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PRESENTACION

Este proyecto de investigacion forma parte integral de un mega proyecto para la
mejora y optimizacion de procesos en el departamento de sueros heterdlogos de
BIRMEX.

La primera parte del presente trabajo se realizo en los Laboratorios de Bioldgicos y
Reactivos de México S.A. de C.V. (BIRMEX), bajo la direccion del Dr. Carlos Rubén

Ortega Sanchez.

Los venenos de las serpientes Bothrops asper y Crotalus basiliscus fueron
generosamente facilitados por la Gerencia de Produccion de Sueros Heterdlogos
de BIRMEX.

Para el buen fin del presente proyecto se facilitaron las siguientes areas del

Instituto Nacional de Higiene, por cada uno de los responsables:

» Bioterio de ratones
» Departamento de Investigacion

» Departamento de Coordinaciéon Ambiental

La segunda y ultima etapa se concluyé en el Laboratorio de Inmunoquimica Il de la
Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional bajo la

direccion de la Dra. Julieta Luna Herrera.
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RESUMEN
Introduccion. El problema de intoxicacién por veneno de serpiente en el mundo es

crucial ya que se reportan de 30 000 a 40 000 muertes por afio. En México se
informa de aproximadamente 3 850 casos anuales. Hasta el momento, el Unico
producto terapéutico eficiente disponible para neutralizar los efectos del
envenenamiento por accidentes con serpientes y otros animales ponzofiosos son los
antivenenos que contienen los anticuerpos completos o las fracciones F(ab)2
especificas.

Objetivo. Determinar los titulos de anticuerpos IgG totales en tres grupos de ratones
al ser inmunizados con venenos de Crotalus basiliscus y Bothrops asper inoculados
de forma individual y mezclados.

Justificacion. Actualmente el esquema de inmunizacion consiste en mezclar los
venenos para inocular los caballos, se propone inocularlos de forma independiente
para evitar la necesidad de retirar de las plasmaféresis a equinos que no alcanzan
el titulo suficiente de anticuerpos contra la fraccion crotélica a pesar de tener buenos
niveles de proteccion para la fraccion botropica. Esta situacion ha sido observada, lo
gue representa una pérdida en la produccion.

Metodologia. Se determiné la cantidad de proteinas a los venenos de Bothrops
asper (Ba) y Crotalus basiliscus (Cb). Bajo un esquema de inmunizacion se
administré por via subcutdnea 3 pg de proteina de estos venenos a cada ratén de
tres grupos (grupo 1, ratones inmunizados con Ba, grupo 2, ratones inmunizados con
Cb y el grupo 3 fue inmunizado con la mezcla de estos venenos). Se determinaron
los niveles de anticuerpos por medio de la técnica de ELISA indirecta a los 14, 28 y
42 dias. Se realiz6 un analisis estadistico no paramétrico “Mann-Whitney .
Resultados. Se pudo verificar que la mezcla de los venenos aplicados en ratones da
un comportamiento equivalente en la produccion de anticuerpos para cada veneno.
Mientras que cuando se administré de manera individual se observa una diferencia
significativa.

Conclusiones. Por los resultados observados se concluye que el veneno de
Crotalus basiliscus tiene una mejor respuesta inmunoldgica cuando se administra en
combinaciéon con el veneno de Bothrops asper que cuando se administra soélo,
atribuible entre otras causas a factores no descritos que pudieran tener una reaccion

cruzada cuando los venenos se inoculan mezclados en ratones.



1. INTRODUCCION
1.1 MARCO TEORICO

1.1.1 HISTORIA DE LOS ANTIVENENOS

En 1888, Roux y Yersin identificaron la toxina diftérica, en el mismo afio Faber
identifico la toxina tetdnica, poco tiempo después, en 1890 Emil Adolf von
Behring y Shibasaburo Kitasato reportaron las propiedades protectoras del suero
de cobayos inmunizados con las toxinas diftérica y tetanica y sugirieron el uso de
estos antisueros para el tratamiento de dichas enfermedades. La seroterapia
nace cuando Roux utiliza con éxito la antitoxina de Behring para tratar
exitosamente a nifios que padecian difteria severa. Con este trabajo, Behring se
hace merecedor al primer Premio No6bel concedido en medicina y fisiologia en
1901 [Rojas, 2007].

En 1894, Calmette y Bertrand presentaron sus observaciones sobre las
propiedades antitoxicas del suero de animales inmunizados con venenos de
cobra y otras serpientes dando inicio a la seroterapia contra venenos. Tres afios
mas tarde, en 1897, Calmette reportd por primera vez el tratamiento exitoso de
pacientes con suero antiviperino.

Las experiencias en la produccion de sueros hiperinmunes contra venenos de
ofidios, en el Instituto (Seroterapico) Butantan de Sao Paulo, Brasil, motivaron a
Carlos de la Pefia e Isauro Venzor, en el estado de Durango, México a iniciar en
1926 estudios para elaborar un suero hiperinmune contra el veneno del alacran
(Centruroides sufusus sufusus). Con este fin inmunizaron a un caballo
administrandole dosis crecientes de veneno, durante tres meses; iniciando con el
contenido de veneno en 6/10 partes del telson (glandula) hasta llegar a
administrarle el contenido de veneno de 350 telsones. Posteriormente sangraron
el caballo, obtuvieron el suero y determinaron su potencia neutralizante para

usarlo en personas picadas por alacran [Monroy, 1961].



A partir de 1930, en México se contd con la produccién de un suero polivalente
contra los venenos de las especies mas peligrosas causantes del accidente
ofidico a nivel nacional [Vega-Franco, 2007].

Después de que se reconocio la funcion de las inmunoglobulinas en la
inactivacién de los venenos, se comenzé a usar gammaglobulina hiperinmune.
Pero aun asi, habia efectos adversos considerables por las proteinas del suero
heterdlogo, (mal del suero) por lo que se desarrollé la segunda generacion de
sueros con globulinas purificadas, obtenidas del suero de equinos inmunizados.
Y fue asi que se redujeron significativamente los efectos secundarios. Sin
embargo esta generacion de sueros aun causaba manifestaciones indeseables
en algunos casos. Por ello, fue necesario someter las inmunoglobulinas a un
proceso de digestion enzimatica y separar la fraccion Fc, de tal manera que los
antivenenos contienen Unicamente las fracciones variables de Fab o F(ab")2, por
lo que en 1977 el Dr. Alejandro Alagon sugirié llamarlos faboterapicos [Vega,
2007].

1.1.2 SITUACION MUNDIAL

En el mundo hay cerca de 3 000 especies de serpientes (Figura 1) de las cuales
532 son las que llamamos venenosas y son clasificadas de la siguiente forma:
180 elapidos, 52 hidrofidos, 180 vipéridos y 120 crotalidos [Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica 2007].

Los responsables de la mayoria de los accidentes con serpientes en América

pertenecen a la familia viperidae con mas del 90 % de los casos.



Figura 1. Distribucién de serpientes venenosas en el mundo [OMS, 2010].

1.1.3 SITUACION EN MEXICO

En México, debido a sus diversos climas y zonas: neo artica y neo tropical, con
desiertos y selvas que enriquecen la flora y fauna del pais, existen tres
subfamilias de serpientes: Viperidos, elapidos e hidrofilos, en la tabla 1 se hace
mencion a las dos primeras.

Tabla 1. Diferentes serpientes que habitan en la Republica Mexicana [Frayre y col,
2006).

- NOMBRE
FAMILIA GENEROS COMUN
Pelamis Serpientes
Elapidae . . marinas
Micruroides .
) Coralillos
Micrurus
Bothrops
Botriechis Nauyacas
Viperidae Porthidium
Agkistrodon Cantiles
Crotalus
Lepidus
Lachesis
Crotalidos Molos_sus Serpientes de
Polystictus cascabel
Sculatus
Sistrurus




1.1.4 PRODUCCION DE ANTIVENENOS EN MEXICO

Hasta el momento, el Unico producto terapéutico eficiente disponible para
neutralizar los efectos del envenenamiento por accidentes con serpientes,
alacranes y otros animales ponzofiosos son los antivenenos que contienen los

anticuerpos completos o las fracciones F(ab), especificas [De Roodt, 2004].

La escasez de antivenenos se ha convertido en un problema critico de salud a
nivel mundial. Por tal motivo, la innovacion y optimizacion de los procesos de
produccion para obtener una mayor cantidad de antivenenos es fundamental
para cubrir la atencion a todos los accidentes con estos animales ponzofiosos
[OMS, 2010].

Actualmente, los Laboratorios de Bioldgicos y Reactivos de México S.A. de C.V.
(BIRMEX), produce y comercializa los antivenenos: Faboterapico Polivalente
Antialacran y Faboterapico Polivalente Antiviperino. Estos biolégicos contienen la
fraccion F(ab), para neutralizar los componentes téxicos de los venenos de
alacranes y serpientes que provocan los mayores indices de accidentes en
México [Solano, 2012].

Las mordeduras de serpientes en México son un problema sanitario al que debe
prestarsele especial atencion, en la tabla 2 se describen los casos acumulados

en el 2010 y los casos reportados hasta la semana No. 52 del 2011.



Tabla 2. Casos acumulados por mordedura de serpiente en el 2010 y casos reportados

hasta la semana 52 del 2011 [Boletin semana 52/ 2011 Secretaria de Salud].

MORDEDURAS POR SERPIENTE
FEI?DNETI;%'AI'II:\)/ A 2011 (Semana 52) 2010
HOMBRES MUJERES ACUMULADO
Aguascalientes 7 3 19
Baja California 11 14 17
Baja California Sur 8 3 17
Campeche 36 30 48
Coahuila 11 6 27
Colima 21 21 25
Chiapas 131 70 234
Chihuahua 77 43 102
Distrito Federal 34 11 65
Durango 10 8 46
Guanajuato 56 58 115
Guerrero 141 47 108
Hidalgo 198 68 273
Jalisco 64 27 83
México 90 44 173
Michoacan 59 72 78
Morelos 11 10 25
Nayarit 45 26 62
Nuevo Ledn 41 27 75
Oaxaca 399 188 441
Puebla 178 98 343
Querétaro 18 8 33
Quintana Roo 70 47 79
San Luis Potosi 225 107 317
Sinaloa 37 14 72
Sonora 48 14 78
Tabasco 67 37 122
Tamaulipas 48 41 91
Tlaxcala 58 34 66
Veracruz 268 186 364
Yucatan 55 28 77
Zacatecas 31 6 65
TOTAL 2 553 1 396 3740




Este problema intensifica su gravedad debido a que el grueso de estos casos
ocurren en poblaciones donde es dificil tener acceso a un centro de salud u

hospital donde los pacientes pueden ser atendidos oportunamente.

A las serpientes que pertenecen al género Crotalus se les conoce comunmente
como cascabeles. A las integrantes del género Agkistrodon cantiles, a las
Bothrops como nauyacas, a las microrus y macruroides como corales y coralillos
respectivamente. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha calculado 40
mil muertes anuales por mordedura de serpiente de estos reptiles en todo el
mundo [Russell y Walter, 2000].

En México, la Secretaria de Salud (SSA) tiene registrados en los ultimos afios un
promedio de 3 850 casos, de los cuales la mayoria son por nauyaca comun
(Bothrops asper) y por diferentes especies del género Crotalus. [Sotelo 2003].

Ante esta problemética es imperativo abordar nuevas e inmediatas estrategias
para asegurar la disponibilidad permanente de antivenenos eficaces y seguros
y fortalecer los sistemas de produccion de estos tratamientos en todo el mundo
[OMS, 2010].

Los géneros Bothrops y Crotalus son los principales responsables de accidentes
con serpientes en Meéxico, por lo que los antivenenos utilizados para el
tratamiento de las mordeduras de las mismas debe neutralizar los venenos de
estas serpientes [Campbell, Lamar, 2004]. En la figura 2 se muestra la
distribucion geogréfica de las principales serpientes que habitan en la Republica

Mexicana.
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Figura 2. Principales serpientes en México [UNAM, 1991].

En México se conocen unas 700 especies y subespecies de serpientes, de las
cuales solo el 21% posee veneno capaz de ocasionar dafios serios al hombre.
Las serpientes venenosas de nuestro pais estan agrupadas en dos principales
familias: Elapidae y Viperidae; la primera de ellas incluye a las serpientes
marinas (Pelamis) y coralillos (Micruroides y Micrurus); mientras que la familia
Viperidae esta integrada por las serpientes de cascabel (Crotalus y Sistrurus),
las nauyacas (Bothrops, Botriechis, Porthidium, etc.) y los cantiles (Agkistrodon)

[Sistema Unico de Informacion Epidemioldgica, 2007].

Los venenos de serpientes son mezclas complejas de cientos de proteinas y
péptidos cuya funcién es inmovilizar o matar a las presas al mismo tiempo que

inician la digestion de la misma [Menezes, et al., 2006].



Las manifestaciones clinicas del envenenamiento dependen de dos factores
principales: la toxicidad intrinseca y la cantidad de veneno inyectada. Existen
diversos signos y sintomas presentes durante el envenenamiento de los que se

pueden mencionar los siguientes:

Pardlisis flacida,
Coagulopatias y hemorragias,
Dafio y falla renal,

Cardiotoxicidad,

YV V. V VYV V

Dario local en el sitio de la mordedura [Kohn, et al., 2006].

De Roodt condujo un estudio en 2004 donde se estudiaron las actividades
toxicas de los venenos de Bothrops asper, Athropoides nummifer, Agkistrodon
billineatus, Crotalus durissus durissus, Crotalus basiliscus, Crotalus scutulatus,
Crotalus atrox y Micrurus nigrocinctus. A los venenos se les realizaron los
siguientes estudios: Determinacién de la potencia letal, y de las actividades:
hemorragica, necrosante, coagulante en plasma y fibrindgeno, fosfolipasica y
fibrinogenolitica. Los venenos de vipéridos mostraron actividades hemorragicas,
necrosante, coagulante sobre plasma, protrombinica, fibrinogenolitica y
fosfolipasica importantes. Los venenos de mayor potencia letal fueron los de
Micrurus nigrocinctus y Crotalus scutulatus, sin embargo el veneno que presenté
en general potencias toxicas mayores fue el de Bothrops asper. Las especies de
vipéridos pertenecientes a los géneros Crotalus y Bothrops pueden encontrarse
a lo largo de todo el continente mientras que los otros géneros de esta familia
tienen una distribucibn mas limitada: Lachesis se encuentra en Sur y
Centroamérica, Agkistrodon y Sistrurus en Norteamérica y Athropoides,
Bothriopsis, Bothriechis y Porthidium en Centroamérica y Norte de Sudameérica.
En México, si bien no representan uno de los mayores problemas sanitarios, las
mordeduras por serpientes venenosas son comunes en determinadas zonas
poniendo en peligro la vida de los pacientes. Las principales responsables de los
accidentes ofidicos en México son especies de los Géneros Bothrops y Crotalus
[De Roodt y Alagén, 2004].



En México del 2003 a 2007 se registrO un total de 18 848 accidentes por
mordedura de serpiente; los estados con mayor incidencia por este tipo de
lesiones fueron Veracruz, Oaxaca, San Luis Potosi, Hidalgo y Puebla (Oaxaca
es el mas afectado con un total de 2 266 mordeduras, seguido por Veracruz con
2 231 casos). Esto se debe a las caracteristicas geograficas y climaticas de
dichas regiones, que favorecen una diversidad mayor de ofidios. Las especies
gue fueron confirmadas como las causantes de los accidentes dentro de estos
cinco estados fueron Crotalus molossus, Crotalus atrox, Crotalus durissus,
Agkistrodon bilineatus y Bothrops asper (esta Ultima es la serpiente que mas
lesiones ocasiond, con 48% de los casos). Existe un predominio del género
masculino entre las victimas, con 67% de los casos, ya que la mayoria de los
accidentes ocurren al realizar labores agricolas. Llama la atencion que a pesar
de que existen esquemas disponibles para la atencién de las victimas afectadas
por mordedura de serpiente venenosa todavia se presentan casos de
mortalidad, durante este periodo se registraron 2 912 muertes que representan
15.44% del total de los accidentes registrados en estos estados. En cuanto al
grupo de edad mas afectado, los resultados sefialan que el mayor riesgo de
mordedura para cada afio se observd en la poblacién de 25 a 44 afios, con 29%
de los casos. La region anatomica mas afectada, con 72% de los casos
correspondio a los miembros inferiores (tobillos y pies) [Salud Publica de México,
2009].



1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los géneros Bothrops y Crotalus son los principales responsables de accidentes
con serpientes en Meéxico, por lo que los antivenenos utilizados para el
tratamiento de las mordeduras de las mismas debe neutralizar los venenos de
estas serpientes [Campbell y Lamar, 2004].

En BIRMEX, el faboterapico polivalente antiviperino se obtiene inmunizando un
grupo de caballos con la mezcla de venenos de serpientes de los géneros
Bothrops asper y Crotalus basiliscus. Al final del esquema de inmunizacion los
equinos deben tener buenos titulos de anticuerpos protectores contra ambos
géneros y si no es asi, el equino se retira de los pasos siguientes de la
produccion. Esto representa una pérdida en la produccion del faboterapico ya
que aunque el equino normalmente da buenos titulos de anticuerpos contra la
fraccion bothrépica en ocasiones la produccion se ve condicionada a la fraccién
crotalica.

Este estudio se realizé en un modelo murino y busca sentar las bases para tener
alguna evidencia para resolver la problematica de retirar de la plasmaféresis
algunos equinos que no cumplen con los niveles de anticuerpos contra Crotalus
basiliscus aunque tengan buenos niveles de anticuerpos protectores contra
Bothrops asper.

Se propuso un esquema de trabajo que involucra tres grupos de ratones para
ser inoculados con los venenos, un grupo de ratones se inocul6 con Bothrops
asper (Ba), otro grupo con Crotalus basiliscus (Cb) y al tercer grupo se le inocul6
la mezcla de los dos venenos. El presente proyecto se realizd en ratones con el
propoésito de escalarlo posteriormente a caballos.

La pregunta de investigacién planteada fue:

¢,Cual es la respuesta en cuanto a produccién de anticuerpos en ratones
cuando se utilizan esquemas de inmunizacion con venenos individuales de
serpientes del género Bothrops asper y del género Crotalus basiliscus,

comparados con la inmunizacion de la mezcla de estos venenos?
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1.3 JUSTIFICACION

El presente trabajo hace énfasis en la evaluacion de diferentes estrategias de
inmunizacion con los venenos de las serpientes de mayor importancia
epidemioldgica en México, con la finalidad de encontrar diferencias significativas
entre tres esquemas de inmunizacion, y asi buscar la optimizacion del proceso

actual de produccion del faboterapico polivalente antiviperino en BIRMEX.

Se reconocen diferencias inmunogénicas en los venenos de Crotalus basiliscus
y Bothrops asper ya que durante el proceso de produccion de los antivenenos
se requiere aplicar en un mismo equino hasta seis veces mas cantidad de
veneno de Crotalus que de Bothrops [Ortega, 2008], y aun asi, no se asegura
gue los niveles de anticuerpos contra Crotalus sean suficientemente protectores.
Este proyecto se origina de la necesidad de que BIRMEX optimice sus procesos
de produccién, considerando la posibilidad de modificar la estrategia tradicional
de inmunizacidon que consiste en la aplicacion de una mezcla de venenos de
Crotalus basiliscus y Bothrops asper en caballos con la intencién de producir un

antiveneno polivalente (Figura 3).

Se plantea como estrategia alterna de inmunizacion la aplicacion de los venenos
sin mezclarlos es decir, de manera individual en grupos de caballos

independientes y asi se buscaria obtener las siguientes ventajas.

» Evita la competencia inmunoldgica (Fendmeno Antagoénico) entre los
antigenos empleados.

» Favorece la maduracion de los anticuerpos formados hacia los
componentes de un solo veneno.

» Procura un sistema de trabajo menos agresivo para los caballos
productores de antivenenos ya que recibirian una cantidad de toxinas
significativamente menor al aplicar un solo veneno en vez de dos, como
actualmente se realiza.

» Al contar con un sistema de inmunizacién mas racional se puede aspirar a

que la vida de los caballos sera mas larga, comoda y productiva.
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» Evita la necesidad de retirar de la plasmaféresis a equinos que no
alcanzan el titulo suficiente de anticuerpos contra la fraccién crotalica a
pesar de tener buenos niveles de proteccion para la fraccion bothropica.
Esta situacion ha sido observada, lo que representa una pérdida en la

produccion.

Con este proyecto se pretende sentar las bases y analizar qué tan factible seria
el escalamiento a caballos en busqueda de una mejora en la produccion del
faboterpico polivalente antiviperino mediante la inoculacion de los venenos de
forma individual y no mezclados tal como se realiza en otros paises productores
de antivenenos tales como Brasil, Costa Rica y Peru [Rodriguez, 2009], es decir,
destinar un grupo de caballos para inmunizarlos con veneno de Crotalus
basiliscus y otro grupo de caballos inmunizarlos con veneno de Bothrops asper.
El proyecto se realizé en un modelo murino y no en caballos por varias razones

pero basicamente por optimizacion de recursos, por ejemplo:

» La cantidad de veneno inoculada a un ratdbn es mucho menor a la que se
usaria al inmunizar un grupo de caballos.

» No se tuvo la cantidad de equinos naive suficientes para sustentar un
estudio con el soporte estadistico adecuado.

» Es un estudio pionero que tiene como finalidad emprender la busqueda
de nuevas alternativas en los procesos productivos en la obtencion de los
antivenenos y mejorar la calidad de vida de los equinos.

» Se tiene mejor control en los ratones en cuanto a las condiciones de
algunos parametros que podrian influir en los resultados como son:

temperatura, humedad, edad, sexo, raza y alimentacion.
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ESQUEMA ACTUAL ESQUEMA PROPUESTO
VENENO VENENO VENENO VENENO
C. basiliscus B. asper C. basiliscus B. asper

\ 4 \4
CABALLO CABALLO CABALLO
| | ,,
ANTIVENENO PROTECCION PROTECCION
POLIVALENTE C. basiliscus B. asper
\ 4
PROTECCION PROTECCION A('\)lTIVENENO
C. basiliscus B. asper POLIVALENTE

Figura 3. Diagrama de produccién del Faboterapico polivalente antiviperino

actual y el esquema propuesto.

Para evaluar la efectividad del esquema alternativo de inmunizacién se utilizé6 un
modelo murino ya que ofrece ventajas como: facilidad de alojamiento,
alimentacion, cuidados vy facilidad de manejo [NOM-062-ZO0-1999]. Todas
estas caracteristicas redundan en un sistema econOmicamente accesible y
confiable. Una vez que se demuestre la ventaja en la utilizacion del modelo
alternativo se propondra su aplicacién directa a los equinos productores de suero
antiviperino de BIRMEX, procurando conseguir una mejora en el método de

produccion de faboterapicos.
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1.4 HIPOTESIS

Ho: La producciéon de anticuerpos (clase IgG) en ratones NO presenta diferencia
cuando se inoculan los venenos de Crotalus basiliscus y Bothrops asper de

forma individual que cuando se inoculan mezclados.

Ab’s IgG de Bay Cb Mezclados = Ab’s IgG de Ba + Cb

Ha: La produccién de anticuerpos (clase IgG) en ratones es diferente cuando se
inoculan los venenos de Crotalus basiliscus y Bothrops asper de forma individual

que cuando se inoculan mezclados.

Ab’s IgG de Bay Cb Mezclados # Ab’sIgG de Ba + Cb
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1.5 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

» Comparar la produccion de anticuerpos clase IgG totales en un modelo
murino empleando diferentes esquemas de inmunizacién con venenos de
Crotalus basiliscus y Bothrops asper inoculados de forma individual y

mezclados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Realizar un esquema de inmunizacién utilizando adyuvante de Freund y
veneno de serpientes de los géneros Crotalus basiliscus y Bothrops asper

solos y combinados y obtener el antisuero generado en estos animales.

» Determinar la cantidad de antigeno necesaria para la sensibilizacion en la

adaptacion de la técnica de ELISA indirecta.

» Evaluar la produccién de anticuerpos de clase IgG mediante la técnica de
ELISA indirecta en los sueros de los ratones al ser inmunizados con
venenos de serpientes de los géneros Crotalus basiliscus y Bothrops

asper de forma individual y mezclados.

» Realizar un estudio estadistico a los resultados (Absorbancias) de los
sueros de los ratones al ser inmunizados con venenos de serpientes de
los géneros Crotalus basiliscus y Bothrops asper de forma individual y

mezclados.
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2. MATERIAL Y METODOS

VENENOS Y MODELO ANIMAL

En la tabla 3 se describen las caracteristicas de los venenos de Crotalus

basiliscus y Bothrops asper que fueron utilizados en el presente estudio los

cuales fueron generosamente facilitados por la Gerencia de Produccion de

Sueros de BIRMEX.

Tabla 3. Caracteristicas de los venenos utilizados.

VENENO LOTE REGISTRO FECHA DE OBTENCION
Bothrops asper Vba0701 10425 10-NOV-2010
Crotalus basiliscus Vcb0903 10426 28-0OCT-2010

Los ratones fueron proporcionados por la Gerencia de Bioterios de BIRMEX y

sus caracteristicas se describen en la tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas del modelo animal utilizado.

CANTIDAD DE EDAD PESO
RATONES e A 120 PROMEDIO | PROMEDIO
24 01-11 NIH Hembras | 6 semanas 219
48 08-11 NIH Hembras | 6 semanas 22 ¢
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DETERMINACION DE PROTEINAS DE LOS VENENOS DE LAS SERPIENTES

Se realiz0 la determinacion de la concentracion de proteinas a los venenos de
Crotalus basiliscus y Bothrops asper conforme al procedimiento de BIRMEX el
PNOPH228 “Determinacién de proteinas por el método del &cido bicinconinico
de Smith.” El &cido bicinconinico, sal sddica es un compuesto capaz de formar
un complejo parpura intenso con iones Cu™ en medio alcalino este reactivo
forma la base de un método analitico capaz de monitorear el iGn cuproso
producido en una reaccién entre las proteinas con Cu ** en medio alcalino. La
estabilidad del reactivo y el cromoforo proporciona un método para la
cuantificacion de proteinas.

En tubos que contienen concentraciones conocidas, de una proteina estandar
(Albamina sérica bovina) se agrego el reactivo de Smith, incubandose a 37 °C
durante 30 min, determinando la absorbancia en un espectrofotdmetro a 562 nm.

Los resultados en absorbancia para la curva tipo se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados de las absorbancias para la realizacién de la curva tipo de
proteina.

, PROMEDIO
TUBO PR?JQE)'NA ABS%F;BHA”']\'C'A ABSORBANCIA

562 nm
0.0618

1 0 0.0757 0.06683
0.0630
0.1692

2 6.25 0.1478 0.15817
0.1575
0.2249

3 125 0.2268 0.22853
0.2339
0.2759

4 25 0.3806 0.34890
0.3902
0.5056

5 375 0.5206 0.52290
0.5425
0.6399

6 50 0.6494 0.65797
0.6846
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Los resultados en absorbancia para la determinacion de proteina para cada

veneno incluyendo el estandar se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Concentracion de contenido de proteinas de los venenos de Crotalus

basiliscus y Bothrops asper y del estandar.

PROMEDIO DE CONCENTRACION
MUESTRA | DILUCION WOLUEAER || A e ABSORBANCIAS DE PROTEINAS

puL 562 nm

562 nm mg/mL
Bothrops 0.1935

asper 1:100 100 0.1904 0.191 9.9271
0.1888
Crotalus 0.2085

basiliscus 1:100 100 0.2118 0.210 11.5267
0.2084
0.3955

Estandar 11 100 0.4041 0.401 27.9092
0.4036

El resultado de la curva de los promedios para determinar la concentracion de

las proteinas contenidas en los venenos de serpientes de Crotalus basiliscus y

Bothrops asper a una absorbancia de 562 nm se observa en la figura 4. Cabe

mencionar que se aplicé regresion lineal a los datos dando una R*= 0.9771.
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y=10.179x - 13.75
R?=0.9771
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37.5
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Microgramos de proteina

Figura 4. Curva patrén en la determinacion de proteinas.
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FORMULACION DE LOS INOCULOS

La preparacion de los inéculos se llevo a cabo con los venenos de Bothrops
asper y Crotalus basiliscus y la mezcla de ellos con adyuvante completo e
incompleto de Freund y solucidén salina fisiologica. La formulacién para cada
grupo se realizé conforme a las cantidades descritas en la tabla 7. De tal manera
que cada raton en estudio pertenecientes al grupo 1 y 2 recibieron 3 ug de
proteina del veneno de cada serpiente y los ratones del grupo 3 recibieron
ambos venenos (3 ug de proteina de Bothrops asper y 3 ug de proteina de
Crotalus basiliscus). La preparacion se realizd el mismo dia que en que se
inoculd [Ortega, 2008].

Cabe mencionar que soélo en la preparacion del primer inoculo se utilizo
adyuvante completo de Freund con la finalidad de estimular al sistema
inmunoldgico del ratén y propiciar la produccion de anticuerpos. En las
siguientes cinco formulaciones se utilizé adyuvante incompleto de Freund
[Ortega, 2008].

Tabla 7. Formulacion de los inéculos (cantidades para 10 ratones).

PREPARACION DE LOS INOCULOS CANTIDADES

GRUPO 1

Solucioén salina fisiologica 500 pL
Adyuvante de Freund 500 pL
Veneno de Bothrops asper 30 ug
GRUPO 2

Solucion salina fisiolégica 500 pL
Adyuvante de Freund 500 pL
Veneno de Crotalus basiliscus 30 ug
GRUPO 3

Solucioén salina fisiologica 500 pL
Adyuvante de Freund 500 pL
Veneno de Crotalus basiliscus 30 ug
Veneno de Bothrops asper 30 ug
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ESQUEMA DE INMUNIZACION

La inoculacidon se realiz6 simultaneamente a los tres grupos de acuerdo al
programa descrito en la tabla 8. Para ello se trabajo dentro del bioterio de
ratones del Instituto Nacional de Higiene conforme a lo estipulado en el
PNOPO414 H “Uso de roedores para procesos de investigacion, produccion y
control de calidad de biolégicos”.

Dentro del bioterio de ratones se trabajé bajo las especificaciones y
recomendaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales
de laboratorio [NOM-062-ZO0-1999].

Tabla 8. Esquema general de inmunizacion utilizado para los tres grupos de
estudio.

DIA | INOCULO | MUESTRA ADYUVANTE

0 1 Completo de Freund
7 2 Incompleto de Freund
14 3 1 Incompleto de Freund
21 4 Incompleto de Freund
28 5 2 Incompleto de Freund
35 6 Incompleto de Freund
42 3 Incompleto de Freund
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INOCULACION

A los ratones de los tres grupos se inocularon con 0.1 mL del inéculo por via
subcutdnea en el lomo del raton, utilizando diferentes sitios de inoculacién. De
acuerdo al esquema propuesto en la tabla 8. Se reviso peridbdicamente que no

tuvieran lesiones, se corroboro el estado de salud de cada uno de los ratones.

TOMA DE MUESTRA SANGUINEA

Se tomaron muestras sanguineas por via submandibular a los dias 14, 28 y 42
en las fechas indicadas en la tabla 8. Las muestras se centrifugaron a 5 000 rpm
y el suero se colocé en tubos previamente identificados y se almacenaron a una
temperatura de — 20 °C para su conservacion hasta su lectura.

Al término de las pruebas, se dispuso de los animales de experimentacién en

apego al PNO 04504 H “Baja y eutanasia de animales”.

ADAPTACION DE LA TECNICA DE ELISA INDIRECTA PARA EL VENENO
DE SERPIENTE DEL GENERO DE Crotalus basiliscus.

Determinar la cantidad de veneno para sensibilizar las placas de ELISA con 1y
5 ug de proteina de veneno tanto de Bothrops asper (Ba) como de Crotalus
basiliscus (Cb). Se usé solucion reguladora de carbonatos y se dejo en
refrigeracion (entre 2 y 8 °C) durante toda la noche.

Transcurrido el tiempo de sensibilizacion se realizaron diluciones del suero
problema y del anticuerpo secundario a: 1:250, 1:500, 1:1 000, 1:2 000, 1:4 000,
1:8 000, 1:16 000 y 1:32 000 para determinar la cantidad de veneno a usar en la

técnica de ELISA indirecta.

En la Figura 5 se observa una gran similitud en el comportamiento de las
lecturas al utilizar 1 6 5 pg de proteina del veneno de Cb decidiéndose utilizar 1
Hg de proteina para la optimizacion de este recurso. Utilizando diferentes
diluciones del suero problema y del anticuerpo secundario se tomo la decision de
usar la dilucién a 1:4 000, ya que a ésta concentracion se observa una cercania
a la absorbancia 1.
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Figura 5. Cantidad de antigeno (1 y 5 microgramos) a diferentes diluciones para la
adaptacion de la técnica de ELISA indirecta para el veneno de Crotalus basiliscus.

ADAPTACION DE LA TECNICA DE ELISA INDIRECTA PARA EL VENENO
DE SERPIENTE DEL GENERO DE Bothrops asper.

En la figura 6 se observa una gran similitud en el comportamiento de las lecturas
al utilizar 1 6 5 pug de proteina del veneno de Ba por lo cual se decidié utilizar 1
ug de proteina para la optimizacién de éste recurso; a una dilucién de 1:4 000
ya que a esta dilucion a lo igual que Cb se observa una cercania a la

absorbancia 1.
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Figura 6. Cantidad de antigeno (1 y 5 microgramos) a diferentes diluciones para la
adaptacion de la técnica de ELISA indirecta para el veneno de Bothrops asper.

DETERMINACION DE LOS TITULOS DE ANTICUERPOS CLASE IgG
TOTALES POR MEDIO DE LA TECNICA DE ELISA INDIRECTA.

Se adaptdé una técnica de ELISA indirecta para la determinacion de los
anticuerpos contra los venenos de serpientes de los géneros Bothrops asper y
Crotalus basiliscus, obtenidos mediante tres variantes en las inmunizaciones del
estudio [Ortega, 2008].

Los pozos de ELISA se sensibilizaron con 1 pg de proteina de veneno de
Bothrops asper (Ba) y otros pozos fueros sensibilizados con la misma cantidad
de proteina de Crotalus basiliscus (Cb) en solucién reguladora de carbonatos
permitiendo la sensibilizacion durante toda la noche en refrigeracion. Al dia
siguiente el exceso de veneno se retir6 mediante cinco lavados con 100 uL por
pozo de PBS-T. A continuacién se adicion6 150 pL en cada pozo de leche
descremada en PBS como bloqueador y se incubd a una temperatura de 37 °C
durante 1 hora. Pasado este tiempo se retird el exceso mediante cinco lavados
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con 100 pL por pozo de PBS-T. Como siguiente paso se adicioné a cada pozo
100 pL de las diluciones del suero problema en PBS-T (Anticuerpo primario); 1:4
000, 1:8 000, 1: 16 000 y 1:32 000 y incubando a una temperatura de 37 °C
durante 1 hora. Pasado este tiempo se procedi6 a realizar cinco lavados con 100
UL por pozo de PBS-T. Enseguida se adicion6 a cada pozo 100 pL del
anticuerpo secundario en solucion de bloqueo (anti-lgG de raton elaborado en
cabra marcado con peroxidasa marca sigma lote A8924) a una dilucién de 1: 1
000 y también se adicioné 100 uL a cada pozo de sustrato (Orto-fenilendiamina
en presencia de peroxido de hidrégeno en solucion reguladora de citrato fosfato)
y se dejo a temperatura ambiente durante 5 min. teniendo la precaucion de
protegerlo de la luz.

La reaccion se detuvo con 50 pL por pozo de acido sulfarico 2 M y en seguida se
realizé la lectura en un lector de placas de ELISA a una longitud de onda de 492
nm. [Ortega, 2008].
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CONTROLES

Durante todas las realizaciones de la técnica de ELISA se corrieron cinco
controles los cuales se describen a continuacion:

1.- Pozos a los que se les adicion6 el antigeno, el conjugado y el sustrato pero
no el suero problema.

2.- Pozos a los que se les adiciono el conjugado y el sustrato pero no el antigeno
ni el suero problema.

3.- Pozos a los que se les adiciond el antigeno y el sustrato pero no el
conjugado ni el suero problema.

4 Pozos a los que se les adiciono el sustrato pero no el conjugado ni el
antigeno ni el suero problema.

5.- Pozos a los que se les adiciond el sustrato, conjugado y el suero problema

pero no el antigeno.

Para realizar de manera segura y humanitaria las inoculaciones y toma de
muestras de los ratones, se establecié un programa de capacitacion en el
bioterio de ratones del Instituto Nacional de Higiene, donde semanalmente se
realizaron practicas para efectuar las inoculaciones via subcutanea y toma de
muestra sanguinea por diferentes vias con la intencion de adquirir la pericia
suficiente a fin de efectuar estas acciones con el minimo riesgo posible. Cabe
mencionar que el manejo de los ratones (confinamientos o encierros primarios
alimentacion y cuidados) se realizO en base a la NOM-062-Z00-1999,
“Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de
laboratorio.”
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3. RESULTADOS

DETERMINACION DE ANTICUERPOS CLASE IgG TOTALES EN EL SUERO
DE RATONES INMUNIZADOS CON Crotalus basiliscus y Bothrops asper.

Los resultados de los sueros problema a los 14, 28 y 42 dias con respecto a la
cantidad de anticuerpos clase IgG totales, tanto para las muestras de sangre de
los ratones que fueron inoculados con veneno de serpiente de Crotalus
basiliscus (Cb), como las muestras de sangre de los ratones que se inocularon
con veneno de serpiente de Bothrops asper (Ba), se muestran en las figuras 7 y
8 respectivamente. Para el caso de Crotalus basiliscus se observa que se va
incrementando la produccion de anticuerpos conforme aumenta el tiempo y
namero de inoculaciones a los ratones. El mismo fenbmeno se observa para Ba.
Con la diferencia de que Bothrops asper mezclado (BaM) tuvo una ligera

disminucién en la produccién de anticuerpos en comparacion con Ba (Figura 8).
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Figura 7. Produccion de IgG totales inducidos por el veneno de Crotalus
basiliscus y Crotalus basiliscus de la mezcla durante tres muestras a lo largo del
estudio, (14, 28 y 42 dias).
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Se observé como la cantidad de anticuerpos se fue incrementando en medida
que transcurrio el tiempo y el nimero de inoculaciones a los ratones. Las
muestras se tomaron a los 14, 28 y 42 dias. Se observo en las tres muestras que
Cb M presenta un incremento con respecto a Cb.
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Figura 8. Produccién de anticuerpos de la muestra 1, 2 y 3 de Ba 'y Ba M a los dias 14,
28 y 42 respectivamente.

Se observo cdmo la cantidad de anticuerpos se va incrementando. La segunda
muestra en comparacion con la primera y la tercera en comparacion con la
segunda muestra (14, 28 y 42 dias respectivamente). La produccién de
anticuerpos para Ba mostré un ligero incremento en las tres muestras en
comparacion con Ba M. El estudio estadistico que se aplic6 a los datos
obtenidos se concentran en la muestra tres tanto para Ba-BaM como para Cb-
CbM, ya que es después del in6culo seis donde se observa la mayor cantidad de
anticuerpos producidos en los ratones a lo largo del estudio.

Observando la figura 9, en la que se resumen todos los resultados del estudio
se puede apreciar que en la muestra 1 existe una gran similitud en la produccion

de anticuerpos para Cb, Ba, Cb M y Ba M. En la segunda muestra se observo
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que la cantidad de anticuerpos es muy similar para CbM y BaM en comparacion
con Ba y Cb, en esta misma muestra se visualiza como la cantidad de
anticuerpos producidos por Cb es menor que CbM y BaM pero la cantidad de
anticuerpos es todavia menor en comparaciéon con Ba.

En la tercer muestra (figura 9) los resultados muestran un incremento en la
produccion de anticuerpos los datos obtenidos por Ba, BaM y CbM en
comparaciéon con Cb, lo cual es observado desde la muestra 2 hasta la muestra
3.
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\
\
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Muestra 1/ Dia 14 / Inoculo 2 Muestra 2/ Dia 28/ Inoculo 4 Muestra 3/ Dia 42/ Inoculo 6

-0.2

—4—Ba =-Cb —e—=Ba M =a=Ch M

Figura 9. Produccion de anticuerpos clase IgG para BaM, CbM, Ba y Cb durante 3
tomas de muestra una al dia 14 otra al dia 28 y otra al dia 42.

En esta figura se observa como a lo largo de las tres muestras (14, 28 y 42 dias)
la cantidad de anticuerpos se va incrementado conforme se incrementa el

numero de indculos.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un estudio estadistico descriptivo el cual dié un panorama general del
comportamiento de los datos obtenidos y que marca las directrices conclusivas
en torno a los objetivos y a la hipodtesis. En la tabla 9 se describen los valores
obtenidos para la media como medida de tendencia central y la desviacion

estandar como medida de dispersion.

Tabla 9. Estadisticos descriptivos para el estudio de Ba-BaM y de Cb-Cb M.

Sl DESVIACION
DE N MEDIA ESTANDAR
ESTUDIO
Ba 40 1.4205 0.54493
Cb 40 1.0949 0.34560
BaM 1.3421 0.49311
36
CbM 1.3860 0.45754

Se realizé una grafica de caja donde se observa un panorama general (figura 10)
incluyendo los cuatro resultados en cuanto a la produccion de anticuerpos clase
IgG de ratones al ser estimulados con veneno de serpientes de Cb, Ba,
(inoculacion de los venenos de forma individual) y CbM, BaM (inoculacion de los

venenos mezclados).

Se realizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov a los datos para determinar si

nuestra variable se distribuye en forma normal.
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Figura 10. Comportamiento en un gréfico de caja de la produccion de anticuerpos IgG
contra los venenos de Cb, Cb My Ba, Ba M.

En este grafico de caja se representa el comportamiento en cuanto a la
produccion de anticuerpos de Ba, Cb y Ba M, Cb M. Se observa que existe una
diferencia aparente entre Cb y Cb M; mientras que para Ba y Ba M no observa

esta diferencia.

Se realiz6 la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov con un intervalo de
confianza del 95% para determinar si la variable se distribuye en forma normal,
los resultados de esta prueba estadistica se describen en la tabla 10. A la luz de
los resultados obtenidos se observa que BaM y CbM se distribuyen de una forma
normal a diferencia de Cb y Ba, por lo que es necesario utilizar un ensayo no
paramétrico “Kruskal-Wallis” esta prueba estadistica fue seleccionada por dos
motivos:
a) Se usa para grupos con distribuciones no paramétricas (no gaussianas).

b) Se usa para grupos que tengan mas de 50 valores.
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Tabla 10. Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov para determinacion de
los grupos de trabajo.

GRUPO Kolm(_)gorov-
Smirnov
Ba 0.2*
BaM 0.001
Cb 0.2 *
Cb M 0.004

* Este es un limite inferior de la significacién verdadera

Los resultados de la prueba estadistica Kruskal-Wallis se muestra en la tabla 11.

Tabla 11. Prueba estadistica de Kruskal-Wallis y prueba de Mann-Whitney.

GRUPOS DE ESTUDIO KruskaFI)-Wallls Mann-\éVhltney

Ba

0.51
BaM

0.03

Cb

0.01
CbM

El valor de p para la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis es de 0.03, lo cual
nos indica que si existe una diferencia significativa entre los grupos de estudio.
Posteriormente se aplicé una prueba estadistica adicional para determinar entre
gué grupos de estudio se encuentra la diferencia; para esto se uso la prueba de
“Mann-Whitney” la cual indico que la diferencia significativa (p=0.01) esta en los

grupos de estudio de Cb y CbM.
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4. DISCUSION

Las mordeduras de serpientes afectan la vida de 4.5 millones de personas en el
mundo, dafan a 2.7 millones y causan la muerte de 125 000 personas. Se trata
de una afeccidén, que en pleno siglo XXI se sigue manejando de manera

negligente.

La mayor cantidad de casos se presenta en los tropicos, donde muchas
naciones permanecen en vias de desarrollo o padecen pobreza por gobiernos y
conflictos sociales, carecen de recursos, padecen altos indices de enfermedades
y falta de alimentos ademas de que por las condiciones sociales actuales, el
hombre en su afdn de urbanizacion, ha invadido los hébitats naturales de estos

animales.

Las mordeduras de serpientes se encuentran subestimadas, ignoradas y no se
les ha dado la importancia debida desde hace muchos afios. Estos accidentes,
comunes en las areas rurales de muchos paises tropicales en vias de desarrollo,
afectan principalmente a nifios y trabajadores agricolas quienes carecen de voz
y representacion eficiente que canalicen y hagan escuchar sus demandas y

necesidades.

Las intoxicaciones causadas por las mordeduras de serpientes se tratan
adecuadamente con los sueros hiperinmunes o antivenenos cuya eficiencia ha
sido bien demostrada, los cuales deben encontrarse en donde mas se necesiten
y que el personal médico esté bien capacitado y calificado en su uso.

La Organizacion Mundial de la Salud, reconoce la necesidad de impulsar los
sistemas de produccion de antivenenos a nivel mundial con el fin de hacerlos
mas eficientes y satisfacer la demanda de estos productos en las regiones

donde mas se necesitan.

32



Una de las limitaciones técnicas mas importantes que frenan la produccion de
antivenenos es la baja inmunogenicidad de algunos venenos, como es el caso
de Crotalus basiliscus.

El suero antiviperino se prepara de manera tradicional utilizando la mezcla de los
venenos de Crotalus basiliscus y Bothrops asper aplicados a equinos en dosis
de potencia ascendentes con la finalidad de generar una respuesta inmune
humoral suficiente para neutralizar los efectos de los venenos que le dieron

origen.

Hasta el momento en la literatura consultada no hay reportes que mencionen
estudios relacionados a la produccion de antivenenos utilizando cualquier
modelo animal e inocularlos con venenos mezclados 6 inoculando un sélo
veneno del género Bothrops asper y Crotalus basiliscus. Ya que cada pais
fabrica sus antidotos en correspondencia con los tipos de serpiente que

predominan en él.

Una manera de mejorar el sistema de produccion de suero antiviperino es
a través del estudio y comparaciéon de diferentes esquemas de inmunizacion con
la finalidad de conocer si la aplicacion de venenos individuales en animales
resulta en mejores titulos de anticuerpos que la mezcla de ellos como se realiza
de manera tradicional en BIRMEX. En el presente trabajo se compararon tres
esquemas de inmunizacién que involucran el uso individual de veneno de
Crotalus basiliscus y Bothrops asper aplicados a grupos independientes de

ratones y la mezcla de ambos a un tercer grupo de ratones.

Cada uno de los esquemas de inmunizacion se aplicé para poder establecer su
capacidad de inducir una eficiente respuesta inmune humoral en ratones.
Se apreciaron diferentes respuestas dependiendo del esquema de inmunizacion
utilizado, es decir, al aplicar los venenos de manera independiente o mezclados;
dichas respuestas fueron demostradas en los niveles de anticuerpos de clase

IgG totales.
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De manera general, podemos decir que, tanto los esquemas de inmunizacion
con venenos independientes como el esquema con los venenos mezclados
generaron un incremento significativo de los titulos de anticuerpos conforme
avanzaba el nimero de inmunizaciones hasta alcanzar el maximo titulo después
de seis inoculos.

Sin embargo, existen aspectos particulares para cada veneno ya que al
comparar el titulo de anticuerpos de los diferentes esquemas al final estos en el
dia 42, se obtuvo que el titulo de anticuerpos para Crotalus basiliscus resultd ser
menor cuando se aplica solo a los ratones que cuando se aplica mezclado con
Bothrops asper (figura 9). Esta diferencia es estadisticamente significativa con
una p < 0.05.

En contraste, la respuesta hacia el veneno de Bothrops asper muestra una
tendencia hacia el incremento (figura 9), sin ser estadisticamente significativa
(p> 0.05), cuando se aplica solo que cuando se aplica mezclado con el veneno

de Crotalus basiliscus.

Lo anterior nos sugiere que el uso de un esquema de inmunizacion usando
venenos de manera individual no seria lo mas adecuado en nuestro modelo de
ratdn, al menos para el caso de C. basiliscus pues este presento titulos menores
y aunque el titulo para B. asper es similar si se usa de manera individual o como
mezcla, la aplicacion simultanea del veneno de C. basiliscus junto con el veneno
de B. asper en el in6culo hace que se presente un ligero aumento del titulo de

anticuerpos, lo cual pudiera explicarse por una reactividad cruzada.

Actualmente en la produccion de sueros antiviperinos en BIRMEX se tiene que
en el plasma de caballos inmunizados con la mezcla de venenos de las especies
agui estudiadas, el contenido de anticuerpos expresado como DLsg (capacidad
neutralizante) es menor cuando se mide para la fraccidn crotalica en
comparacion con la fraccion botrépica, sin embargo como se menciond al
principio esto es usando una mezcla de venenos como indculo, ahora en base a
nuestros resultados el uso del veneno de C. basiliscus individual muestra un

menor titulo de anticuerpos que si se usa junto con el veneno de B. asper; si
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hacemos la suposicion que podria probablemente presentarse la misma
situacion en el modelo de caballo (especie usada en el proceso de BIRMEX) los
titulos para C. basiliscus o bien la capacidad neutralizante daria aun menor, lo
que nos indica que el uso de la mezcla de veneno produce una respuesta
inmune efectiva reflejada en el aumento del titulo de anticuerpos y por lo tanto
en la neutralizacion de venenos de ambas especies.

Por otro lado se demostrd en un ensayo realizado en este estudio (resultados no
mostrados) que el suero de ratén que fue inmunizado con veneno de B. asper
reconoce proteinas presentes en el veneno de C. basiliscus en mayor cantidad
que de las que el suero de C. basiliscus reconoce en el veneno de B. asper.

Lo anterior no es raro pues se ha reportado la similitud antigénica entre toxinas
de especies de serpientes genéticamente relacionadas, y por lo tanto los sueros
antiviperinos pueden neutralizar venenos que no han sido usados en esquemas

de inmunizacion.

Ortega 2008, determind la cantidad de veneno a utilizar para inmunizar a
ratones (0.3 pg de proteina por ratén) siendo esta cantidad la idonea para
estimular el sistema inmunolégico en el ratén respondiendo asi con la

produccion de IgG con el menor dafio posible para el raton.

Este tipo de estudio es importante para establecer si el inoculo usado para
inmunizacion de los caballos requiere incluir una mezcla de venenos o veneno

individual.

En relacion al estudio estadistico para este ensayo podemos mencionar que el
comportamiento de los datos (absorbancias) es muy variado ya que los valores
obtenidos de Ba y Ba M tienen un comportamiento normal pero Cb y Cb M no
presentan un comportamiento gaussiano. Para éste analisis se realiza la prueba
de Kruskal-Wallis la cual nos indica que efectivamente existe una diferencia
significativa entre los grupos de estudio, y para saber que grupo es, se recurre a
otra herramienta estadistica “prueba de Mann-Whitney” en la cual se observa
que si existe una diferencia significativa con un valor de p=0.01 cuando se
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inmunizan los ratones con veneno de serpiente del género Crotalus basiliscus y

Crotalus basiliscus mezclado, por lo tanto no se acepta Ho.

Los resultados de la prueba estadistica de Mann-Whitney dio un valor de p de
0.51 para Ba comparado con BaM, esto nos indica que no hay diferencia

significativa entre estos métodos de inmunizacion.

Solano en 2012 demostré que la capacidad neutralizante de un faboterapico
experimental contra el efecto letal de B. asper es >1547.92 mientras que la
proteccion que confiere el mismo faboterapico contra C. basiliscus, es >858.26

lo cual confirma que B. asper tiene mayor capacidad inmunogénica

El mayor titulo de anticuerpos que presenta B. asper en este estudio se pudiera
explicar a que en patrones electroforéticos en una dimension realizados para
venenos de estas especies, B. asper presenté mayor cantidad de bandas con
respecto a C. basiliscus, es decir, en el veneno de B. asper estan presentes
proteinas que no lo estan en C. basiliscus, pero no sabemos si este mayor titulo
pueda estar dado por estas proteinas o que las proteinas contenidas del veneno
de B. asper sean mas inmunogénicas, se ha reportado que muchas proteinas
del veneno no son toxicas y muchas de bajo peso molecular son altamente
toxicas pero menos inmunogénas. En consecuencia, la relacién dosis-eficacia de
antivenenos se ve afectada por la presencia de anticuerpos contra moléculas no
toxicas y la falta de anticuerpos neutralizantes para toxinas de bajo peso

molecular [Calvete, 2009].

Actualmente se sabe que el veneno de estas serpientes contienen proteinas que
pertenecen al menos a ocho familias entre estas: metaloproteasas, serina
proteinasas, proteinas C tipo lectinas, L-amino acido oxidasa, desintegrinas,
fragmento DC, proteina secretora rica en cisteina y fosfolipasa A2. Sin embargo,
aun no se conoce detalladamente la composicion del veneno de C. basiliscus no

asi para B. asper.
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En un estudio de proteGmica de venenos se compararon el porcentaje total de
proteinas de venenos entre especies de B. asper y C. atrox donde para la
fosfolipasa A2 y serina proteasas la concentracion es similar con C. atrox y
menor para L-amino acido oxidasa y metaloproteasas, donde las
metaloproteasas juegan un papel importante en actividades biolégicas como

desfibrinogenante y coagulante.

También se menciona que estas proteinas son las que originan una mejor
respuesta, ya que son potentes estimuladoras de las células T donde es sabido
que las proteinas de alto peso molecular frecuentemente resultan buenos
inmundgenos; sin embargo, existen moléculas grandes poco complejas y
consecuentemente menos potentes. Por el contrario, otras de menor tamafio
pero con gran complejidad estructural son mas efectivas, el peso molecular de
las proteinas pertenecientes a las familias aqui mencionadas oscila entre: 15-30
kDa para fosfolipasa A,, 20-70 kDa metaloproteasas, 25-30 kDa serina
proteasas, 125 kDa L-amino acido oxidasa esto para la especie B. asper
[Angulo, 2009].

Por otro lado en un articulo se reportd que la baja potencia para algunas
especies de Crotalus es debido a que el veneno de algunas Crotalus (Crotalus
durissus terrificus, C.d. cumanensis) poseen una neurotoxina miotdxica
(crotoxina) muy especifica haciendo que los antivenenos no presenten titulos
neutralizantes adecuados. Lo cual podria explicar los resultados en este estudio
[Otero, 2001].

En un articulo se analiz6 un antiveneno bothrépico-crotalico, se menciona que es
una mezcla inmunogénica debido a que posee no solo veneno de Bothrops sino
también de C. d. terrificus, cuya fosfolipasa (crotoxina) aunque cruza
inmunoquimicamente con las fosfolipasas de las Bothrops es muy diferente a la
mayoria de estas, describiéndose una mejor neutralizacion de la actividad
fosfolipasa de los venenos bothropicos por los antivenenos especificos [de
Roodt, 2006].
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También se ha visto que C. simus es abundante en metaloproteasa y pobre en la
neurotoxina dimérica fosfolipasa A2 complejo “crotoxina” pero C. durissus
presenta bajas cantidades de metaloproteinasas y alta concentracion de
crotoxina por lo tanto tiene alta toxicidad y provoca diferente fisiopatologia

comparada con el veneno de C. simas [Gutiérrez, 2011].

Con lo anterior podemos decir que al presentar similitud evolutiva entre
diferentes Crotalus, el veneno de Crotalus basiliscus podria contener baja
cantidad de metaloproteasa como el caso de C. atrox, ademas la presencia de

una crotoxina especifica provocaria los bajos titulos.
Finalmente queda el cuestionamiento si la neutralizacién del suero antiviperino

hacia los venenos de ambas especies pudiera estar dada principalmente por el

suero de B. asper.
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5. CONCLUSIONES

En base a los resultados se concluye que pudiera existir una sustancia no
descrita hasta el momento (molécula o proteina) en el veneno de
Bothrops asper que desencadena una reaccion cruzada cuando se

inocula mezclado con Crotalus basiliscus en ratones.

Con fundamento a los resultados del andlisis estadistico NO se acepta Ho
ya que Si se encontraron diferencias significativas entre inocular veneno
de serpientes del género Crotalus basiliscus sélo y Crotalus basiliscus

mezclado con Bothrops asper en un modelo murino.

La técnica de ELISA indirecta es util para la determinaciéon de IgG contra

los venenos estudiados.

Se aprecia una tendencia hacia el incremento de la producciéon de IgG
cuando se utiliza el veneno de Crotalus basiliscus mezclado que cuando

se aplica solo.
No hay diferencia aparente entre aplicar veneno de Bothrops asper de

forma individual que cuando se aplica mezclado con Crotalus basiliscus

en un modelo murino.
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6. PERSPECTIVAS

Realizar pruebas de western blot en una y dos dimensiones encaminadas
a buscar y purificar una sustancia no descrita hasta el momento (molécula
o proteina) del veneno de Bothrops asper la cual esta propoiciando una
reaccion cruzada cuando se inocula mezclado con Crotalus basiliscus en

ratones.

Con base en los efectos de adyuvante de Bothrops asper con respecto a
Crotalus basiliscus  se propone que a esta proteina o conjunto de
proteinas se le realicen estudios para poderse utilizar como adyuvante en

la formulacién de vacunas o medicamentos.

Con base en los resultados del presente estudio se propone un

escalamiento en caballos.

Se propone la técnica de ELISA indirecta como una prueba de control de
calida alterna para evidenciar la adecuada produccion de anticuerpos de

los equinos durante los esquemas de inmunizacion.

Realizar las pruebas de proteccion con el suero problema para determinar

si los anticuerpos producidos son protectores.

Se propone este tipo de estudio para la posibilidad de producir
faboterapicos monovalente antiviperino en relacion a las diferentes
especies y géneros de cada uno de los Estados de la Republica

Mexicana.

Con base en los resultados obtenidos se sugiere inocular ratones con
venenos de B. asper y llevar a cabo un andlisis mediante la técnica de
wenstern blot para determinar si existe proteccién cruzada contra el

veneno de otras especies ya que en este estudio se demostro que Ba es
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un excelente inmunégeno aun sin mezclarlo con el veneno de C.
basiliscus.

Determinar capacidad neutralizante de sueros inmunizados con
antivenenos orientado hacia las actividades biolégicas de los venenos

como hemorragica, necrosante, coagulante y desfibrinogenizante.
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8. APENDICE
8.1 Numerales de la NOM-062-ZO0-1999 “Especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.” que aplican al

bioterio de ratones donde se trabaj6 con los ratones.

4.3.2. Usuarios dentro de la institucion.

Es obligacion de la instituciéon donde se realiza investigacion cientifica, desarrollo
tecnolégico e innovacion, pruebas de laboratorio y ensefianza, con animales de
laboratorio, asegurar que el personal profesional, técnico y estudiantil, esté

capacitado para realizar los procedimientos con animales de laboratorio.

4.6. ldentificacion y registro.

Las tarjetas.- Se colocan en las jaulas o cajas y los datos que en ella figuran
corresponden a la identificacion que llevan los animales que contienen. Se
pueden asentar datos sobre la procedencia, método de reproduccion,
inoculaciones, cirugias a que han sido sometidos y nombre del responsable el

proyecto de investigacion.

5.1. Roedores: Rata, raton, cobayo, hamster y jerbo.

5.1.6. Manipulacion e inmovilizacion.

Las técnicas de sujecion, manipulacion e inmovilizacidon que se realicen en el
bioterio deben estar acordes con los principios humanitarios internacionales
aceptados, aprobados por el Comité y supervisadas por el Médico Veterinario
responsable.

8.2. Administracion de fluidos y sustancias.

La administracion parenteral de fluidos y sustancias debera hacerse conforme a

las practicas clinicas y cientificas generalmente aceptadas en el animal sujeto o

inmovil. Si la técnica causa estrés o dolor, se usaran sedantes, analgésicos o

anestésicos, a menos que esté contraindicado en el protocolo experimental, en
45



cuyo caso debera contar con la aprobacion del Comité Interno Para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL).
9.0 Eutanasia

9.4.1.3. Bidxido de carbono (CO,).

9.4.1.3.1. Es el método mas recomendable para la eutanasia de varias especies
de mamiferos tales como: ratas, ratones, cobayos, perros, hamsteres, conejos y
gatos debido a su rapido efecto depresivo y anestésico que conduce a la muerte
por hipoxia en pocos minutos, esta facilmente disponible en cilindros de gas
comprimido, es barato, no inflamable, no explosivo, y seguro de operar por el

personal, no se acumula en los tejidos y no deforma la arquitectura celular.

9.4.1.3.3. Solo se permite que la fuente de CO, sean cilindros de gas
comprimido liberado en una camara cerrada; es preferible que la camara se
gasifique, previo a la introduccion de los animales a una concentracion minima
de 70%. Con el animal en la camara, el flujo de CO, debe reemplazar por lo

menos el 20% del volumen total de aire por minuto.

10. Medidas de bioseguridad y salud ocupacional para el personal involucrado

con la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

10.3.8. El acceso a las diversas instalaciones de la unidad de cuidado animal
estard restringido al personal autorizado.

10.4.5. La utilizacion de guantes desechables, cubrebocas, cofia, batas,
overoles, botas o cubiertas para zapato es deseable y dependera de las
circunstancias especiales de cada unidad.

10.4.6. El uso de prendas externas como batas, overoles, botas, gorros, que se
utilicen dentro del &rea de mantenimiento, no deben ser utilizadas fuera de esta

area.

46



10.4.7. La ingestion de comida o liquidos, asi como el uso de tabaco y la
aplicacion de maquillaje dentro del area de los animales estara prohibida. Puede
haber un area especialmente disefiada para tal fin en la unidad.

10.4.9. Deben existir contenedores especiales para manejo de material cortante.

10.5.4. Todo el personal sera sometido a evaluacibn meédica peridédica de
acuerdo a las circunstancias particulares de la unidad de cuidado animal.

10.6. Disposicion finales de productos bioldgicos, excretas y cadaveres.
10.6.1 El manejo con respecto a la disposicion final de productos bioldgicos,

excretas y cadaveres sera determinado de acuerdo con lo establecido en la

NOM-087-ECOL-1995, y cualquier otra disposicion aplicable en la materia.
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8.2 PREPARACION DE SOLUCIONES Y REACTIVOS

Y VvV

YV V.V V V V V V V V V V

Solucion de carbonatos 0.1 M a un pH de 9.6 para sensibilizar los pozos
de las placas de ELISA.

1.25 g de leche descremada Svelty en 25 mL de PBS 10 X.

Sueros problema como anticuerpo primario.

Conjugado (Anti IgG de cabra antiraton conjugado con peroxidasa, con 38
961 pL de diluyente y 39 uL de anticuerpo secundario con una dilucién
final 1:1 000

Sustrato 20.56 mL.

Solucién reguladora de fosfatos 0.2 M.

Solucién reguladora de citrato 0.1 M.

Ortofenilendiamina 6 mg.

Solucion de acido sulfurico (H2SO4) 2 M.

NacCl, 800 mg.

Fosfato de potasio monobasico anhidro 20 mg.

Fosfato de sédio dibasico anhidro, 115 mg.

Solucion de PBS-T al 0.05 %.

Tween 20.

PBS 10 X, 100 mL.

Agua destilada.
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