actividad
toxica. Sin embargo, es posible que estos sean los mas inmunogénicos o se encuentran
representados en mayor proporcion en el veneno, y, en consecuencia, Son mas
facilmente reconocidos por el sistema inmune del organismo, montando una buena
respuesta de anticuerpos (observada en los titulos de ELISA). Por otro lado, los
componentes que causan una mayor toxicidad no son los mas inmunogénicos, por lo
que la generacién de una clona especifica de memoria es menos probable. Como

consecuencia, los anticuerpos aptos para reconocer a epitopos o elementos importantes
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en la accion toxica del veneno se encuentran ausentes o su proporcion es baja, dando
como resultado una deficiente capacidad neutralizante de los efectos letales. También,
es posible que los anticuerpos estén reconociendo a moléculas toxicas pero en epitopos

que no intervienen en la letalidad.

En la muestra tomada a los 210 dias, correspondiente a la sangria 15 de los
caballos 1 y 3, se logro obtener un suero con la capacidad de neutralizar los efectos
letales del veneno homdlogo, a pesar de que esta sangria presento titulos de anticuerpos
menores, lo cual sugiere que no existe una relacion directa entre los titulos de
anticuerpos y la potencia neutralizante del suero. Al haber transcurrido mas tiempo, los
componentes del veneno han sido presentados mas veces al sistema vy,
consecuentemente, se podria generar una respuesta mas especifica hacia estos, incluso
para los que se encuentran en menor proporcion o su capacidad inmunogénica es baja.
Después de inmunizaciones repetidas, la afinidad de los anticuerpos en el suero aumenta
con el tiempo, fendmeno conocido como maduracion de afinidad, que se basa en la
seleccidon por parte del sistema inmune de los anticuerpos que son capaces de unir mejor
al antigeno (Wabl y Steinberg, 1996).

La evaluacion de la potencia neutralizante para-especifica de los sueros de los
caballos 1y 3, de las sangrias posteriores a los 98 dias, mostraron la capacidad de estos
para neutralizar los efectos letales de los venenos heterélogos empleados en este
estudio. Estos resultados indican que la inmunizacion con veneno de M. tener indujo la
generacion de anticuerpos que reconocen a componentes toxicos en estos venenos, a
pesar de que no neutralizaron al veneno homdlogo. Esto sélo puede ser explicado por la
variabilidad inter-especifica que existe entre los venenos, lo cual se refleja en la
diferente efectividad del suero hacia cada uno. De manera similar, ninguno de los sueros
obtenidos del caballo 2, fueron capaces de neutralizar al veneno homologo, pese a que
se logré alcanzar una buena efectividad contra los venenos heter6logos, neutralizando
alrededor de 100 DLso/mL de suero (Tabla 13 y Figura 10). Este hecho puede deberse a
que el esquema de inmunizacién se llevoé a cabo en un periodo de tiempo mas corto
(Tabla 4), y, en base a los resultados obtenidos para los caballos 1 y 3, parece que la
extension del esquema de inmunizacidn es necesaria para generar un antisuero
neutralizante contra el veneno de Mt. Semejante a los resultados de este estudio, existen

varios reportes en los que se muestran reactividad cruzada entre un suero monovalente
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producido con especies de Micrurus y que muestran neutralizacion hacia venenos de
otras especies del mismo género (Arce et al., 2003; Prieto da Silva et al., 2001; de
Roodt et al., 2004).

Aunque existen pocos estudios encaminados hacia la caracterizacion bioquimica
de venenos de serpientes de coral, se ha observado que los componentes toxicos
principales en los venenos de estas serpientes son las a-neurotoxinas, con un peso
molecular de alrededor de 7 kDa, y las PLA; con un peso aproximado entre 13-15 kDa,
ademas se sabe que ambos tipos de componentes juegan un papel importante en la
toxicidad de los venenos (Vital, 1987; de Roodt, 2004; Carbajal, 2004; Benard, 2011).
Sin embargo, se sabe que la composicion y/o proporcion de las toxinas pueden variar
entre venenos. En este sentido, y con la finalidad de conocer los perfiles electroforéticos
de los venenos empleados en este proyecto, se realizd la separacion de las proteinas de
los venenos de Mf y Mt mediante electroforesis en geles SDS-PAGE al 15% de
poliacrilamida (Anexo E,) (el veneno de Mn no fue analizado debido a que ya no se
contaba con cantidades suficientes de éste). El patron electroforético bajo condiciones
reductoras del veneno de Mt mostro dos bandas muy intensas, una de ellas con un
patron de migracion por debajo de los 10 kDa y la otra ligeramente arriba de los 10
kDa; por su parte, en el perfil electroforético del veneno de Mf, bajo las mismas
condiciones, se observo sélo una banda intensa que corresponde a un peso molecular
por arriba de los 10 kDa (ver Anexo E;). Sin embargo, cuando los venenos son
separados bajo condiciones no reductoras, para el veneno de Mf se observan bandas
adicionales que migran con pesos moleculares entre 15y 25 kDa, lo cual sugiere que las
proteinas contenidas en este veneno pueden formar agregados, principalmente las PLA,.
Para el veneno de Mt también se observan bandas adicionales que corresponden a
proteinas con pesos moleculares cercanos a 15 kDa y menores a 10 kDa, pero estas son

difusas y menos intensas (ver Anexo E,).

Recientemente, se han realizado estudios bioquimicos mediante fraccionamiento
por HPLC de fase reversa de los venenos de Mt y Mf (Bénard, 2011; Paniagua, 2011,
Tesis en desarrollo). Para el veneno de Mt se encontraron dos grupos de componentes
principales: el primero, formado por 9 fracciones que presentan componentes con un
peso molecular entre 6 y 8 kDa y, que en conjunto, representan aproximadamente el

40% del veneno completo, estas fracciones muestran picos con un tiempo de retencién
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entre 24 y 34 min (Anexo F), ademas 6 de estas son capaces de bloquear receptores
nicotinicos de acetilcolina y mediante ensayos in vivo en ratones (con un peso entre 18 y
20 g) se observé que 2 de estas fracciones producen letalidad con una DLsy de 1.8 y
19.46 pg/raton. El otro grupo de componentes presentan tiempos de retencion entre 34 y
48 min y representan aproximadamente el 40% del veneno total. Estos componentes
corresponden a proteinas con pesos moleculares entre 13 y 14 kDa y la mayoria de
ellos muestra actividad fosfolipasa, los ensayos de DLsp mostraron que tres fracciones

presentan letalidad con una dosis de 24.4, y 14.8 ug/raton (Benard, 2011).

Por otro lado, para el veneno de Mf, se han observado 6 fracciones principales
con un tiempo de retencién entre 36 y 44 min que representan una proporcion de
aproximadamente el 80% del veneno completo. Estos componentes presentan un peso
molecular aproximado a los 13 kDa y muestran actividad fosfolipasa. Hasta el momento
unicamente se ha determinado la DLso para 2 de estas fracciones (N y O, Anexo F), que
por si solas representan el 66% del veneno, y los resultados mostraron letalidad en
ratones con una DLsp de 10.9 y 18.3 ug/ratén. También se encontraron fracciones
correspondientes a componentes con un peso molecular cercano a 7 kDa, pero estas se
encuentran en un porcentaje menor (6% aproximadamente) (Paniagua, 2011, tesis en

desarrollo, Anexo F).

En cuanto al veneno de Mn, estudios previos han mostrado que cuando las
proteinas del veneno son separadas por electroforesis en geles SDS-PAGE en
condiciones reductoras, se observa una banda prominente que corresponde a un peso
molecular cercano a 14.5 kDa y que representa el 48% del veneno total, sin embargo
también se han encontrado bandas con pesos moleculares mayores (Alape-Girén et al.,
1994). Mas recientemente, estudios transcriptomicos del veneno de Mn han reforzado
estos resultados, ya que revelan que contiene una importante proporcion de
componentes de tipo PLA,, con peso molecular cercano a los 14 kDa (Fernandez et. al.,
2011).

Los resultados y trabajos anteriormente descritos acerca de los venenos
empleados en este trabajo, apoyan la idea de que la principal composicion de estos son
proteinas de tipo a-neurotoxinas y PLA,, pero que las proporciones en cada uno de estos
venenos son distintas, lo cual puede reflejarse en diferencias de neutralizacion hacia

cada uno de los venenos. Se sabe que la inmunogenicidad de un compuesto puede estar
56



Discusion

determinada por el tamafio y la complejidad molecular, entre otras caracteristicas (Kindt
et al., 2007). En este sentido y desde un punto de vista quimico, las PLA; que tienen un
peso cercano a 14 kDa y presentan aproximadamente 120 aminodcidos y de 6 a 7
puentes disulfuro (Dufton y Hider, 1983) son proteinas mas complejas que las a-
neurotoxinas, las cuales estan formadas entre 60 y 74 aminoacidos y forman entre 4y 5
puentes disulfuro (Tselin y Hucho, 2004). Por tanto, puede ser que estas ultimas, al ser
mas pequefias sean menos inmunogénicos y, consecuentemente, generan una respuesta
de anticuerpos mas débil; mientras tanto, los componentes de mayor peso, como las
PLA,, que se encuentran bien representadas en los venenos de Mf y Mn, fueron mas
inmunogénicas y dirigen la respuesta humoral para generar mas anticuerpos
neutralizantes, y, como consecuencia, los venenos con mayor porcentaje de

componentes toxicos de tamafio mayor son mejor neutralizados.

Ademas, algunos estudios transcriptomicos realizados a partir de glandulas de
veneno de algunas especies del género Micrurus han mostrado que las fosfolipasas se
encuentran mas conservadas, mantienendo un 60% o mas de homologia, mientras que
las a-neurotoxinas muestran mayor diversidad (Tanaka et al., 2010; Ledo, 2009), por lo
que es mas facil que un suero antisuero producido contra venenos ricos en este tipos de

componentes mejor reaccion cruzada hacia fosfolipasas que hacia a-neurotoxinas.

VI1I1.4 Antisuero polivalente de origen equino.

En este ensayo fueron empleados los mismos caballos usados en la produccién
del suero monovalente, pero las inmunizaciones se llevaron a cabo con mezclas de los
tres venenos (Mt, Mf y Mn). Al tratarse de organismos previamente inmunizados, la
respuesta inicial de reconocimiento in vitro, fue mas rapida y potente contra cada uno de
los venenos, en general, el titulo inicial estuvo por encima de 5000, y los titulos
alcanzados durante los primeros 80 dias fueron mas elevados en comparacion con los

obtenidos durante la elaboracién del suero monovalente.

En ningun caballo se encontrd diferencia significativa en el reconocimiento
hacia los venenos de Mf y Mt (P>0.05), pero si de ambos con respecto al
reconocimiento hacia el veneno de Mn, principalmente en el caballo 1, donde la

diferencia fue mas significativa (P<0.001). Cabe mencionar que atn en el esquema de
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inmunizacion monovalente siempre fue mayor el reconocimiento de las muestras de este
caballo hacia el veneno de Mn. Es importante resaltar que durante el periodo en el cual
no se llevaron a cabo inoculaciones de veneno, los titulos de anticuerpos disminuyeron

claramente en cada uno de los caballos y hacia los venenos.

En lo que respecta a los ensayos realizados para determinar la capacidad
neutralizante de los sueros hacia la letalidad de los venenos, no se observo efectividad
hacia el veneno de Mt en ninguno de los casos (Tablas 14, 15 y 16), a pesar de que al
final del esquema monovalente, se habia logrado obtener suero neutralizante. Puede ser
que el hecho de introducir los venenos de Mf y Mn, que contienen una buena
proporcién de componentes de mayor peso molecular, dentro del esquema de
inmunizacion, junto con el veneno de Mt, quizas modificé la respuesta humoral,
orientando la especificidad hacia los componentes heterélogos y minimizando el
reconocimiento hacia los componentes mas pequefios que se encuentran en un alto
porcentaje en el veneno homdélogo. Lo anteriormente descrito, se podria comprobar
Ilevando a cabo ensayos de neutralizacion hacia fracciones especificas de los venenos,
ya que en este trabajo Unicamente fueron empleados los venenos completos de cada

especie.

A diferencia de las pruebas realizadas contra el veneno de Mt, todos los
antisueros obtenidos de los tres caballos a lo largo del esquema de inmunizacion,
mostraron ser efectivos en la neutralizacion del veneno de Mf (Figura 12). Como se
menciono anteriormente, la composicion del veneno puede tener repercusiones en la
efectividad del suero, el hecho de que una buena proporcion de toxinas constituyentes
de este veneno sean fosfolipasas (Paniagua, 2011, tesis en desarrollo) y que forman
parte de los componentes causantes de la letalidad, podria favorecer la generacion de
una respuesta que resulte en la neutralizacion de los efectos del veneno. Por otro lado,
entre los dias 126 y 259 se presentd una caida en la potencia neutralizante hacia el
veneno de Mf que coincide tanto con un decremento en los titulos de anticuerpos, como
con la suspension de inmunizaciones, esto sugiere que el organismo requiere la

presencia del antigeno en circulacion para mantener una alta produccion de anticuerpos.

Si analizamos la respuesta de los caballos por separado, los tres animales

mantienen la misma tendencia (Figura 12), sin embargo, el caballo 1 es el que presenta
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mayores potencias neutralizantes, mientras que el caballo 3, es el que respondié mas
débilmente. Lo anterior, puede ser explicado por la diferencia de peso que existe entre
ambos caballos, ya que el caballo uno pesaba 575 Kg y el caballo tres 460 Kg.

Adicionalmente, se realizaron pruebas de neutralizacion de la sangria
correspondiente a los 273 dias del esquema de inmunizacion trivalente, empleando
unicamente 2DLs de veneno de Mt (Anexo Eyp). Es importante destacar que esta sangria
no habia mostrado efectividad neutralizante hacia 3DLsy del veneno, ain empleando
volimenes altos de suero (400pL). Los resultados mostraron una DEsg de 24.3 ulL/raton,
lo que permitié determinar que las inmunizaciones llevadas a cabo en los caballos, si
generaron anticuerpos capaces de neutralizar algunos de los componentes responsables
de la letalidad del veneno de Mt, ya que aunque la proporcion de esta poblacién de
anticuerpos en el suero no es suficiente para neutralizar la cantidad de toxinas
responsables de la toxicidad contenidas en 3DLs, de veneno, si muestra efectividad
contra 2DLsg (Anexo Ep).

Como se menciono anteriormente, actualmente se estd realizando la
caracterizacion bioguimica del veneno de la especie de coral M. tener, donde el analisis
cromatografico por HPLC permitié la obtencion de 34 fracciones, dentro de las cuales,
se han encontrado dos grupos de componentes principales: las que contienen
componentes con un peso molecular cercano a los 7 kDa y los que presentan un peso
molecular aproximado a los 13kDa (Anexo F)(Benard, 2011). Tomando en cuenta estos
resultados y con la finalidad de evaluar el reconocimiento in vitro hacia cada una de
estas fracciones, se decidio determinar el titulo de anticuerpos de algunos sueros hacia
estas, para determinar el porcentaje de reconocimiento con relacion al veneno completo
de M. tener. Los resultados reforzaron la idea de que la respuesta de anticuerpos esta
dirigida hacia los componentes de mayor peso molecular, ya que estos son mejor
reconocidos por todos los sueros evaluados, incluso para los que no muestran
neutralizacion del veneno completo, mientras que para los componentes de menor
tamano la respuesta en cuanto al porcentaje de reconocimiento fue significativamente

menor (Anexo G).
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Aunque en general, no se logro obtener sueros capaces de neutralizar al veneno
de M. tener, este trabajo ha permitido formar las bases necesarias para optimizar futuros
esquemas de inmunizacion dirigidos hacia la neutralizacién de este tipo de venenos y
basados en la composicion de éstos. En este sentido, estudios posteriores deberan buscar
métodos de obtencion de altas cantidades de componentes como las a-neurotoxinas y
generar mezclas de inmunizacién con venenos completos enriquecidos con estos

componentes, para ampliar los espectros de accion de los antisueros.

Por otro lado, se sabe que el Coralmyn®, que es el antiveneno comercializado en
México y producido por inmunizaciones en caballos con veneno de M. nigrocinctus, no
muestra buena efectividad, en términos de potencia neutralizante, hacia el veneno de M.
fulvius (Carbajal, 2004), que es la especie causante del mayor nimero de casos de
envenenamiento por serpientes de coral en Estados Unidos, por lo que los resultados del
presente trabajo sugiere que emplear mezclas de venenos o el veneno completo de M.
tener dentro del esquema de inmunizacion puede mejorar sustancialmente la potencia de
los sueros hacia este veneno y consecuentemente, desde un punto de vista clinico,
generar un antiveneno capaz de cubrir las necesidades de envenenamiento por coralillos

en Estados Unidos.

60



Conclusiones

IX. CONCLUSIONES

El suero monovalente obtenido de caballos inmunizados con el veneno total de
la especie Micrurus tener contiene anticuerpos que reconocen a componentes en
el veneno de esta especie y ademas presenta reconocimiento cruzado hacia otros

venenos del mismo género (M. fulvius y M. nigrocinctus).

De las 11 muestras de suero anti-M. tener sometidas a ensayos de neutralizacion,
solo las del dia 210 de los caballos 1 y 3, lograron neutralizar al veneno
homologo a pesar de que todos los sueros presentaron altos titulos de
anticuerpos contra este veneno, por tanto no existe una relacion directa entre el

titulo de anticuerpos y la potencia neutralizante.

En los estudios in vivo, los efectos letales de los venenos de M. fulvius y M.

nigrocinctus son neutralizados eficientemente por el antisuero anti-M. tener.

Para lograr la neutralizacion del veneno de M. tener con el antisuero
monovalente, se requieren esquemas de inmunizacion mas largos que para los

otros dos venenos.

La produccion de un antisuero trivalente por inmunizacion en caballos con
venenos de M. tener, M. nigrocinctus y M. fulvius, produce altos titulos de
anticuerpos contra cada uno de los venenos, sin embargo los antisueros no
fueron capaces de neutralizar los efectos toxicos del veneno de M. tener, pero si

el de M. fulvius y M.nigrocinctus.

El empleo de adyuvantes dentro del esquema de inmunizacion promueve la

elevacion de los titulos de anticuerpos.
Las fracciones del veneno de M. tener que presentan componentes de mayor

peso molecular son mejor reconocidas por los sueros monovalentes y trivalentes

que los de menor tamafio.
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ANEXO A: ESQUEMA DE INMUNIAZAION CON VENENO DE Micrurus tener.
(Stock de veneno = 4.4 mg/mL)

CABALLOS 1y 3.

Anexos

Numero | Dia | Veneno 10% Total Total Veneno PBS | Adyuvante | Adyuvante Vol. FECHA Sangria
por por
de inmu- caballo Extra | caballo | 3 caballos total
nizacion (ng) (bg) (ng) (ng) (ML) (mL) (mL) (mL)
1 0 3.3 0.3 3.7 11.0 25 3.3 CFA 5.5 8.8 08-Dic-08 5ml
2 7 6.7 0.7 7.3 22.0 5.0 3.3 CFA 5.5 8.8 15-Dic-08
3 14 13.3 1.3 14.7 44.0 10.0 3.3 IFA 5.5 8.8 22-Dic-08
4 21 26.7 2.7 29.3 88.0 20.0 3.3 ALUM 3.3 6.6 29-Dic-08
5 28 53.3 5.3 58.7 176.0 40.0 3.3 IFA 5.5 8.8 05-Ene-09
6 35 106.7 10.7 117.3 352.0 80.0 3.2 ALUM 3.3 6.6 12-Ene-09
7 42 166.7 16.7 183.3 550.0 125.0 3.2 IFA 5.5 8.8 19-Ene-09 50 ml
8 56 166.7 16.7 183.3 550.0 125.0 3.2 ALUM 3.3 6.6 02-Feb-09
9 70 166.7 16.7 183.3 550.0 125.0 3.2 IFA 5.5 8.8 16-Feb-09 50 ml
10 84 250.0 25.0 275.0 825.0 187.5 3.1 ALUM 3.3 6.6 02-Mar-09
11 98 250.0 25.0 275.0 825.0 187.5 3.1 IFA 5.5 8.8 16-Mar-09 100 ml
12 112 250.0 25.0 275.0 825.0 187.5 3.1 ALUM 3.3 6.6 30-Mar-09 50 ml
13 126 333.3 33.3 366.7 1100.0 250.0 3.1 IFA 5.5 8.8 13-Abr-09 100 ml
14 140 333.3 33.3 366.7 1100.0 250.0 3.1 ALUM 3.3 6.6 27-Abr-09
Se tuvo que eutanizar el caballo 2 por fractura; las cantidades que siguen estan calculadas para dos caballos
15 154 1000.0 100.0 | 1100.0 2200.0 500.0 15 No 0 2.0 11-May-09 100 ml
161 0 Sélo sangria 18-May-09 100 ml
16 168 1000.0 100.0 | 1100.0 2200.0 500.0 15 No 0 2.0 25-May-09 100 ml
175 0 Solo sangria 01-Jun-09 100 ml
17 182 3000.0 300.0 | 3300.0 6600.0 1500.0 0.5 No 0 2.0 08-Jun-09 100 ml
189 0 Solo sangria 15-Jun-09 100 ml
18 196 3000.0 300.0 | 3300.0 6600.0 1500.0 0.5 No 0 2.0 22-Jun-09 100 ml
0 Solo sangria 29-Jun-09 100 ml
0 Solo sangria 06-Jul-09 100 ml
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ANEXO B: ESQUEMA DE INMUNIAZAION CON VENENO DE Micrurus tener.

Anexos

(Stock de veneno = 4.4 mg/mL) CABALLO 2.
Nimero | Dia | Veneno 10% Total Veneno PBS | Adyuvante | Adyuvante Vol. FECHA Sangria
por por
de inmu- caballo Extra | caballo total
nizacion (ng) (ng) (ng) (bL) (mL) (mL) (mL)
1 0 10 1.0 11.0 2.5 1.00 CFA 1.7 2.7| 11May09 5mL
2 7 20 2.0 22.0 5.0 1.00 IFA 1.7 2.7| 18May09
3 14 40 4.0 44.0 10.0 0.99 ALUM 1.0 2.0| 25May09 5mL
4 21 80 8.0 88.0 20.0 0.98 IFA 1.7 2.7 1Jun09
5 28 160 16.0 176.0 40.0 0.96 ALUM 1.0 2.0 8Jun09 5mL
6 35 320 32.0 352.0 80.0 0.92 IFA 1.7 2.7| 15Jun09
7 42 500 50.0 550.0 125.0 0.88 ALUM 1.0 2.0| 22Jun09 5mL
8 49 500 50.0 550.0 125.0 0.88 IFA 1.7 2.7 29Jun09
9 63 500 50.0 550.0 125.0 0.88 ALUM 1.0 2.0 6Jul09 5mL
10 70 1000.0| 100.0| 1100.0 50.0 0.75 No 0 1.0 13Jul09 100mL
77 0.0 20Jul09 100mL
11 84 3000.0| 300.0| 3300.0 750.0 0.25 No 0 1.0 27Jul09 100mL
91 0.0 3Ago09 100mL
98 0.0 10Ago09 100mL
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ANEXO C:
DETERMINACION DE DLso DE VENENOS DE SERPIENTES DE CORAL.

a) DLso de veneno de M. tener.

Mg veneno/ratéon % Mortalidad

20 100

18 100 DLso: 14.04 pg/ratén

16 80 Intervalo de confianza: 13.30 a 14.79
14 60

12 0

10 0

Fueron empleados grupos de 5 ratones en cada grupo.
El veneno fue administrado por via i.v. en PBS, en un
Volumen no mayor de 0.5 mL.

b) DLso de veneno de M. fulvius.

Mg veneno/ratén % Mortalidad

10 100
7.5 100
6 40 DEso: 6.01 pg/ratén
3-5 0 Intervalo de confianza: 6.01 a 6.01
4.5 0
2.5 0

Fueron empleados grupos de 5 ratones en cada grupo.
El veneno fue administrado por via i.v. en PBS, en un
Volumen no mayor de 0.5 mL.

c) DLso de veneno de M. nigrocinctus.

Mg veneno/ratéon % Mortalidad

125 100
10 100
2e2 100 DEso: 4.01 pg/ratén
3 100 Intervalo de confianza: 4.01 a 4.01
3.75 20
2.5 0

Fueron empleados grupos de 5 ratones en cada grupo.
El veneno fue administrado por via i.v. en PBS, en un
Volumen no mayor de 0.5 mL.
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ANEXO D:
EJEMPLOS DE DETERMNACION DE DEso DE SUEROS EQUINOS.
1. Caballol- 82 sangria

Veneno a probar: M. nigrocinctus
DLsg del veneno: 4.009 pg/raton.

DEso: 26.11 pl/ratéon

ul suero /ratén | % Sobrevida Intervalo de confianza: 24.48 a 27.85
50.0 100

35.0 100

30.0 80

25.0 40

20.0 0

15.0 0

Fueron empleados grupos de 5 ratones en cada grupo.
La dosis administrada de veneno por ratdn fue de 3DLso (12.027pg/ratén)

2. Caballo 1- 132 sangria
Veneno a probar: M. nigrocinctus
DLso del veneno: 4.009 pg/ratén.

ul suero /ratéon

% Sobrevida

50.0
35.0
30.0
25.0
20.0
15.0

100
100
80
20
0

0

DEso: 17 pl/ratén
Intervalo de confianza: 12.54 a 23.06

Fueron empleados grupos de 5 ratones en cada grupo.
La dosis administrada de veneno por ratén fue de 3DLso (12.027pg/ratén)

3. Caballo 1- 152 sangria
Veneno a probar: M. nigrocinctus
DLso del veneno: 4.009 pug/raton.

DEso: 26.11 pl/raton

pl suero /raton | % Sobrevida Intervalo de confianza: 24.48 a 27.85
50.0 100

25.0 100

20.0 60

15.0 40

10.0 0

Fueron empleados grupos de 5 ratones en cada grupo.
La dosis administrada de veneno por ratén fue de 3DLso (12.027pg/ratén)
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4. Caballo 3- 8% sangria
Veneno a probar: M. nigrocinctus
DLsg del veneno: 4.009 pg/raton.

pl suero /ratén

% Sobrevida

75.0
50.0
35.0
25.0
15.0
10.0

100
100
80
80
40
0

DEso: 17.95 pl/ratéon
Intervalo de confianza: 13.54 a 23.80

Fueron empleados grupos de 5 ratones en cada grupo.
La dosis administrada de veneno por ratdn fue de 3DLso (12.027pg/ratén)

5. Caballo 3- 13? sangria
Veneno a probar: M. nigrocinctus
DLso del veneno: 4.009 pg/raton.

ul suero /ratén

% Sobrevida

75.0
50.0
35.0
15.0
10.0

100
100
60
20
0

DEso: 27.14 pl/ratéon
Intervalo de confianza: 18.13 a 40.60

Fueron empleados grupos de 5 ratones en cada grupo.
La dosis administrada de veneno por ratén fue de 3DLso (12.027pg/ratén)

6. Caballo 1- 15% sangria
Veneno a probar: M. fulvius
DLso del veneno: 4.807 pg/ratén.

ul suero /ratéon

% Sobrevida

40.0
35.0
30.0
25.0
20.0

100
80
80
0

0

DEso: 28.57 pl/raton
Intervalo de confianza: 24.52 a 33.28

Fueron empleados grupos de 5 ratones en cada grupo.
La dosis administrada de veneno por ratdn fue de 3DLso (14.421pg/ratén)
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7. Caballo 02- 62 sangria
Veneno a probar: M. fulvius
DLso del veneno: 4.807 pg/raton.

ul suero /raton | % Sobrevida DEso: 78.14 ul/ raFon

5.0 100 Intervalo de confianza: 77.18 a 79.11
80.0 80

77.5 40

75.0 0

Fueron empleados grupos de 5 ratones en cada grupo.
La dosis administrada de veneno por ratén fue de 3DLso (14.421pg/ratén)

8. Caballo 3- 62 sangria
Veneno a probar: M. fulvius
DLso del veneno: 4.807 pg/raton.

P - DEso: 36.13 pl/raton
::)s: ero /raton ‘i/(())gobrewda Intervalo de confianza: 33.92 a 38.47
55.0 100
50.0 80
45.0 80
40.0 80
35.0 40
30.0 20
25.0 0

Fueron empleados grupos de 5 ratones en cada grupo.
La dosis administrada de veneno por ratdn fue de 3DLso (14.421pg/ratén)

9. Caballo 1- 15% sangria
Veneno a probar: M. tener
DLso del veneno: 14.04 pg/raton.

. p DEso: 70.08 ul/ratéon
0,
:lss(l)lero /raton 1/(())gobrev1da Intervalo de confianza: 70.07 a 70.08
70.0 40
65.0 0
60.0 0

Fueron empleados grupos de 5 ratones en cada grupo.
La dosis administrada de veneno por ratén fue de 3DLso (42.12pg/ratén)
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10. Caballo 3- 152 sangria
Veneno a probar: M. tener
DLso del veneno: 14.04 pg/raton.

pl suero /ratéon

% Sobrevida

75.0
70.0
65.0
60.0

100
40
0

0

DEso: 82.06 pl/ratéon

Intervalo de confianza: 76.83 a 87.64

Fueron empleados grupos de 5 ratones en cada grupo.

La dosis administrada de veneno por ratén fue de 3DLso (42.12pg/ratén)
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ANEXO E:

a) GEL SDS-PAGE al 15% de poliacrilamida

kDa 1 2 3 4 5

80— ¢
60
50

40 —>
30—>

25 ——>
20——> -

1: Marcadores de peso molecular.

2:10Ug de eneno de M. tener en condiciones reductoras .
3:10ug de veneno de M. tener.

4: 10ug de veneno de M. fulvius en condiciones reductoras.
5: 10ug de veneno de M. fulvius.

Condiciones reductoras: 2pL de solucién de veneno + 14 PL de agua + 4L de buffer de corrida
desnaturalizante. Calentar a ebullicién durante 5 min. y finalmente centrifugar a 10 000 rpm drante
2 min.

Condiciones no reductoras: 2L de solucién de veneno + 14 UL de agua + 4L de buffer de corrida no
desnaturalizante (sin 2-mercaptoetanol) y sin calentar. Finalmente centrifugar a 10 000 rpm drante
2 min

b)

Caballo 1- Sangria correspondiente a 273 dias, bajo esquema de inmunizacion
trivalente.

Veneno a probar: M. tener

DLso del veneno: 14.04 ug/raton.

pl suero /ratén % Sobrevida DEso: 24.3 pl/raton

Intervalo de confianza: 22.2 a 26.5.

40 100
35 80
30 80
25 60
20 20
15 0

Fueron empleados grupos de 5 ratones en cada grupo.
La dosis administrada de veneno por ratdn fue de 2DLs (28.08pg/ratdn)
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ANEXOF:

Perfil cromatografico de veneno de la es pecie M. fulvius (Tomado de Paniagua, 2011;
tesis en desarrollo).
6.4 mg
RP-HPLC
Columna C-18 semipreparativa
Gradiente de acetonitrilo de 0% a 60% en 60 min.
Flujo: 2mL/min

kk

A280 nm.
mAU |
1000
i *
800 |
600 U 1]
- |
= M
KL
B aRr
o =
jU\ Bt Sor
\-J\J\ S j\-«fm____.___.____.“—
40 50 min

* Fracciones que presentan componentes con un peso molecular aproximado a 7kDa.
**Fracciones que presentan componentes con un peso molecular aproximado a 13kDa.

Perfil cromatografico del veneno de la especie M. tener (Tomada de Benard, 2011; tesis
en desarrollo).

6.4 mg

RP-HPLC

Columna C-18 semipreparativa

Gradiente de acetonitrilo de 0% a 60% en 60 min.

Flujo: 2mL/min

A280 nm.

F2

1200 -

mUA280 nm

1000 -

800 —

F1

600 -

400 -
200 - k

* Fracciones que presentan componentes con un peso molecular aproximado a 7kDa.
**Fracciones que presentan componentes con un peso molecular aproximado a 13kDa y que
presentan actividad fosfolipasa (Benard, 2011; tesis en desarrollo).
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ANEXO G:

Nivel de reconocimiento de sueros de caballo 1 hacia fracciones de veneno de M. tener.
Determinacion llevada a cabo mediante el método de ELIS(Anexo H).
El % de reconocimiento estd definido como el titulo hacia cada fraccién con relacién al veneno completo.

o RECONOCIMIENTO

140.0
130.0
120.0 + =
110.0
100.0
90.0
S0.0
70.0 -
60.0
50.0
40.0
30.0
20.0 ~
10.0 i

0.0 - .

|

Il

|

|

]

L

|

o % 9 N e, X ) b N o 9 R X0 N\ N X b %) Yy
p< o N N » N N N %Q ,-\,Q Vv Y Vv v Vv \ﬂ, 2}

# FRACCION

I Sangria correspondiente a los 98 dias del esquema de inmunizacién trivalente (Suero que no neutraliza al veneno de Mt, Tabla 14)
I Sangria correspondiente a los 210 dias de inmunizacion bajo el esquema monovalente (Suero que si neutraliza al veneno de Mt,Ttabla 11)

I.S’angrl'a correspondiente a los 70 dias bajo el esquema de inmunizacion trivalente (Suero que si neutraliza al veneno de Mt, Tabla 14).
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ANEXO H:
1.- ELECROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA AL 15%
Reactivos:

*Solucion de acrilamida (30% de acrilamida + 0.8% de bis-acrilamida).

*Lower buffer (1.5M de tris + 0.4% de SDS).

*Upper buffer (0.5M de tris + 0.4% SDS).

*Tank buffer (0.25M tris + 0.19M de glicina + 0.1% de SDS).

*Buffer de corrida desnaturalizante (10% glicerol + 2.5% SDS + 50mM tris-HCI pH 6.8 + 5% 2-
mercaptoetanol + 0.002% Azul de bromofenol).

*Solucion de tincién (50% metanol + 10% acido acético + 0.2% de Azul de Coomasie G250).
*Solucion de destincién (10% Metanol + 10% acido acético).

*Agentes polimerizantes: Persulfato de amonio al 10 % y TEMED (1,2-bis dimetilamino-etanol).

Preparacién de geles:

Gel separador (15%) Gel concentrador (4%)

Lower buffer (mL) 1.5 o
Upper buffer (mL) - 0.63
Solucién de acrilamida (mL) 3.0 0.33
Agua deionizada (mL) 1.5 1.54
TEMED (uL) 5 2.5
Persulfato de amonio 10% (pL) 20 12.5

Preparacién de muestras:

Se partié de una solucién de veneno de 5 mg/mL.

Condiciones reductoras: 2pL de solucién de veneno + 14 gL de agua + 4L de buffer de corrida

desnaturalizante. Calentar a ebullicién durante 5 min. y finalmente centrifugar a 10 000 rpm drante

2 min.

Condiciones no reductoras: 2pL de solucién de veneno + 14 PL de agua + 4pL de buffer de corrida no
desnaturalizante (sin 2-mercaptoetanol) y sin calentar. Finalmente centrifugar a 10 000 rpm drante

2 min.
Procedimiento:
Se adiciono un volumen total a cada pozo de 20pL.

En el primer pozo se adicionaron los marcadores de peso molecular y en los siguientes las
muestras.

La corrida se llevo a cabo en un equipo Bio-Rad a un voltaje de 60 Volts hasta alcanzar el gel
concentrador, posteriormente a un voltaje constante de 120 Volts, empleando tank buffer..

La tincion del gel fue realizada con azul de Coomasie G250, durante 1h. La destincidn se realiz6
sumergiendo el gel en solucién de destincion durante 12h aproximadamente.
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2- TITULOS DE ANTICUERPOS CONTRA FRACCIONES DEL VENENO DE M. tener
MEDIANTE ELISA.

La técnica empleada fue la misma que se muestra en la seccion V.3 de la
metodologia. Pero en la 12 etapa (sensibilizado), en lugar de usar veneno completo, fueron
empleadas las diferentes fracciones de veneno de M. tener obtenidas por HPLC (Anexo F.
Benard, 2011, tesis en desarrollo).

El porcentaje de reconocimiento de cada fraccion fue determinado con relacion al
veneno completo.
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