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INMOVILIZACION DEL VENENO DE LA SERPIENTE

PERUANA BOTHROPS ATROX EN COLUMNA DE AFINIDAD

1.

Las mordeduras de serpientes venenosas
constituyen un problema de salud en los
paises con regiones tropicales, reportan-
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RESUMEN

Se ha inmovilizado el veneno de la serpiente peruana Bothrops atrox para la obtencion de anticuerpos
especificos a partir del suero de conejos albinos previamente inmunizados mediante cromatografia de
afinidad. El veneno (100 mg) fue acoplado a 1 g de Sepharosa 4B-BrCN y la resina empaquetada
en una columna cromatogréfica de 0.8 x 6.0 cm. Esta columna fue utilizada para la purificacion de
anticuerpos especificos a partir de suero de conejos machos albinos Nueva Zelanda (2 kg) inmunizados
con el veneno de B. atrox. El suero (1 mL) fue aplicado a la columna y las fracciones proteicas se
eluyeron sucesivamente con NaCl 0.15 M, pH 6.0 y buffer glicina-HCI 0.1 M, pH 2.5. La cuantificacion de
proteinas se realizd por métodos espectrofotométricos. La inmovilizacion del veneno de B. atrox en el
gel permitié obtener una columna de afinidad para la obtencion de anticuerpos anti-B. atrox, los cuales
fueron eluidas con buffer glicina-HCI 0.1 M, pH 2.5, recuperandose 100 g de estos anticuerpos por mL
de suero. Se concluye que el uso de la columna de Sepharosa 4B-BrCN permitié obtener anticuerpos
purificados contra el veneno de B. atrox.
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IMMOBILIZATION OF BOTHROPS ATROX PERUVIAN SNAKE VENOM
INTO AFFINITY CHROMATOGRAPHY COLUMN FOR OBTAINING SPECIFIC
ANTIVENOM

ABSTRACT

The venom of Bothrops atrox Peruvian snake venom was immobilized to obtain specific antibodies from
serum of immunized white rabbits using affinity chromatography. The venom (100 mg) was coupled to
1 g of CNBr-activated Sepharose 4B and the resin was packed in a chromatographic column (0.8 x 6.0
cm). This column was used to purify specific antibodies from serum of New Zealand white rabbits (2 kg)
previously immunized with B. atrox venom. The serum (1 mL) was applied to the column and protein
fractions were eluted with NaCl 0.15, pH 6.0 and glycine-HCI buffer 0.1 M, pH 2.5. Protein quantification
was performed using spectrophotometric methods. The immobilization of B. atrox venom in gel allowed
obtaining an affinity column for isolation of anti-B. atrox antibodies, which were eluted with glycine-HCI buffer
0.1 M, pH 2.5. This method could recover 100 pg of antibodies per mL of serum. We conclude that the
use of a CNBr-activated Sepharose 4B column allowed obtaining purified antibodies against B. atrox venom

Keywords: venom, Bothrops atrox, CNBr-activated Sepharose 4B, antibodies chromatography.

INTRODUCCION dose por lo menos 5 millones de accidentes
anuales con 40000 muertes y un numero
indeterminado de personas discapacitadas!'.
En esta situacién, el unico tratamiento de
eficacia comprobada lo constituye el empleo
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del antiveneno ofidico, el cual consiste de
una preparacion de anticuerpos producidos
usualmente en caballos, contra uno o mas
tipos de venenos??; sin embargo, uno de
los principales problemas de su uso es el
contenido de proteinas heterdlogas en el
suero, las cuales no pueden ser eliminados
por precipitacion con sulfato de amonio y
otras sales, lo cual por un lado, reduce la
potencia neutralizante del antiveneno, y por
otro, genera reacciones alérgicas como la
enfermedad del suero®.

Una alternativa para mejorar la tecnologia
en la calidad de los antivenenos es la prepa-
racion de anticuerpos de alta especificidad
contra un veneno para lo cual se emplean
métodos cromatograficos, principalmente,
la cromatografia de afinidad®. Esta ultimas,
requiere el empleo de una matriz constituida
por un polisacarido a la cual se le une la
proteina o proteinas en estudio a través de
grupos quimicos altamente reactivos como
el bromuro de cianégeno (BrCN)®.

Teniendo en cuenta que la serpiente B. atrox
es la mas abundante y peligrosa en la selva
del Peru y que causa entre el 88 y 92% de
accidentes en humanos!”, en la presente
investigacion hemos immovilizado las pro-
teinas del veneno de B. atrox en Sepharo-
sa 4B-BrCN a fin de purificar anticuerpos
especificos a partir del suero de conejos
inmunizados con este veneno.

2. PARTE EXPERIMENTAL

Material Biolégico

Se empled el veneno total de especimenes
de la serpiente Bothrops atrox procedente
de Pucallpa (Ucayali - Peru), mantenidas en
el Serpentario “Oswaldo Meneses”, Museo
de Historia Natural, UNMSM. Después de
colectados, los venenos fueron liofilizados
y mantenidos a -20 °C hasta su uso.

Para la produccién de anticuerpos se em-
plearon conejos albinos machos de raza
Nueva Zelanda (2.5 kg), los cuales fueron
mantenidos en el Instituto de Medicina Tro-
pical “Daniel A. Carrion”, UNMSM.

Cuantificacion de proteinas

Se realiz6 mediante la absorbancia a 280
nm® en un espectrofotémetro Shimadzu UV-
VIS, y por el método de Lowry®, modificado
previamentel'?. Se empled la proteina
albumina sérica bovina como proteina
estandar.

Inmunizacion de conejos para la produc-
cion de anticuerpos

Para la produccién de anticuerpos, se sigui6
el protocolo de inmunizacién previamente
reportado por Sandoval et al.l'"!, utilizando
adyuvante completo e incompleto de Freund.
Al final de dicho protocolo, se colectd sangre
a partir de la vena arterial de la oreja y el
suero obtenido se empled para la posterior
purificacion de anticuerpos.

Inmovilizaciéon del veneno de B. atrox en
columnas de Sepharosa

Para la elaboracién de la columna de afi-
nidad, se emple6 1 g. de Sepharosa 4B
activada con bromuro de ciandgeno (BrCN)
(Sigma-Aldrich), el cual fue rehidratado en 10
mL de HCI 1 mM, pH 3.0, lavado 5 veces con
agua destilada y finalmente resuspendido en
10 mL de buffer de acoplamiento (NaHCO,,
0.1 M, NaCl 0.5 M, pH 8.3). Posteriormente,
el gel preparado fue mezclado con 100 mg
de veneno de B. atrox (ligando), disuelto pre-
viamente en buffer de acoplamiento, durante
una noche a4 °C. Después, el gel fue lavado
5 veces con el buffer de acoplamiento a fin
de eliminar las proteinas que no reacciona-
ron, y los sitios activos remanentes de las
esferas de Sepharosa fueron bloqueados
con dietanolamina 1 M, pH 8.0, durante una
noche a 4 °C. Finalmente, el gel fue lavado
alternadamente con 50 mL de buffer acetato
0.1 mM, NaCl 0.5 M, (pH 4.0) y 50 mL buffer
de acoplamiento (pH 8.3), y equilibrado con
NaCl 0.15 M, pH 6.0. Para la purificacion
de anticuerpos, el gel fue empacado en una
columna de polietileno de 0.8 x 6.0 cm, o
almacenado a 4 °C en un solucién de etanol
20% para su preservacion.
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Purificacién de anticuerpos anti-B. atrox

Las muestras de suero obtenidas
previamente fueron aplicadas en alicuotas
de 1 mL sobre la columna de afinidad con el
veneno acoplado e incubadas bajo agitacion
constante durante 2 h a 20 °C para permitir
la unién de los anticuerpos al ligando.
Los anticuerpos que no se unieron fueron
lavados completamente con NaCl 0.15 M, pH
6.0 y los anticuerpos retenidos fueron luego
eluidos con buffer glicina-HCI1 0.1 M, pH 2.5.
Inmediatamente después, los anticuerpos
obtenidos fueron neutralizados con Tris 1 M
y luego dializados contra buffer fosfato salino
(PBS), pH 7.4. Todos los pasos de elucion
fueron realizados a una velocidad de flujo
de 1 mL/min.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El método del Bromuro de Ciandgeno (CNBr)
permitié el acoplamiento de las proteinas
del veneno de la serpiente B. atrox al gel
de Sepharosa 4B previamente activado.
Esta fue la primera técnica usada a gran
escala para la inmovilizacion de ligandos que
contienen grupos amino, la cual involucra
la derivatizacién de grupos hidroxilo sobre
la superficie de un soporte para formar un
éster de cianato activo o un grupo imidocar-
bonado!'?. Ambos grupos activos pueden
ser acoplados a los ligandos a través de
las aminas primarias, pero el éster es mas
reactivo que el imidocarbonato (Fig. 1).

+
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I
OH CNBr LluandwNH O-C-NH- Ligando
OH pH 1 pH 1585 o

Soporte con grupos Ester ds clanato
hidroxilo

=

0 ~ Ligando-NH, 0\
C-NH —» C=N- Ligando
o’ pH7585 o~

Imidocarbonato
Fig. 1. Posibles reacciones en el método de inmovilizacién con

bromuro de cianégeno (BrCN) con el uso de ligandos
conteniendo grupos amino (ligando-NH2)
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El método del BrCN emplea condiciones
poco severas para el acoplamiento del li-
gando, haciendo apropiado para moléculas
mas sensibles como las proteinas. Uno de
los problemas de este método es la toxicidad
del BrCN, lo cual requiere el uso de precau-
ciones de seguridad adecuadas durante
los procesos de activacion, y el escape de
ligandos que puede resultar de soportes
activados con BrCN.

Por otro lado, la columna de afinidad prepa-
rada permitio la purificacién de anticuerpos
anti-B. atrox presentes en el suero de conejo

(Fig. 2).

Suero hiperinmune de
conejo
Columna de Sepharosa
4B-BrCN acoplada con
veneno de B. atrox

Buffer Glicina - HCl—-—{ \ Fracciones séricas no

0.IM, pH 2.5 unidas a la columna

Antlcuerpos
especificos contra el
veneno de B. atrox

Fig. 2.Representacion esquematica de la purificacion de
anticuerpos anti-B. atrox empleando la columna de
Sepharosa 4B-BrCN.

Como se puede observar en la Fig. 3, una
porcion proteica fue eluida con la solucion
inicial, es decir, NaCl 0.15 M, pH 6.0. La
fraccion proteica atrapada en el sistema que
corresponde a los anticuerpos contra el ve-
neno fue eluida utilizando buffer glicina-HCI
0.1 M, pH 2.5, con el cual se logré escindir
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la asociacion establecida entre el ligando
(veneno) con los anticuerpos producidos.
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Fig. 3.Elucién cromatografica de anticuerpos anti-B. atrox
usando la columna de Sepharosa 4B-BrCN

Los venenos de serpientes por el hecho de
contener fundamentalmente proteinas son
altamente reactivos desde el punto de vista
inmunoldgicol®, pero ademas es importante
senalar que las ponzofas de serpientes de
la familia Viperidae a la cual pertenece la
especie peruana Bothrops atrox tiene un
elevado contenido enziméatico asi como
hemorraginas y otros factores proteicos
destinados a paralizar y digerir a la presal'.
El peligro para los seres humanos esta cen-
trado en que estos compuestos son capaces
de alcanzar diferentes 6rganos y producir
dafios irreversibles e incluso la muerte por lo
que el ofidismo es uno de los problemas de
salud publica de mayor impacto en regiones
donde la floresta es muy abundante’.

A pesar de los diferentes métodos que se
han desarrollado para atender este problema
de salud, sélo el uso de antivenenos elabo-
rados por hiperinmunizacion en animales de
laboratorio ha demostrado capacidad neutra-
lizante sobre la mayoria de los compuestos
proteicos presentes en las ponzofias*. Sin
embargo, se presentan reacciones anafi-
lacticas como la enfermedad del suero por
la presencia de proteinas heterélogas en el
antiveneno. Por esta razén, la produccion de
anticuerpos de alta especificidad constituye
un requerimiento perentorio y en este sentido
se hace necesario el desarrollo de técnicas
para separar los anticuerpos obtenidos por

inmunizacién. En este aspecto, la cromato-
grafia de afinidad constituye una alternativa
promisoria ya que permite purificar estos
anticuerpos utilizando como criterio la aso-
ciacion veneno-antiveneno sobre un soporte
cromatografico.

Ho et al.l'®, realizaron un estudio comparati-
vo entre los métodos de separacién croma-
tografica de las inmunoglobulinas usando
cromatografia de intercambio iénico y de
afinidad. En el primer caso, las proteinas
son atrapadas por el efecto de cargay en el
segundo; por asociacion altamente especi-
fica entre las superficies de los anticuerpos
con los determinantes antigénicos presentes
en las proteinas que actuan como tales. De
acuerdo con este estudio, la recuperacion
de anticuerpos especifico es mayor y con
el menor niumero de pasos cromatograficos
usando las columnas de afinidad de Sepha-
rosa 4B activadas con bromuro de cianégeno
(BrCN). Por otro lado, se ha demostrado que
la precipitacion salina con sulfato de amonio
y sulfato de sodio, entre otras, resulta alta-
mente inespecifica comparado con estas
técnicas.

Teniendo en cuenta que en la cromatografia
de afinidad debemos asegurarnos que se dé
el correcto acoplamiento del antigeno (vene-
no) al sistema Sepharosa 4B-BrCN, la pre-
paracion de la columna resulta crucial, por
lo que los trabajos desarrollados por varios
autores fueron fundamentales en el disefio
de esta técnica aplicada a los anticuerpos
ofidicos. En este trabajo, la cromatografia de
afinidad usando el veneno de B. atrox para
ligar los anticuerpos de conejo anti-B. atrox,
resultd ser un método idéneo pues se logro
en primer lugar, una masa de anticuerpos
de 100 pg por mL de suero.

4. CONCLUSIONES

Concluimos que la inmovilizacién del veneno
de B. atrox en columnas de Sepharosa 4B
activada con BrCN permite la purificacion por
cromatografia de afinidad de los anticuerpos
anti-B. atrox de forma rapida y con un alto
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rendimiento. Dichos anticuerpos permitiran
la deteccion de antigenos téxicos en mues-
tras clinicas mediante el empleo de técnicas
inmunoenzimaticas como las de ELISA y
Western Blot.
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