Articulos

theoréma
Vol 2, N° 2, pp.75-83 (UNMSM, Lima 2015)
ISSN 2312-6450

CIENCIAS BIOLOGICAS

Produccion de anticuerpos policlonales contra tres venenos de
serpientes peruanas y su evaluacidon por métodos inmunoenzimaticos

Production of policlonal antibodies against three Peruvian snake venoms and its
evaluation by immunoenzymatic methods

Gustavo Sandoval’, Julio Mendoza? Dan Vivas?, Fanny Lazo* Edith Rodriguez?,
Yrma Espinoza®y Armando Yarlequé’*
Universidad Nacional Mayor de San Marcos

RESUMEN

Los envenenamientos por serpientes de los géneros Bothrops
y Lachesis son los més frecuentes registrados en el pais, por
lo que se hace necesario desarrollar métodos inmunoenzi-
maticos para identificar el tipo de serpiente responsable. Por
esta razon, el objetivo del presente trabajo fue producir anti-
cuerpos policlonales en modelos experimentales contra los
venenos de B. atrox, B. barnettiy L. muta'y evaluar su reac-
tividad cruzada por métodos inmunoenzimaticos. Para este
fin, se siguié un protocolo de inmunizacién en conejos albi-
nos (2 kg) por 90 dias utilizando venenos completos de las
tres especies de serpientes. Los venenos fueron analizados
por electroforesis en geles de poliacrilamida, mientras que
las IgG obtenidas al final de los protocolos fueron analizadas
por ELISA y Western Blot. Dentro de los resultados obtenidos,
el esquema de inmunizacion permitié obtener anticuerpos a
partir del dia 20 del protocolo y el titulo de los sueros al final
del proceso fue calculado en 64000. Los valores de reactivi-
dad cruzada por ELISA utilizando el suero anti-B. atrox alcan-
zaron valores de 25% y 4% contra los venenos de B. barnetti
y L. muta, respectivamente. De los experimentos de Western
Blot se obtuvieron bandas de reactividad en el rango de 14.3
a 97 kDa. Por esta razon, se concluye que los venenos en estu-
dio son altamente inmunogénicos por lo que las IgG obteni-
das pueden ser utilizadas para la evaluacién de la reactividad
cruzada y la posterior elaboracién de un kit de diagnéstico
rapido del envenenamiento por estas serpientes.

PaLABRAs cLAVE: ELISA, inmunizacién, Bothrops, Lachesis,
anticuerpos policlonales

ABSTRACT

In Peru, bites caused by snakes of genus Bothrops and
Lachesis are the most important recorded, and the iden-
tification of responsible snake is a poorly attended issue,
so it is highly recommended to develop immunochemical
methods for this purpose. The aim of this research was to
produce polyclonal antibodies against venoms of B. atrox,
B. barnetti and L. muta, and to evaluate its cross-reactivity
by immunoenzymatic methods. To reach this objective,
an immunization protocol using New Zealand white rab-
bits (2 kg) was followed, using complete venoms of three
snake species. Venom content was analyzed by SDS-PAGE,
while 1gGs obtained at the final of protocol were analy-
zed by ELISA and Western Blot. As part of the results, the
immunization schedule allowed producing antibodies
from day 20 and sera title was 64000. Cross-reactivity va-
lues were 25% and 4% using anti-B. atrox serum against
B. barnetti and L. muta venoms, respectively. In Western
Blot experiments, reactivity bands were obtained in a ran-
ge of 14.3 and 97 kDa. In conclusion, the venoms in stu-
dy are highly immunogenic and produced IgGs could be
used to evaluate cross-reactivity and to elaborate a kit for
rapid diagnosis of envenomation by these snake’s bites.
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Introduccion

a Selva peruana cuenta con una gran

variedad de animales venenosos, las

serpientes constituyen el grupo mas

representativo. Hasta la fecha, se han
identificado casi 40 especies de serpientes ve-
nenosas, la mayoria de las cuales pertenecen
a la familia Viperidae, caracterizada por su pe-
ligrosidad, y en algunos casos su agresividad.
Estas serpientes incluyen a Bothrops brazili,
Bothrops pictus, Bothrops barnetti 'y Bothrops
atrox "Jergoén’, siendo esta ultima responsable
del 90% de accidentes ofidicos reportados a
nivel nacional; asimismo se incluye a la espe-
cie Lachesis muta “Shushupe”, la cual presen-
ta una mordedura muy tdxica y su presencia
causa panico en las poblaciones nativas, y a
Crotalus durissus, una especie con un veneno
fuertemente neurotoéxico y se le encuentra
frecuentemente en la regién de Sandia, Puno
y Madre de Dios, al sureste del Peru (1).

El envenenamiento por serpientes es con-
siderado un problema de salud publica en el
Perd, afectando a las poblaciones rurales, co-
munidades nativas, asi como granjeros, ma-
dereros, mineros y turistas (2). Este panorama
se agrava debido a la falta de conocimiento y
herramientas de diagndstico apropiadas para
determinar la especie de serpiente responsa-
ble de una mordedura y, por supuesto, esta-
blecer el tratamiento éptimo que permitaa las
personas mordidas una rapida recuperacion.

En el tratamiento de mordedura de ser-
pientes, el mejor método es la terapia espe-
cifica con antivenenos o sueros antiofidicos.
Entre estos, los antivenenos polivalentes, pre-
parados usando una mezcla de venenos para
la inmunizacion en caballos, son efectivos en
este procedimiento. Sin embargo, la recupe-
raciéon de la victima es lenta y se necesita de
grandes volumenes de antivenenos, por el
retraso en la atencién del paciente, principal-
mente debido a una incorrecta identificacion
de la serpiente responsable (3). Por ello, es

necesario el empleo de herramientas de diag-
néstico temprano que permitan identificar a
la serpiente responsable de una mordedura,
con lo cual se puede asegurar una correcta
administracién de los antivenenos correspon-
dientes con la maxima eficiencia (4,5).

Hasta la fecha hemos podido desarrollar
técnicas bioquimicas destinadas a la iden-
tificacion y neutralizacién de los venenos
(5,6,7,8). Asi también se ha logrado obtener
importante informacién sobre las caracteris-
ticas bioquimicas y bioldgicas de algunas en-
zimas que tienen particular acciéon durante el
envenamiento como la fosfolipasa A, (69)y
las enzimas similares a trombina (8). Sin em-
bargo, un conocimiento mas profundo de
las caracteristicas de una ponzona se logra a
través de su utilizaciéon en la inmunizacién de
animales de experimentacion a fin de obtener
anticuerpos policlonales especificos y asi es-
tudiar las posibles reacciones cruzadas entre
estos venenos y los antivenenos producidos
(16). Esto nos permitira abrir un camino para
el disefo y formulacién de un kit de deteccion
del envenenamiento por serpientes peruanas.

Por esta razdn, el objetivo del presente es-
tudio fue obtener de forma experimental an-
ticuerpos policlonales especificos contra las
ponzonas de Bothrops atrox “jergén’, Bothrops
barnetti “sancarranca” y Lachesis muta “shus-
hupe’, y estudiarlas mediante las técnicas
inmunoquimicas de ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay) y Western Blot.

Materiales y métodos
Material biolégico

Se utilizaron los venenos de las serpientes
Bothrops atrox, Bothrops barnetti y Lachesis
muta, obtenidos de especimenes manteni-
dos en el Serpentario “Oswaldo Meneses”
(UNMSM) (Fig. 1). Estos venenos fueron ex-
traidos por presion manual de las glandulas
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Fig. 1. Serpientes venenosas de importancia
en salud publica: A) Bothrops atrox “jergén’, B)
Lachesis muta “shushupe’; C) Bothrops barnetti
“sancarranca”

venenosas, para luego ser liofilizados y poste-
riormente mantenidos a -20 °C hasta su uso.
Para la obtencion del suero hiperinmune se
emplearon conejos albinos machos Nueva
Zelanda (2.5 kg de peso aproximadamente),
los cuales fueron mantenidos en el Instituto
de Medicina Tropical “Daniel Alcides Carrion”
- UNMSM.

Fig. 2. Procedimiento para la estandarizacion de
la técnica de ELISA indirecto para la deteccion de
anticuerpos anti-veneno. El antigeno (veneno)
es colocado en las placas y se cubre con el suero
problema (suero de conejo), para luego detectar
los inmunocomplejos formados mediante un
conjugado (anti-lgG de conejo conjugado con
fosfatasa alcalina) y el empleo del sustrato
respectivo (p-nitrofenil fosfato).

Determinacion de proteinas

Las proteinas analizadas fueron cuantificadas
mediante la absorbancia a 280 nm emplean-
do un espectrofotometro UV-VIS de acuerdo
al método de Warburg y Christian (10). Asi
también se emple6 el método de Lowry (11),
modificado por nuestro laboratorio (19). En
ambos casos se uso a la proteina albimina sé-
rica bovina (BSA) como estandar.

Protocolo de inmunizacién

Los venenos completos de B. atrox, L. mutay B.
barnettia una concentracion de 1 mg/mL, fue-
ron preparados en buffer fosfato salino (PBS)
0.15 M pH 7.4, y posteriormente combinados
con un volumen equivalente de adyuvante
de Freund completo (CFA, Sigma-Aldrich). La
mezcla fue emulsificada completamente e
inyectada por via intradérmica, en el dorso
de cada uno de los conejos albinos de raza
Nueva Zelanda (2 kg, aproximadamente) en
voliumenes de 0.25 mL. Luego de 10 dias se
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aplicaron tres dosis de refuerzo preparadas
con adyuvante incompleto de Freund (IFA,
Sigma-Aldrich) a intervalos de 30 dias. Diez
dias después de aplicada cada dosis de re-
fuerzo, se extrajo sangre a partir de la vena
marginal de la oreja, a fin de evaluar la pre-
sencia de anticuerpos reactivos en el suero
contra el veneno en estudio.

Deteccion y cdlculo del titulo de anticuerpos
contra los venenos

Se realizo mediante la“técnica de ELISA” (12)
(Fig. 2), siguiendo el método de titulacion a
punto final (13). En primer lugar se estanda-
rizé la cantidad de antigeno a emplear abar-
cando un rango de concentracion de 0.065
a 1 ug/mL. Luego, se cubrieron placas de 96
pocillos (Nunc-lmmuno™, Dinamarca) con
100 pL/pocillo de los venenos de B. atrox, B.
barnettiy L. muta (1 pg/mL), respectivamen-

Fig. 3.
Deteccién
cruzada
del suero
anti-B. atrox
con otros
venenos de
serpientes
peruanas
mediante
la técnica
de ELISA
indirecta

te, disueltos en buffer de cubierta, durante
una noche a 4 °C. Después de tres lavados
sucesivos empleando buffer de lavado, se
aplicé en los pocillos buffer de bloqueo por
1 h a 37 °C. Luego de tres lavados, se apli-
caron 100 pL/pocillo del respectivo suero
de conejo obtenido al final del protocolo de
inmunizacién (dia 90), diluido seriadamente
con factor 2 a partir de 1/1000 en el buffer
de bloqueo, e incubados durante 1 h a 37
°C. Las placas fueron lavadas nuevamente
y los anticuerpos unidos fueron detectados
empleando anti-lgG de conejo conjugado
con fosfatasa alcalina (1/4000 en buffer de
bloqueo) seguido de la adicién del sustra-
to respectivo (100 pL/pocillo de p-nitrofenil
fosfato disuelto en buffer Tris). Después de
30 min a 20-22 °C, la reaccién se detuvo me-
diante la adicién de 50 pL/pocillo de NaOH 3
M registrandose la absorbancia a 405 nm en
un lector de placas Titertek Multiskan PLUS
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MKII. El titulo del suero respectivo corres-
pondio a la inversa de la dilucion del mismo
la cual produjo un 50% de la maxima absor-
bancia registrada (Fig. 3).

Evaluacién de la reactividad cruzada entre
los sueros hiperinmunes obtenidos y los
venenos de serpientes en estudio

La reactividad cruzada del suero hiperinmune
anti-B. atrox contra los venenos de B. atrox, L.
muta y B. barnetti fue evaluada mediante la
técnica de ELISA para lo cual se emplearon
placas de 96 pocillos cubiertas con 100 pL/po-
cillo de los respectivos venenos (0.25 pug/mL).
Luego se siguieron los pasos establecidos en
el procedimiento anterior empleando el mis-
mo suero de conejo diluido a partir de 1/1000.
La reactividad cruzada fue expresada como
porcentaje de las densidades o6pticas resul-
tantes de la reaccién entre los mencionados
venenos Yy el suero anti-B. atrox considerando
como 100% el valor de absorbancia obteni-
do entre el veneno de B. atrox y su respectivo
suero a una dilucion equivalente al titulo ob-
tenido previamente (Fig. 3).

Andlisis electroforético

Los venenos en estudio (20-25 ug) fueron tra-
tados con buffer de muestra bajo condiciones
no reductoras durante 5 min a 100 °C para
luego ser sometidos a PAGE-SDS al 12% du-
rante 1 h a 100 voltios constantes (Laemmli,
1970). Se utilizaron como proteinas patro-
nes: fosforilasa b (97 kDa), albumina (66 kDa),
ovoalbumina (45 kDa), anhidrasa carbdnica
(29 kDa), inhibidor de tripsina (20.1 kDa) y li-
sozima (14.3 kDa). Después de la corrida, los
geles fueron tefidos con azul brillante de
Coomassie R-250 0,1% durante 2 h y lavados
con solucién decolorante conteniendo meta-
nol, acido acético y agua (4:3:4) hasta eviden-
ciar las bandas proteicas (Fig. 4A).

Andlisis por Western Blot

Los venenos en estudio (10-15 ug) separa-
dos previamente mediante PAGE-SDS, fueron
transferidos a membranas de polifluoruro de
vinilideno (PVDF) en buffer de transferencia
durante 50 min a 100 voltios (14). Las mem-
branas fueron bloqueadas usando el buffer
respectivo durante una noche a 4 °C. Después
se procedio al tratamiento con buffer de lava-
doy luego las membranas fueron enfrentadas
con el suero hiperinmune de conejo (1/1000)
diluido en buffer de bloqueo. Luego de 1 h de
exposicion a 20-22 °C, las membranas fueron
lavadas nuevamente y esta vez expuestas a
anti-lgG de conejo ligada a fosfatasa alcalina
(1/4000) durante 1 h a 20-22 °C, para luego de
lavados sucesivos incubarlas con una solucion
de revelado. Posteriormente, las membranas
fueron sumergidas en agua destilada para
detener el desarrollo de color y finalmente se
procedio al analisis visual de los patrones de
reactividad del suero hiperinmune, obtenido
experimentalmente contra los diferentes ve-
nenos (Fig. 4B-D).

Resultados

Deteccidn de anticuerpos mediante la técnica
de ELISA indirecta

A partir de las muestras de suero obtenidas al
final del protocolo de inmunizacién, se evalua-
ron los niveles de produccién de anticuerpos
IgG especificos realizando diluciéon seriada del
suero a partir de 1/1000 hasta 1/2048000. En
la Fig. 3, se muestran los niveles de produccion
de anticuerpos IgG especificos contra los ve-
nenos de B. atrox, B. barnettiy L. muta, determi-
nados por la técnica de ELISA. Se observa que
a una dilucién de 1/64000 se alcanza el 50%
del méaximo valor de absorbancia. Asi se deter-
mino que el titulo de anticuerpos anti-B. atrox,
anti-B. barnettiy anti-L. muta en los respectivos
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sueros obtenidos al final del protocolo de in-
munizacion mediante la técnica de ELISA co-
rrespondieron al valor de 64000 (Fig. 3).

Reactividad cruzada del suero experimental
anti-B. atrox contra los venenos en estudio
por ELISA

Al evaluarse la reactividad de los venenos en
estudio contra el suero hiperinmune anti-B.
atrox se alcanzaron valores altos de densidad
Optica a 405 nm, donde el maximo valor co-
rrespondioé a la reaccion entre el veneno de
B. atrox y su correspondiente suero (Fig. 3).
Ademas, se observé que el suero reaccioné de
forma cruzada con los otros venenos de ser-
pientes, pero con diferente intensidad, siendo
los valores de reactividad cruzada para los ve-
nenos de B. barnetti y L. muta, de 25% y 4%,
respectivamente.

Reactividad cruzada del suero anti-B. atrox
contra los venenos en estudio por Western
Blot

La Figura 4 muestra que los sueros anti-B.
atrox, anti-B. barnetti y anti-L. muta, reaccio-
naron respectivamente con los componentes
proteicos de los venenos de B. atrox, B. barnetti
y L. muta, lo cual se evidencia por la formacién
de bandas coloreadas. Para el caso del veneno
de B. atrox se obtuvo una intensa reactividad
comprendiendo bandas en el rango de 14.3
a 97 kDa. Por otro lado, este suero reacciond
de forma cruzada con los componentes del
veneno de B. barnetti abarcando un rango
de pesos moleculares similar al anterior, pero
con menor intensidad y a su vez mostrando
un numero menor de bandas coloreadas. El
veneno de L. muta reaccioné con menor in-
tensidad frente al suero anti-B. atrox, donde
la reactividad de este ultimo se encontré en
los componentes alrededor de los 66 kDa y a
otros comprendidos en el rango de 14.4 a 20.1
kDa.

Discusion

El envenenamiento por serpientes constitu-
ye un problema de salud muy importante en
muchas partes del mundo, especialmente en
los paises en desarrollo y con una vasta selva
como es nuestro pais (2). En este aspecto se
han desarrollado numerosos ensayos bioqui-
micos e inmunoldégicos con la finalidad prin-
cipal de identificar a la especie de serpiente
responsable de una mordedura, ya que su
reconocimiento por parte de las victimas es
muy dificil y las manifestaciones clinicas de
los accidentados no son confiables debido a
la complejidad de los sintomas. Por esta razén
la deteccion de los componentes del veneno
de serpiente en los fluidos corporales juega
un rol importante en el manejo del envene-
namiento, lo cual permitird optimizar el uso
de los respectivos antivenenos y se genera-
ran datos epidemiolégicos correctos sobre la
distribucion geografica de las principales es-
pecies de serpientes de importancia en salud
publica.

Los ensayos disefiados para la deteccién
de venenos de serpientes y sus respectivos
anticuerpos tienen que cumplir ciertos re-
querimientos los cuales incluyen altos niveles
de sensibilidad, buena especificidad (es decir,
la capacidad de diferenciar con alta precision
entre venenos y anticuerpos producidos por
especies de serpientes cercanamente relacio-
nadas), rapidez en la obtencion de resultados,
reproducibilidad, simplicidad y facilidad en la
toma de muestra. Hasta la fecha se han desa-
rrollado numerosos ensayos bioquimicos e
inmunolégicos, entre ellos inmunodifusion,
inmunoelectroforesis, inmunofluorescencia,
hemaglutinacidn, radioinmunoensayo (RIA) y
el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima
(ELISA) (12). Luego de haber sido ampliamen-
te revisadas por numerosos investigadores,
se ha encontrado a la técnica de ELISA como
el método mas idoneo para la deteccién de
venenos de serpientes y sus respectivos an-
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Fig. 4. (A) Electroforesis de los venenos en estudio. Deteccién cruzada de los sueros anti-B. atrox (B), anti-L.
muta (C) y anti-B. barnetti (D) con otros venenos de serpientes peruanas mediante la técnica de Western Blot

ticuerpos (15), ya que permite discernir con
gran especificidad el tipo de serpiente res-
ponsable de un accidente, logrando supe-
rar el problema de reaccién cruzada de los
antigenos.

En el presente estudio se ha utilizado el
método de ELISA indirecto para la detec-
cién de anticuerpos IgG especificos pre-
sentes en el suero de conejos inmunizados
experimentalmente contra los venenos de
las serpientes Bothrops atrox, Bothrops bar-
netti y Lachesis muta. Para esto se siguieron
los lineamientos establecidos por la Escuela

de Medicina Tropical de la Universidad de
Liverpool - Inglaterra, centro de referencia a
nivel mundial en el desarrollo de sistemas de
deteccion de venenos y sus anticuerpos, los
cuales fueron modificados para su aplicacién
en este laboratorio (16). Si bien el método de
ELISA indirecto tiene un rol importante tan-
to en el laboratorio como en el campo, hay
que tener en cuenta sus alcances y limita-
ciones los cuales fueron tomados en cuenta
durante el desarrollo de este trabajo. Durante
la realizacién de estos ensayos se mantuvie-
ron constantes las condiciones de tempera-
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tura a 37 °C y tiempos de incubacion de 1h,
los cuales fueron suficientes para observar
la seroconversion de los conejos. Estos re-
sultados son importantes ya que una de las
principales aplicaciones de este método seria
la deteccién rapida de antigenos de veneno
bajo la forma de kits de diagnéstico lo cual
permitiria facilitar su uso por el personal mé-
dico encargado de la atencién primaria de las
personas accidentadas (17).

Una vez optimizados los pardmetros para
la deteccion de los anticuerpos producidos,
se procedié al calculo del titulo para cada an-
tiveneno el cual es considerado alto cuando
su valor es mayor a 32000 (17). Nuestros re-
sultados muestran un titulo de anticuerpos
anti-Botrops atrox, anti-Bothrops barnettiy an-
ti-Lachesis muta, correspondiente al valor de
64000 (Fig. 3), lo que significa que el veneno
analizado es altamente inmunogénico. La lite-
ratura reportada muestra titulos que pueden
alcanzar valores de hasta 2048000 para los
venenos de Bothrops atrox 'y Lachesis muta de
especies provenientes de Brazil (18).

De los resultados de reactividad cruzada
obtenidos utilizando la técnica de Western
Blot, se observa que los sueros anti-B. atrox,
anti-B. barnetti'y anti-L. muta, reaccionan con
los componentes proteicos de sus respec-
tivos venenos, indicando que la mayoria de
sus componentes son inmunogénicos, mos-
trando bandas con pesos moleculares de ran-
gos similares pero de intensidades diferentes
(Fig. 4).

En conclusién, el presente trabajo mues-
tra que los venenos de las serpientes Bothrops
atrox, Lachesis muta y Bothrops barnetti pre-
sentan un gran potencial inmunogénico al ser
inoculados en conejos albinos e induciendo la
seroconversion de estos animales, permitien-
do una gran produccién de anticuerpos poli-
clonales. Asimismo, el empleo de la técnica de
ELISA indirecto permitié la deteccion de los

anticuerpos policlonales especificos produ-
cidos, los cuales fueron luego analizados por
el método de Western Blot para la evaluacién
de lareactividad cruzada entre los venenos en
estudio.

A partir de los anticuerpos purificados
anti-B. atrox utilizando cromatografia de afini-
dad con veneno inmovilizado, se puede pre-
parar un conjugado altamente especifico que
puede utilizarse como un kit de diagndstico
para la deteccién de veneno de cualquiera de
estas tres especies en sangre circulante. Dicho
kit consistiria en tiras de poliestireno impreg-
nadas con los anticuerpos especificos anti-B.
atrox a las cuales se les adicionard una gota
de sangre del paciente para luego agregar el
conjugado especifico que permita la detec-
cion del veneno de B. atrox mediante la técni-
ca de ELISA sandwich. El ensayo de este kit de
diagnéstico puede realizarse en ratas expro-
fesamente inoculadas con veneno de serpien-
te haciéndose la deteccidn tal como se indica
en estudios previos (17).

Conclusiones

Los venenos de las serpientes Bothrops atrox,
Bothrops barnetti y Lachesis muta son alta-
mente inmunogénicos, por lo que los anti-
cuerpos obtenidos pueden ser utilizados para
la evaluacién de la reactividad cruzada y la
elaboracion de un kit de diagnéstico rapido
del envenenamiento por estas serpientes.
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