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Resumen 

Debido a que la inmunogenicidad de una molécula depende entre otras cosas de la 
distancia filogenética entre el organismo del cual dicha molécula se deriva y el organismo 
cuyo sistema inmune quiere estimularse, es posible que los antivenenos producidos en 
gallinas tengan un perfil de inmunoreactividad menos diverso que el obtenido en caballos 
y consecuentemente podrian ser menos eficaces. 

Con el objetivo de comparar la respuesta por anticuerpos inducida por el veneno 
de taipán en caballos y gallinas para evaluar si la especie seleccionada como fuente de 
inmunoglobulinas afecta la efectividad, eficacia y seguridad de los antivenenos 
formulados con estos anticuerpos, se preparó un antiveneno empleando inmunoglobulinas 
Y (lgY) purificadas a partir de yemas de huevos de gallinas inmunizadas con el veneno 
de la serpiente Oxyuranaus scutellarus (taipán). Este antiveneno (AvDG) fue comparado 
con un antiveneno similar formulado con IgG equina (AvDC). 

En comparación con el AvDC, el AvDG mostró menor capacidad para reconocer la 
toxina oscutarina C, y a la sub-unidad ex de la taipoxina. Consecuentemente, el A vDG 
mostró menor capacidad neutralizante de la actividad coagulante in vitro y la letalidad del 
veneno. Por otro lado, el A vDG fue aproximadamente 17 veces más inmunogénico en 
conejos que el AvDC al ser administrado por vía intravenosa. Además, el AvDG fue 
aclarado más rápido que el AvDC. 

Las diferencias entre ambos antivenenos pueden estar relacionadas con la menor 
distancia filogenética entre serpientes y gallinas, comparada con la existente entre 
serpientes y caballos. Sin embargo, esta hipótesis necesita ser estudiada evaluando otros 
venenos, con el fin de detenninar si esto es una tendencia general. De ser este el caso, el 
uso de gallinas para producir anti venenos no seria tan eficaz como el uso de mamíferos. 

De igual forma, el hecho que las gallinas sean filogenéticamente más distantes a 
los conejos (y humanos) que los caballos, puede estar relacionado con el hallazgo de que 
la IgY de gallinas sea más inmunogénica en conejos (y probablemente en los humanos) 
que la IgG equina. Esta diferencia en inmunogenicidad podría tener dos implicaciones a 
nivel clínico: (a) que la IgY aviar genere una mayor incidencia de reacciones adversas, y 
(b) que la IgY aviar sea aclarada más rápidamente que la IgG de caballos. 

En conjunto, nuestros resultados sugieren fuertemente que el uso de caballos para 
la producción de un antiveneno contra el veneno de O. scutellatus es más eficaz que el 
uso de inmunoglobulinas IgY obtenidas a partir de huevos de gallinas inmunizadas. 
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Abstract 

Because the immunogenicity of a molecule depends among other things on the 
phylogenetic distance between the organism from which that molecule is derived and the 
organism whose immune system wants to be stimulated, it is possible that the antivenoms 
produced in chickens have a immunoreactivity profile less di verse than obtained in horses 
and may therefore be less effective. 

With the aim to compare the antibody response induced by the venom of Oxyuranus 
scutellatus (taipán) in horses and chickens to evaluate whether the selected source of 
immunoglobulins affects effectiveness, efficacy and safety of antivenoms formulated with 
these antibodies, an antivenom was prepared using IgY antibodies purified from egg 
yolks laid by hens immunized with the venom of taipán. This antivenom (A vDG) was 
compared with a similar antivenom formulated with equine IgG (AvDC). 

Compared with the AvDC, the AvDG showed a reduced ability to recognize the 
toxin oscutarin C, and the ex subunit of taipoxin. Consequently, the AvDG showed Jower 
capability to neutralize the in vitro coagulant activity and the lethality of the venom. On 
the other hand, the A vDG was approximately 17 times more immunogenic in rabbits than 
the AvDC when administered intravenously. Furthermore, the AvDG was cleared faster 
than AvDC 

The differences between both antivenoms might be related with the closer 
phylogenetic kinship between snakes and birds, as compared to snakes and horses. This 
hypothesis needs to be further studied with other venoms to determine whether this is a 
general trend. If this is the case, the use of chickens for raising antivenoms would not be 
as effective as the use of mammals. 

Likewise, since chickens are phylogenetically more distant to rabbits (and humans) 
than horses, chicken IgY is more immunogenic to rabbits (and probably to humans) than 
equine lgG. This difference in immunogenicity is likely to have two implications at a 
clinical level: (a) that avian IgY generated a higher incidence of adverse reactions, and (b) 
that avian IgY is cleared ata faster rate than horses IgG. 

Overall, our results strongly suggest that the use of horses in the production of an 
antivenom against the venom of O scutellatus is more convenient than the use of egg 
yolks of immunized chickens. 
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1. ANTECEDENTES 

1.1. Generalidades del accidente ofidico 

El envenenamiento producido por la mordedura de serpientes constituye un 

problema económico, social y de salud pública muy importante alrededor del mundo, 

especialmente en regiones rurales de países tropicales y subtropicales del sudeste asiático, 

África, Oceanía y América latina (Devi et al, 2002; Gutiérrez et al., 2006; Kasturiratne et 

al., 2008; Cruz et al., 2009). 

Varios factores contribuyen a que en muchas poblaciones de estas regiones se 

experimenten altas tasas de morbilidad y mortalidad. Entre ellos: a) dificultad en el 

acceso a los servicios de salud, b) condición sub-óptima de los servicios de salud y c) 

escasez de antivenenos, los cuales son el único tratamiento científicamente validado 

contra la mordedura por serpientes venenosas (Gutiérrez et al., 2006; Kasturiratne et al., 

2008). 

Se ha estimado que cada año, en todo el mundo, ocurren al menos 421.000 

envenenamientos por mordedura de serpiente, y que aproximadamente 20.000 de esos 

casos terminan con la muerte del paciente (Kasturiratne et al., 2008). Sin embargo, otras 

estimaciones sugieren que esas cifras podrían ser tan altas como los 1.8 millones de 

envenenamientos y las 94.000 muertes anuales (Williams et al., 2011 ). Un número 

importante de las víctimas que sobreviven a los accidentes ofidicos terminan con 

importantes secuelas físicas (i.e. por el daño tisular causado por el veneno) y psicológicas 

(Gutiérrez et al., 2006; Kasturiratne et al., 2008). 
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En las regiones rurales de los países tropicales donde las mordeduras de serpientes 

se presentan más comúnmente, existen pocos datos confiables acerca de la incidencia real 

de envenenamientos y la mortalidad asociada a estos. Entre las razones principales para 

que esto suceda está el hecho de que muchas de las víctimas buscan la aplicación de 

tratamientos tradicionales y algunas de ellas mueren en sus casas sin que el accidente 

fuera reportado y registrado (Theakston et al., 2003; Gutiérrez et al., 2006; Cruz et al., 

2009). 

1.2. Accidente ofidico en Papúa Nueva Guinea 

Papúa Nueva Guinea (PNG) es un país ubicado en Oceanía, una región conocida 

como Melanesia, al sudoeste del océano Pacífico. El territorio de PNG abarca la mitad 

oriental de la isla de Nueva Guinea y las islas volcánicas que conforman el archipiélago 

de Bismark (Figura 1 ). Al igual que en muchos países tropicales, el envenenamiento por 

mordedura por serpientes venenosas constituye un serio problema de salud pública en 

PNG (Lallo et al, l 995b; Williams y Bal, 2003), que tiene particular importancia en la 

Provincia Central y el Distrito Capital Nacional (Lalloo et al., l 995b ). 

Entre 1987-1991 se realizó un amplio estudio en el que se determinó que la 

incidencia de envenenamientos ofidicos en la Provincia Central de PNG es tan alta como 

los 215 casos/l 00.000 habitantes, con una tasa de mortalidad de 8 casos/l 00.000 

habitantes (Lallo et al., l 995b ). Esto corresponde a una de las tasas de mortalidad por 

ofidismo más altas para cualquier región en el mundo, sólo superada por los 15 

casos/100.000 habitantes reportados en Burma, y los 60 casos/100.000 habitantes 

reportados en algunas regiones en Nigeria (Lallo et al., I 995b). 
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Figura J. Mapa geográfico de Papúa Nueva Guinea (PNG). En la Provincia Central de PNG (marcada en 
gris) se encuentra la capital del país, Port Moresby, rodeada por el Distrito Capital Nacional. 

En la provincia Central de PNG, incluyendo el Distrito Capital Nacional, se han 

estimado tasas de mortalidad de 3. 7 casos/l 00.000 habitantes (Lallo et al., l 995b ), es 

decir una tasa unas 100 veces más alta que la de Australia (McGain et al., 2004). En otros 

estudios llevados a cabo por Campbell en el Hospital General de Port Moresby, se reportó 

mortalidades de 7% entre 1959-1965 y de 3% entre 1967-1971 (Williams y Winkel, 

2005). Un estudio adicional realizado en los años 80 indicó una mortalidad por 

envenenamientos ofidicos del 8%, en la misma región (Brian y Vince, 1987). Más 

recientemente, McGain y colaboradores (2004), encontraron que de un total de 722 

pacientes admitidos en la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital General de Port 

Moresby entre enero de 1992 y diciembre del 2001, 87 murieron (i.e. un porcentaje de 

mortalidad del 12% ). 
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Aunque la existencia de datos epidemiológicos es incompleta, varios estudios 

muestran que la incidencia por mordedura de serpientes en PNG puede variar 

ampliamente dependiendo de Ja región geográfica estudiada. Por ejemplo, en la misma 

Provincia Central de PN G, se ha reportado incidencias de 21 casos/100.000 habitantes en 

la región montañosa de Goilala, de 526 casos/100.000 habitantes en Kairuku (Lallo et al, 

1995b) y en estudios más recientes, se han reportado incidencias de hasta 562 

casos/100.000 habitantes en Ja región de Mekeo (Williams y Winkel, 2005). Estas últimas 

se encuentran entre las tasas de accidentes ofidicos más altas del mundo (Lalloo et al., 

1995b; Currie, 2000; Williams y Winkel, 2005). 

Currie y colaboradores ( 1991) encontraron que en el periodo entre 1987 y 1989, Ja 

mortalidad por accidentes ofidicos en Ja Provincia Central de PNG fue de 4 casos/l 00.000 

habitantes en Ja zona rural y de 2 casos/100.000 habitantes en Ja zona urbana (Currie et 

al., 1991). Este mismo grupo encontró que en el periodo entre 1978 y 1988, la mortalidad 

para la región de Madang (provincia ubicada al norte de la cordillera central) fue menor a 

1 caso/100.000 habitantes (Currie et al., 1991 ). Sin embargo, sus hallazgos fueron 

basados únicamente en Jos casos donde se registró Ja administración de antiveneno en el 

centro médico, o en el programa de farmacovigilancia del laboratorio productor del 

antiveneno (Commonwealth Serum Laboratories). Debido a que muchos pacientes en 

PNG nunca llegan a recibir el antiveneno, los resultados de este estudio son afectados por 

un importante sub-registro (Williams, 2005a). Por otra parte, en un estudio retrospectivo 

llevado a cabo en la región de Madang entre 1977 y 1986, sólo se registraron dos muertes 

entre todos los pacientes admitidos por mordeduras de serpientes, lo que representa un 

porcentaje de mortalidad del 1 % (Hudson y Pomat, 1988). 
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Aunque aún no se conoce con exactitud el número de personas que son mordidas y 

mueren producto de la mordedura de serpiente en PNG, se estima que ha ocurrido una 

disminución en el número de muertes de pacientes que son admitidos producto de la 

mordedura de serpientes en el Hospital General de Port Moresby de un 12% (McGain et 

al., 2004) a cerca de un 1 % (comunicación personal del Dr. David Williams; Haditsch, 

2009). 

Los contrastes de incidencia de envenenamientos por mordedura de serpiente en 

diferentes regiones de PNG, sugieren que las especies de serpientes involucradas en los 

accidentes ofidicos, así como su densidad varían de una zona geográfica a otra (Lalloo et 

al., l 995b). Una gran variedad de especies de serpientes se han adaptado a vivir en la 

mayoría de hábitats de PNG, desde los manglares costeros hasta los bosques de altura. Sin 

embargo, de las más de 112 especies de serpientes que se pueden encontrar en PNG, solo 

3 especies de la familia Elapidae son responsables de la mayoría de los accidentes 

ofidicos en humanos: Acanthophis /aevis (víbora de la muerte), Micropechis ikaheka 

(serpiente de ojos pequeños de Nueva Guinea), y Oxyuranus scute/latus (taipán papuana). 

Un número muy pequeño de envenenamientos son causados por otras especies del género 

de Acanthophis, Pseudechis papuanus (serpiente negra papuana) y Pseudonaja textilis 

(serpiente marrón de Nueva Guinea) (Williams, 2005b). 

1.3. Accidente ofidico por Oxyuranus scutellatus 

En un amplio estudio prospectivo realizado a mediados de los años noventa, Lalloo 

y colaboradores (1995a) determinaron mediante ensayos de inmunoadsorción que O. 

scutel/atus fue responsable del 83.2% de los envenenamientos por mordedura de 
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serpientes admitidos en el Hospital General de Port Moresby entre 1990-1992. En la 

región sur de PNG, así como en la vecina región sur de Papúa, hasta un 95% de las 

mordeduras de serpientes que amenazan la vida humana son infringidas por O. scutellatus 

(Vargas et al, 2011), constituyéndola en la serpiente de mayor importancia desde el punto 

de vista médico en toda PNG (Lalloo et al., l 995b; Williams y Bal, 2003). 

Durante muchos años la serpiente O. scutellatus de la región Papuana ha sido 

considerada una subespecie separada ( Oxyuranus s. canni) de las poblaciones 

Australianas ( Oxyuranus s. scutellatus ). Sin embargo, recientes estudios biogeográficos y 

taxonómicos han demostrado que a pesar de algunas diferencias morfológicas, el análisis 

genético molecular no revela una diferencia significativa entre las dos poblaciones. Con 

base en lo anterior O. scutellatus es considerada una única especie con poblaciones 

Australianas y en PNG (Wüster et al., 2005; Doughty et al., 2007). 

Figura 2. Ejemplar adulto de la taipán Papuana (O. scutellatus). Fotografía tomada por David Williams. 
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O. scutellatus es una serpiente terrestre de gran longitud (l.8-2.4 metros en 

promedio), de hábitos diurnos y que suele de ser color marrón oscuro a negro en la parte 

superior. Presenta una franja característica en tonos variados de color naranja-rojizo, que 

se extiende a lo largo de casi toda la zona vertebral dorsal (Campbell, 1967; Williams y 

Bal, 2003; Williams, 2005b; Figura 2). 

En el caso de las poblaciones de PNG, su distribución está restringida a la costa sur, 

incluyendo la provincia Central, el Distrito Capital Nacional, la provincia Occidental y 

Golfo (Figura 3), donde suele habitar en pastizales y bosques de sabana a una altitud de 

unos 400 metros sobre el nivel del mar (Campbell, 1967; Williams, 2005b). Se adapta 

bien a los asentamientos humanos y es un habitante frecuente de los jardines y zonas 

residenciales (Williams, 2005b ). 
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Figura 3. Distribución geográfica de la taipán (0. scutellatus) en PNG. Esta serpiente habita en la costa sur 
de PNG, incluyendo la Provincia Central, el Distrito Capital Nacional, la Provincia Occidental y Golfo, 
donde suele habitar en pastizales y bosques de sabana a una altitud de unos 400 metros sobre el nivel del 
mar (Campbell, 1967). Imagen adaptada de WHO, 2010. 
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Las manifestaciones clínicas características de los envenenamientos causados por la 

mordedura de O. scutellatus incluyen desde manifestaciones locales leves, hasta 

manifestaciones sistémicas severas tales como coagulopatías con sangrado sistémico 

espontáneo, alteraciones cardiacas, miotoxicidad, lesión renal aguda, así como parálisis 

flácida irreversible, que en caso de no ser tratadas llevan a fa11a respiratoria, cianosis y la 

muerte (Campbe11, 1967; Lalloo et al., 1995a,b,c; Trevett et al., 1997; Williams y Ba1, 

2003). 

1.4. Composición del veneno de O. scutellatus 

Los venenos de serpientes son una mezc1a compleja de péptidos, proteínas, 

carbohidratos, iones metálicos y compuestos orgánicos; que poseen una gran variedad de 

actividades biológicas y que sirven para a inmovilizar, matar y facilitar la digestión de 

presas (Karalliedde, 1995; Lu et al., 2005; Nicholson et al., 2006). Cerca del 95% del 

peso seco de.ia mayoría de Jos venenos Jo constituyen proteínas y péptidos, los cuales una 

vez inyectados son capaces de interferir con múltiples rutas o vías fisiológicas, y producir 

la muerte de la presa o de la víctima (Kara1Jiedde, 1995; Lu et al., 2005). 

En general, la toxicidad de los venenos de las serpientes de la familia Elapidae se 

debe a la presencia de neurotoxinas que actúan a nivel de Ja unión neuromuscular y cuya 

acción puede ser a nivel presináptico, postsináptico o a ambos lados de la unión 

neuromuscu]ar (Karalliedde, 1995). En el caso específico del veneno de O. scutellatus de 

PNG, su composición inc1uye: 68.3% de fosfolipasas A1 (PLA2) de las cuales 

aproximadamente el 56% lo constituye la taipoxina, 13.0% de inhibidores tipo Kunitz, 

8.9% de metaloproteinasas de venenos de serpientes (SVMPs), 4.2% de toxinas de tres 
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dedos (3FTxs), 2.5% de oscutarina C, 1.9% péptidos natriuréticos, 0.8% proteínas 

secretoras ricas en cisteína (CRISPs) y 0.6% de lectinas tipo C (Figuras 4A y 5A; Herrera 

et al., 2012). 

La mayoria de los componentes del veneno de O. scutellatus ya han sido aislados y 

caracterizados (F ohlman et al., 1976; Speijer et al., 1986; Lambeau et al., 1989; Possani, 

et al., 1992; Zamudio et al., 1996; Kornhauser et al., 2010; Earl et al., 2011 ). La acción 

conjunta de estos componentes hace que el veneno de O. scutel/atus esté catalogado como 

el tercer veneno más potente del mundo, según su dosis letal media (DLso) en modelos 

murinos (Broad et al., 1979). 

1.4.1. Enzimas activadoras de protrombina 

La protrombina es una glicoproteína de cadena sencilla de 72 kDa, activada en 

condiciones fisiológicas por el complejo FVa/FXa. Los activadores de protrombina 

aislados de venenos de serpientes son SVMPs o serina proteinasas (SPs) (Sajevic et al., 

2011 ). Muchas especies de serpientes de la familia Elapidae contienen enzimas 

activadoras de protrombina, las cuales son similares al factor Xa, y transforman la 

protrombina en trombina y/o meizotrombina (Lu et al., 2005). Basados en sus 

propiedades estructurales, caracteristicas funcionales y requerimientos de cofactores, las 

enzimas activadoras de protrombina han sido categorizadas en cuatro grupos. Los grupos 

A y B incluyen metaloproteinasas que transforman eficientemente protrombina en 

meizotrombina (Kini, 2005). Los grupos C y D incluyen serina proteinasas que convierten 

la protrombina en trombina madura (Kini et al., 2001). 
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Mientras que las enzimas activadoras de protrombina del grupo B son Ca2+ 

dependientes, las del grupo A no requieren la presencia de cofactores como iones Ca2+, 

factor Va y fosfolípidos para manifestar su actividad catalítica. Por otro lado, las enzimas 

del grupo C requieren iones Ca2+ y fosfolípidos cargados negativamente, pero no 

requieren del factor Va para alcanzar su máxima actividad, mientras que las del grupo D, 

son fuertemente estimuladas por el factor Va, además de los iones Ca2+ y fosfolípidos 

cargados negativamente (Kini et al., 2001; Kini, 2005; Lu et al., 2005). Las enzimas 

activadoras de protrombina de los grupos C y D que se han descrito hasta el momento han 

sido encontradas únicamente en venenos de elápidos australianos (Kini et al, 2001; Kini, 

2005; Sajevic et al., 2011 ). 

Del veneno de O scutellatus se ha aislado y purificado un activador de protrombina 

perteneciente al grupo C; llamado oscutarina . (Speijer et al. , 1986). La oscutarina C 

constituye aproximadamente el 2.5 % del veneno de O scutellatus de PNG (Herrera et 

al., 2012). Esta toxina constituye un complejo proteico multimérico, con una masa 
. . 

molecular de aproximadamente 300 kDa, formado por una subunidad catalítica (-60 

kDa), similar al factor Xa de mamíferos y una ·subunidad tipo cofactor de mayor tamaño 

(-220 kDa), similar al factor Va de mamíferos. La subunidad catalítica está formada por 

dos cadenas polipeptídicas (-30 kDa) unidas por puentes disulfuro, mientras que las dos 

cadenas · de la subunidad cofactor se mantienen unidas por interacciones de tipo no 

covalente (Speijer et al , 1986; Kini et al., 2001 ). 

En su forma nativa la oscutarina corta los enlaces Arg274-Thr275 y Arg323-IIe324 de la 

protrombina, produciendo trombina madura y meizotrombina como productos de 

reacción. Está reacción no se ve afectada por la presencia del factor Va de origen bovino, 
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pero es fuertemente estimulada en presencia de iones Ca2
+ y fosfolípidos. La subunidad 

enzimática de este activador tiene una pobre capacidad catalítica cuando está en forma 

aislada. Sin embargo, esta actividad es recuperada en presencia del factor Va de origen 

bovino o de la subunidad no enzimática similar al factor Va del propio activador (Speijer 

et al., 1986). 

Nakagaki y colaboradores (1992) encontraron que Ja oscutarina es capaz de activar 

también el Factor Vll humano. La activación del factor Vll, de manera similar al de la 

protrombina fue estimulada en presencia de iones Ca2
+ y fosfolípidos, pero no fue 

dependiente de Ja presencia del componente cofactor similar al factor Va (Nakagaki et al., 

1992). 

1.4.2. Fosfolipasas (PLA2) 

Las fosfolipasas son una clase de enzimas que hidrolizan los enlaces éster presentes 

en los fosfolípidos. Hay cuatro especies principales de fosfolipasas (A 1, A2, C y D) 

clasificadas según la ubicación del enlace éster sobre el que actúan. La mayoría de las 

fosfolipasas encontradas en los venenos de serpientes son fosfatidilcolina 2-acilhidrolasas 

(PLA2s), las cuales hidrolizan glicerofosfolípidos en la posición sn-2 del esqueleto de 

glicerol, liberando lisofosfolípidos y ácidos grasos (Fry, 1999). 

Los venenos de serpientes constituyen una rica fuente de PLA2s. Basados en sus 

características estructurales, las PLA2s de los venenos de serpientes se clasifican en dos 

grupos: el grupo 1, que incluye las PLA2s presentes en los venenos de elápidos; y el grupo 

11, que incluye las PLA2s presentes en los venenos de vipéridos (Lynch, 2007). La 

comparación de la secuencia de aminoácidos y de la estructura cristalográfica de muchas 
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PLA2s de venenos de serpiente ha evidenciado un alto grado de conservación de Ja 

estructura primaria y una importante similitud en su plegamiento tridimensional (Kini, 

2003; Gutiérrez y Lomonte, 2013). 

A pesar del alto grado de homología en estructura y secuencia entre ]as PLA2s de 

venenos de serpiente, éstas poseen una importante variedad de actividades farmacológicas 

y tóxicas, incluyendo neurotoxicidad, miotoxicidad, cardiotoxicidad, actividades 

anticoagulantes y hemolíticas (Kini, 2003; Gutiérrez y Lomonte, 2013). Del veneno de O 

scutellatus se han aislado PLA2s neurotóxicas tanto de cadena sencil1a como complejos 

mu]timéricos (Fry, 1999). 

La relación que existe entre la actividad enzimática de las fosfolipasas y su 

capacidad para producir neurotoxicidad no es clara. Mientras que algunos investigadores 

han encontrado que Ja neurotoxicidad. producida por algunas de estas PLA2 ·no parece 

estar relacionada directamente a su actividad fosfolipasa (Hodgson y Wickramaratna, 

2002), otros han demostrado un rol muy importante de Ja actividad enzim.ática en el 

desarrol1o de neurotoxicidad (Paoli et al. , 2009) . 

Estudios recientes, basados en el análisis proteómico de1 veneno de O ~cutellatus 

tanto de las poblaciones australianas como de PNG, indican que las PLA2s representan 

aproximadamente e] 65% del veneno de estas dos poblaciones, constituyendo e] principal 

componente del mismo (Herrera et al. , 2012). 

1.4.2.1. PLA2s neurotóxicas de cadena simple 

Lambeau y colaboradores ( 1989) aislaron a partir del veneno de O scutellatus 

cuatro PLA2s de cadena sencilla, designadas como: OS 1, OS2, OS3 , OS4. Todas son 
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proteínas básicas con pesos moleculares entre los 14-16 kDa, presentan una alta actividad 

fosfolipasa, pero sólo tres de ellas (i.e OS2, OS3, OS4) presentaron toxicidad al ser 

inyectadas en el cerebro de ratones (Lambeau et al., 1989). La OS 1 y OS2 han sido de 

gran importancia en la caracterización de receptores de PLA2s en diferentes tejidos de 

mamíferos, específicamente cerebro y músculo. A través de ensayos de competencia y 

entrecruzamiento utilizando derivados de ambas toxinas marcados con yodo radiactivo 

(1251-0S 1 y 125I-OS2) se han podido determinar diferentes sitios de unión para estas 

toxinas, así como para otras PLA2s tóxicas de venenos de serpientes y del veneno de 

abeja (Lambeau et al., 1990; Lambeau et al., 1991 ). 

La fosfolipasa OS2 induce una importante disminución en la liberación de 

acetilcolina a nivel de la unión neuromuscular. En una concentración de 20 nM OS2 no 

tiene efecto en las corrientes o flujos presinátpticos de iones K+, pero sí induce una 

importante disminución (más de un 30% en una hora) en el flujo de iones Ca2+ a ese 

mismo nivel. Este efecto puede ser en parte responsable de la disminución en la 

liberación de acetilcolina a nivel presináptico causada por esta toxina (Fossier et al., 

1995). 

1.4.2.2. PLA2s neurotóxicas de múltiples cadenas 

Las PLA2s formadas por múltiples subunidades pueden adoptar dos formas, una en 

la que están formadas únicamente por unidades fosfolipasa u otra en la que también hay 

presencia de pequeños componentes peptídicos (Fry, 1999). 

La principal neurotoxina aislada del veneno de O scutellatus es la taipoxina. La 

taipoxina, es una neurotoxina presináptica, inicialmente caracterizada en el veneno de la 
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O. scutellatus australiana (Fohlman et al., 1976; Fohlman et al., 1977; Fohlman et al., 

1979; Lind y Eaker, 1982), y posteriormente en el veneno de la O. scutellatus de PNG, 

aunque en este último caso fue llamada como cannitoxina (Kuruppu et al. , 2005). Sin 

embargo, la cannitoxina corresponde a la taipoxina dado que ambas poblaciones 

pertenecen a la misma especie (Herrera et al., 2012). 

La taipoxina es una sialoglicoproteína moderadamente acídica, con un peso 

molecular de aproximadamente 45.6 kDa, que presenta una potente actividad neurotóxica 

(Fohlman et al., 1976; Kuruppu, et al., 2005) y miotóxica (Harris y Maltin, 1982). En las 

descripciones iniciales de esta toxina se determinó que representa entre el 16-17% del 

veneno completo de O scutellatus (Fohlman et al., 1976; Kuruppu, et al. , 2005), sin 

embargo en estudios más recientes se encontró que la taipoxina constituye 

aproximadamente un 20% del veneno de las poblaciones Australianas, y un 56% para el 

veneno de PNG (Herrera et al., 2012). 

Desde el punto de vista estructural, la taipoxina es un complejo temario, formado 

por tres subunidades peptídicas tipo fosfolipasa: a-taipoxina, ~-taipoxina y y-taipoxina, 

presentes en una estequiometria de 1: 1: 1, que se mantienen unidas por interacciones no 

covalentes (Fohlman et al., 1976; Kuruppu et al., 2005). 

La subunidad a de la taipoxina es muy básica y es la única que presenta actividad 

neurotóxica y enzimática por sí sola (Fohlman et al., 1979). La subunidad ~ es neutra y 

está presente en dos isoformas, ~ 1 y ~2, las cuales difieren levemente en su secuencia de 

aminoácidos (Fohlman et al., 1976) y carece de actividad enzimática (Fohlman et al., 

1979). La subunidad y constituye el componente ácido del complejo trimérico, es la 

subunidad de mayor tamaño, contiene todo el carbohidrato presente en la molécula de 
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taipoxina (F ohlman et al., 1976; Kuruppu et al., 2005), y tiene una leve actividad 

enzimática por si sola (F ohlman et al., 1979). 

La taicatoxina es otra neurotoxina aislada del veneno de O scu1ella1us, distinta 

estructuralmente a la taipoxina. La taicatoxina está compuesta por tres subunidades 

diferentes: un péptido similar a una a-neurotoxina con un peso molecular de 8 kDa, una 

fosfolipasa neurotóxica de 16 kDa y un inhibidor de serina proteasas de 7 kDa. Estas tres 

subunidades están unidas de manera no covalente en una estequiometría aproximada de 

1 :1 :4, respectivamente, formando en su conjunto un complejo tóxico cargado básicamente 

(Possani et al., 1992). La taicatoxina se une a la cara extracelular de los canales de calcio 

de alto umbral en el músculo cardiaco y los bloquea de manera reversible y dependiente 

de voltaje (Brown et al., 1987). 

Aunque inicialmente se creyó que la taicatoxina no tenía ningún efecto sobré las 

corrientes de calcio de bajo umbral ni sobre los canales de potasio y sodio (Brown et ·al., 

1987), en evaluaciones posteriores de esta toxina se ha observado que es un pot~nte 

bloqueador de canales de K+ de baja conductancia activados por calcio intracelular en 

células de cerebro de rata y células de cromatina (Doorty et al., 1997). 

1.4.3. Péptidos de bajo peso molecular 

Según su actividad farmacológica los péptidos de bajo peso molecular se pueden 

dividir en: neurotoxinas e inhibidores enzimáticos. 
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1.4.3.l. Neurotoxinas 

Las a-neurotoxinas que se han aislado de los elápidos australianos son neurotoxinas 

postsinápticas de cadena corta o larga. Estas toxinas presentan diferentes tamaños y 

número de enlaces disulfuro dentro del plegamiento de la molécula. Sin embargo, todas 

ejercen su actividad farmacológica uniéndose a Jos receptores nicotínicos de acetilcolina 

en el músculo esquelético (Fry, 1999). 

Las neurotoxinas de cadena corta aislada de los elápidos australianos son básicas, 

constituyen bloqueadores postsinápticos de la transmisión nerviosa y presentan un alto 

grado de homología entre ellas. Están formadas por entre 60-62 residuos de aminoácidos 

y presentan cuatro enlaces disulfuro internos (Zamudio et al., 1996). 

Del veneno de O scutellatus se han aislado varias a-neurotoxinas. Inicialmente 

Zamudio y colaboradores (1996) aislaros dos a-neurotoxinas (i.e. taipán toxinas l y 2), 

las cuales inhiben la unión de la a-bungarotoxina a los receptores nicotínicos de 

acetilcolina en músculo esquelético pero no así a nivel neuronal. En términos de su 

estructura química, ambas toxinas presentan un alto grado de similitud entre sí y con otras 

a-neurotoxinas de cadena corta. Ambas toxinas están constituidas por 62 residuos de 

aminoácidos, la toxina 1 tiene un peso molecular de 6726 Da, mientras que la toxina 2 

pesa 6781 Da (Zamudio et al., 1996). 

Más recientemente Komhauser y colaboradores (201 O) aislaron dos a-neurotoxinas 

con actividad postsináptica llamadas a-oxytoxina 1 y a-scutoxina 1. Estas fueron aisladas 

de los venenos de O scutellatus de PNG (O. scutellatus canni) y O scutellatus de 

Australia (O. scutellatus scutellatus) respectivamente y costituyen el 9% y el 6% del 
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veneno completo. La a-oxytoxina 1 tiene un peso molecular de 6770 Da, mientras que el 

de la a-scutoxina 1 es de 6781 Da (Komhauser et al., 201 O). 

Las neurotoxinas de cadena larga son potentes bloqueadores postsinápticos de la 

transmisión neuromuscular, pero no todas son básicas y presentan mucho más variación 

en cuanto a secuencia de aminoácidos, aunque siempre existe un grado de homología 

significativo entre ellas (Fry, 1999). Las neurotoxinas de cadena larga tienen entre 70-74 

residuos de aminoácidos y cinco enlaces disulfuro en su estructura (Zamudio et al., 1996). 

1.4.3.2. Inhibidores enzimáticos 

La subunidad de menor tamaño de la taicatoxina de O. scutellarus, constituye el 

componente mayoritario de esta toxina. Aunque esta subunidad presenta actividad tóxica 

y exhibe una potente actividad inhibitoria sobre proteasas como la tripsina y la 

quimotripsina, es incapaz de bloquear canales de Ca2+ en ausencia de las otras dos 

subunidades. Su secuencia N-terminal no presenta similitud aparente con otras toxinas 

aisladas del veneno de elápidos, sin embargo en términos de su secuencia primaria 

presenta una identidad cercana al 64% con el inhibidor de quimotripsina aislado del 

veneno de la serpiente Vipera amrnodytes (Possani et al, 1992). 

1.5. Anti venenos ofídicos 

Los antivenenos ofídicos son formulaciones de inmunoglobulinas (o sus fragmentos 

F(ab')2 o Fab) capaces de neutralizar los efectos tóxicos inducidos por los venenos de 

serpiente (Gutiérrez et al., 2011). Estas inmunoglobulinas se obtienen del plasma de 

animales que han sido inmunizados mediante la inyección sucesiva durante varios meses 
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de dosis de veneno mezcladas con sustancias adyuvantes de la respuesta inmune (Lalloo y 

Theakston, 2003). 

Como consecuencia de la inyección de veneno en animales ocurren dos procesos 

simultáneos: a) el desarrollo de los efectos tóxicos inducidos por los componentes del 

veneno y b) la estimulación de las respuestas inmunes innata y adaptativa del organismo, 

las cuales tienen como objetivo neutralizar y remover las proteínas del veneno (León et 

al., 2011). 

La capacidad de los componentes del veneno para inducir reacciones inmunológicas 

(i.e. inmunogenicidad) depende de: a) sus características fisicoquímicas intrínsecas (e.g. 

peso molecular, estructura, modificaciones postraduccionales y abundancia relativa en el 

veneno), b) el diseño del método de inmunización (e.g. ruta de administración del veneno, 

dosis, frecuencia de administración de refuerzos y uso de adyuvantes) y c) las 

características del animal inmunizado (i.e. constitución genética del individuo, habilidad 

para procesar las toxinas del veneno y capacidad de la especie para reconocer los 

componentes del veneno como agentes extraños) (León et al., 2011). 

Tradicionalmente los antivenenos se han formulado empleando inmunoglobulinas 

de mamíferos, sin embargo desde la última decada del siglo XX se ha propuesto el uso de 

aves como fuente de inmunoglobulinas para la producción de antivenenos como una 

alternativa para obtener productos más baratos (de Almeida et al., 1998) y con menor 

capacidad de inducir reacciones adversas (Carroll et al., 1992; Paul et al., 2007). Además, 

representa un refinamiento en el proceso de producción, al reducirse o eliminarse la etapa 

de sangrado de los animales, cumpliendo de esta forma con algunas de las 

recomendaciones globales para asegurar el bienestar animal (Araújo et al., 201 O; da Silva 
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y Tambourgi, 2010). Sin embargo, hasta ahora son escasos los estudios donde se 

comparen antivenenos producidos en mamíferos y aves, en cuanto a su inmunoreactividad 

y eficacia (Carroll et al., 1992). 

1.5.1 . Antivenenos formulados con inmunoglobulinas de mamíferos 

La gran mayoría de los antivenenos que en la actualidad se emplean para el 

tratamiento de los envenenamientos ofidicos son producidos empleando caballos como 

fuente de inmunoglobulinas (WHO, 2010). No obstante, otros animales como ovejas, 

burros, camellos y llamas también han sido usados en la producción de antivenenos (León 

et al. , 2011 ). 

Entre las ventajas que ofrecen los caballos para ser empleados en la producción de 

antivenenos se encuentran: a) la docilidad y disposición para entrar y mantenerse 

tranquilos en las prensas inmovilizadoras durante los procesos de inmunización y sangría, 

b) el alto título de anticuerpos anti-veneno que producen como resultado de la 

inmunización (Angulo et al., l 997a), c) la capacidad de soportar la extracción de grandes 

volúmenes de sangre sin sufrir alteraciones fisiológicas importantes (Lumsden et al., 

1975; Magdesian et al., 1992; Angulo et al., 1997b; Malikides et al., 2001) y d) la alta 

velocidad de eritrosedimentación, que hace innecesario centrifugar la sangre para separar 

el plasma. 

A lo largo de la inmunización de caballos con venenos de serpiente, se estimula la 

producción de procesos inflamatorios en los sitios de inyección del veneno (León et al., 

1998). En modelos murinos se ha demostrado que estos procesos están caracterizados por 

dolor, edema local y un infiltrado celular que durante las primeras horas es conformado 
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principalmente por neutrófilos, pero que 48 horas después de la inyección de veneno tiene 

una predominancia de células presentadoras de antígenos como macrófagos y células 

dendríticas (Gutiérrez et al., 1986; Lomonte et al., 1993). 

La presentación de los antígenos derivados del procesamiento de las proteínas que 

componen el veneno desencadena una respuesta T-dependiente, que estimula Ja 

proliferación de Jos linfocitos B específicos contra Jos componentes del veneno y su 

diferenciación a células de memoria y células plasmáticas productoras de 

inmunoglobulinas anti-veneno. La estimulación producida por Jos linfocitos T también 

induce el cambio de clase de las inmunoglobulinas anti-veneno, de lgM e IgD a lgG o su 

inmunoglobulina homóloga en el animal inmunizado (León et al., 2011 ). 

En los antivenenos de origen equino, una sub-clase de inmunoglobulina conocida 

tradicionalmente como IgG(T) es responsable de la mayor parte de la capacidad 

neutralizante de Ja toxicidad de los componentes del veneno (Fernandes et al., 1991; 

1997; 2000). La lgG(T) corresponde a las sub-clases denominadas como IgG3 e lgG5 en 

nomenclaturas más recientes (Wagner, 2006). 

-. Las inmunoglobulinas anti-veneno pueden ser digeridas con pepsina para generar 

sus fragmentos F(ab')2 (Pope, 1939a,b) o con papaína para generar sus fragmentos Fab 

(Lalloo y Theakston, 2003; Theakston et al., 2003). Estas digestiones se realizan con la 

intención de generar productos más eficaces y seguros. La afirmación anterior se basa en 

gran medida en Ja suposición de que las reacciones adversas tempranas observadas en 

algunos pacientes sometidos a terapia por antivenenos podrían ser causadas por las 

anafilatoxinas liberadas por Ja activación de la cascada del complemento por la vía 

clástica través de la porción Fe en las moléculas de lgG (León et al., 2013; Squaiella-
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Baptistao et al., 2014). Sin embargo, algunos estudios han demostrado que los 

antivenenos basados en fragmentos no son más eficaces o seguros que los antivenenos 

constituidos por inmunoglobulinas completas (Otero-Patiño et al., 2012; León et al., 

2013). 

Las inmunoglobulinas completas, o sus fragmentos F(ab')2 o Fab, son purificadas a 

partir del plasma de los animales inmunizados empleando técnicas como: a) el «salting 

ouf' con sulfato de amonio o sulfato de sodio, b) la precipitación con polietilenglicol, c) 

la precipitación con ácido caprilico, o d) diferentes métodos cromatográficos (León et al., 

2014). Una vez purificadas las inmunoglobulinas son mezcladas con preservantes, 

estabilizantes y otros excipientes para formular los antivenenos ofidicos (Segura et al., 

2009). La adición de crioprotectores es necesaria cuando se pretende estabilizar la 

formulación por liofilización (Herrera et al., 2014a). 

Cuando son producidos de acuerdo con las Buenas Prácticas de Manufactura, los 

anti venenos de origen equino (u ovino) cumplen con los requerimientos de eficacia y 

seguridad para ser empleados en el tratamiento clínico de pacientes envenenados (WHO, 

2010). 

Se han formulado dos antivenenos contra el veneno de la serpiente O. scutellatus 

empleando inmunoglobulinas equinas completas o sus fragmentos F(ab')2 obtenidos por 

digestión con pepsina, (Vargas et al., 2011 ). En estudios pre-clínicos, ambas 

formulaciones han demostrado eficacia para neutralizar los principales efectos tóxicos 

producidos por este veneno (Vargas et al., 2011 ), y una de ellas ya es empleada en el 

tratamiento de pacientes humanos, mostrando eficacia y seguridad adecuadas para este 

tipo de productos. 
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Sin embargo, los altos costos asociados al cuido de los animales, el mantenimiento 

de las áreas de pastoreo y los materiales para la sangría y separación del plasma; hacen de 

la producción de antivenenos en mamíferos un proceso relativamente caro. 

Adicionalmente, y a pesar de ser el único tratamiento científicamente validado y eficaz 

para el envenenamiento por mordedura de serpientes (Gutiérrez et al., 2006; Kasturiratne 

et al., 2008), la administración en humanos de estos derivados del suero animal puede 

llegar a producir efectos o reacciones adversas tanto tempranas como tardías (Theakson et 

al., 2003). Tomando en cuenta esas consideraciones, algunos investigadores han 

planteado la posibilidad de que el uso de gallinas como fuente de inmunoglobulinas anti

veneno podría ser una alternativa más barata y conveniente para producir antivenenos 

eficaces y seguros (Carroll et al., 1992; de Almeida et al., 1998; Lallo y Theakston et al., 

2003; Paul et al., 2007; Meenatchisundaram et al., 2008b). 

1.5.2. Antivenenos formulados con inmunoglobulinas de aves 

1.5.2.1. Generalidades de la respuesta por anticuerpos de las aves 

Anatómicamente, los sistemas inmunológicos de las aves difieren con los de los 

mamíferos en varios aspectos como por ejemplo: a) en las aves, la diferenciación de los 

linfocitos B ocurre predominantemente en una estructura denominada la "Bolsa de 

Fabricio", mientras que en los mamíferos este proceso ocurre en la médula ósea; b) en las 

aves existe una infiltración extensa de linfocitos B en el timo y de linfocitos T en la Bolsa 

de Fabricio; c) el timo de las aves puede estar divido hasta en doce lóbulos, mientras que 

el de los mamíferos en dos; d) en las aves se da la presencia de bazos accesorios y e) los 
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ganglios linfáticos de las aves no muestran la organización típica de los ganglios 

linfáticos de los mamíferos (Rose, 1979; Fleischer, 1981; Oláh y Vervelde, 2008). 

A pesar de las diferencias entre ellos, los sistemas inmunológicos de aves y 

mamíferos operan mediante mecanismos muy similares en términos funcionales (Sharma, 

1991 ). El sistema inmune en aves puede dividirse en dos partes, una innata (no específica) 

y otra adquirida, caracterizada por ser específica, heterogénea y presentar memoria, cada 

una ellas presenta una rama celular y otra no celular (Rose, 1979; Chalghoumi et al., 

2009). 

Como parte de la respuesta de anticuerpos en aves, existen tres clases principales de 

inmunoglobulinas, las cuales son diferenciables en concentración, estructura y función 

inmunológica, la IgM, la IgA y la IgY. Tanto la IgM como la IgA son similares a la IgM e 

IgA de mamíferos tanto en estructura, movilidad ·electroforética y función inmunológica 

(Tizard, 2002; Chalghoumi et al., 2009). La IgM de aves, de manera muy similar a la de 

mamíferos, se forma predominantemente durante .la respuesta inmune primaria después 

de la exposición inicial a un antígeno (Tizard, 2002). 

De manera muy similar a los mamíferos, la inmunización de aves con antígenos de 

naturaleza proteica, estimula una respuesta inmune T-dependiente, que lleva a la 

diferenciación de los linfocitos B en células de memoria y células efectoras productoras 

de anticuerpos. En caso de una segunda exposición al antígeno se produce una respuesta 

más rápida y fuerte de anticuerpos, además de que se induce el cambio de isotipo 

(Chalghoumi et al., 2009). La respuesta secundaria está caracterizada por la producción 

de IgY, la cual es considerada como la predecesora evolutiva de la IgG e lgE de 

mamíferos (Sharma, 1991; Warr et al., 1995). La IgY es la principal inmunoglobulina 
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encontrada tanto en el suero como en la yema de huevo de las aves (Chalghoumi et al., 

2009). También, la IgY es la principal inmunoglobulina involucrada en la transferencia de 

inmunidad pasiva de la madre a su descendencia, al inicio del proceso de formación de 

los huevos (Davison et al., 2008). 

lgY lgG 

Fab 

o 
t::I Región bisagra 

Fe 
~ 
¡;,. Fe 

Figura 4. Comparación de la estructura molecular de la IgY aviar y de la IgG de mamíferos. Fab: 
Fragmento de unión a antígeno, Fe: Fragmento cristalizable (constante), V: dominio variable de la cadena 
liviana (VL) y la cadena pesada (VH), C: dominio constante de la cadena liviana (CL) y la cadena pesada 
(CH). Figura adaptada de Warr et al., 1995. 

Estructuralmente, y de manera muy similar a la IgG de mamíferos, la IgY está 

formada por dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas livianas (L), las cuales están 

formadas por dominios o regiones variables y constantes (Figura 4). La principal 

diferencia con la IgG, radica en la presencia de cuatro y no de tres dominios constantes en 

la cadena pesada (Warr et al., 1995; Tizard, 2002; da Silva y Tambourgi, 2010). Además, 

la IgY carece de la región bisagra encontrada en las inmunoglobulinas de mamíferos. En 
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su lugar, posee una región "interruptora" que le confiere una flexibilidad muy limitada 

(Warr et al., 1995; Michael et al., 2010). Por eso, las lgY son incapaces de precipitar 

antígenos en condiciones salinas fisiológicas (Davison et al., 2008). 

Interesantemente, mientras que el complemento de los mamíferos no puede ser 

activado por inmunoglobulinas de la clase IgY (Benson et al., 1961; Rose y Orlans, 1962; 

Larsson et al., 2012), el complemento de aves sí puede ser activado por inmunoglobulinas 

de mamíferos (Fleischer, 1981 ). 

Entre las posibles ventajas que ofrece el uso alternativo de gallinas en lugar de 

mamíferos como fuente de inmunoglobulinas antiveneno están, el ser una fuente más 

práctica, de menor costo y menos invasiva para la obtención de inmunoglobulinas, dado 

el bajo costo de mantenimiento de los animales y su fácil manipulación (Gassman et al., 

1990), el volumen de yema de huevo que se puede obtener por animal, las cantidades más 

pequeñas de antígenos de veneno requeridas para la hiperinmunización y la facilidad de la 

obtención de los anticuerpos a partir de la simple colecta de huevo·s .(Carroll et al., 1992). 

Desde el punto de vista clínico otra de las posibles ventajas de la preparación de 

antivenenos a partir de la_ IgY de yema de huevos en las obtención de productos más 

seguros, con un potencial de producir reacciones adversas más leves y con menor 

incidencia (Carroll et al., 1992). La afirmación anterior se basa en al menos tres aspectos: 

-
a) la incapacidad de la lgY de activar el complemento de mamíferos (Benson et al., 1961; 

Rose y Orlans, 1962; Larsson et al, 1992) por lo que se reduciría el riesgo de reacciones 

anticomplementarias (Carroll et al., 1992; Paul et al., 2007), las cuales han sido asociadas 

al desarrollo de reacciones adversas tempranas (León et al., 2013), b) la baja reactividad 

de la IgY con los receptores Fe humanos (Lindahl et al., 1992; Larsson et al., 1993), lo 
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cual también deberia expresarse en una menor posibilidad de reacciones adversas (Sevcik 

et al., 2012) y c) al estar formulados por anticuerpos que no son de origen equino u otro 

mamífero, su uso podria ser más seguro en aquellos pacientes previamente sensibilizados 

contra proteínas equinas u otros productos del suero de mamíferos (Carroll et al., 1992; 

Paul et al., 2007). 

1.5.2.2. Proceso de ensamblaje de los huevos de aves 

El sistema reproductor de las gallinas está formado por el ovario y el oviducto. 

Durante el desarrollo, el ovario derecho de las gallinas se atrofia, por lo que solo el ovario 

izquierdo (constituido por la médula y la corteza) tiene capacidad de ovulación. Un ovario 

de gallina contiene más de 4.000 óvulos microscópicos, pero solo un número reducido 

llegará a formar huevos (USDA, 2000). 

En el ovario de la gallina, al final del proceso de oogénesis se genera un oocito 

incorporado en una cápsula formada por varias capas de células foliculares. La capa más 

cercana al oocito es el epitelio folicular o membrana granulosa. La capa siguiente es una 

delgada lámina de material extracelulai denominada membrana propia. Las· capas 

siguientes son la teca interna y la teca externa, respectivamente. Todas estas capas son 

irrigadas por numerosos vasos sanguíneos (Bellairs, 1965). 

Durante la formación de la yema, la cápsula de células foliculares es atravesada por 

materiales provenientes del plasma y depositados en el interior del oocito. En una primera 

fase, el diámetro del oocito pasa de 0.05 mm a 1.00 mm. Durante esta fas·e las sustancias 

depositadas en el oocito son principalmente lípidos. Durante la segunda fase, el diámetro 

del oocito alcanza los 6 mm, luciendo por primera vez como una yema muy pequeña. 
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Aunque en esta fase también se acumulan lípidos en el oocito, las proteínas son las 

moléculas que se depositan con más abundancia (Arjamaa y Talo, 1983). 

Durante la tercera fase (también conocida como fase de crecimiento rápido) la 

acumulación principalmente de lípidos, pero también de proteínas plasmáticas (i.e. lgY) 

hace que el oocito alcance los 35 mm (Bellairs, 1965). La lgY plasmática es transferida 

de manera selectiva del torrente sanguíneo a la yema de los oocitos en desarrollo, 

mediante un receptor específico, localizado en la superficie de la membrana del saco de la 

yema, lo que permite la transferencia de todas las poblaciones de IgY presentes en el 

suero (Shade et al. , 2005 ; Chalghoumi, et al. , 2009; Murai et al. , 2013). En las primeras 

etapas las membranas celulares de las células foliculares y del oocito se encuentran 

juntas, pero posteriormente la membrana del oocito origina una membrana llamada la 

zona radiata (o zona estriada) y de las células foliculares se· deriva lo que se conoce como 

la membrana vitelina (Bellairs, 1965). 

Una vez que la yema está totalmente formada, ocurre la dehiscencia folicular, es 

decir la separación del oocito del ovario durante la ovulación. Tras la ruptura de la 

membrana folicular, la yema se desprende del ovario y pasa por el oviducto, un tubo de 

60 a 70 cm de largo y que está constituido por las siguientes .secciones: a) el infundíbulo, 

que es una estructura con forma de embudo por donde la yema encuentra la entrada al 

-
oviducto. Durante el recorrido por el infundíbulo, el cual tarda de 15 a 30 minutos, se 

forman las dos capas más externas de la membrana vitelina, la cual previene la entrada de 

agua desde la clara a la yema. También, es en el infundíbulo donde ocurre la fertilización 

del huevo; b) el magno, que es la sección en la que en un recorrido que tarda cerca de 3.5 

horas, la yema se recubre de albúmina; c) el istmo, donde la albúmina es rodeada por las 
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membranas testáceas y d) el útero (o glándula cascarógena), donde luego de 18-22 horas 

el huevo adquiere la cáscara, la cual está fonnada principalmente de carbonato de calcio, 

además aquí tennina el proceso de hidratación de la clara, proceso conocido como 

"plumping". Finalmente, el huevo es expulsado por la cloaca (Taylor, 1977; USDA, 

2000). 

1.5.2.3. Métodos de purificación de IgY 

Las IgY anti-veneno pueden ser purificadas de la yema de huevo mediante 

técnicas como la precipitación con polietilenglicol-6000 (Pauly et al., 2011 ), precipitación 

con ácido caprílico (Melaren et al., 1994) o combinando la precipitación con ácido 

caprílico seguida por un "'salting out" con sulfato de amonio (Ruan et al., 2005). Con 

métodos similares, así como la implementación de otros procesos de purificación menos 

convencionales como la cromatografía de filtración en gel (Maya e.t al., 2002b), 

cromatografía de afinidad y la cromatografía de intercambio iónico, varias fonnulaciones 

de antivenenos experimentales han sido preparadas empleando como sustancia activa 

inmunoglobulinas de la clase IgY, purificadas a partir de yemas de huevos provenientes 

de gallinas inmunizadas con venenos de serpientes de los géneros Crotalus (Carroll et al., 

1992; de Almeida et al., 1998; de Andrade et al., 2013), Trimeresurus (Carroll et al., 

1992), Daboia (Maya et al., 2002a; Meenatchisundaram et _al., 2008a; 

Meenatchisundaram et al., 2009), Pseudonaja (Madaras et al., 2005), Echis (Paul et al., 

2007; Meenatchisundaram et al., 2008a; Meenatchisundaram et al., 2009), Bilis (de 

Almeida et al., 2008), Bungarus (Meenatchisundaram et al., 2008b; Meenatchisundaram 

et al., 2009), Naja (de Almeida et al., 2008; Meenatchisundaram et al., 2008b; 
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Meenatchisundaram et al., 2009), Bothrops (de Almeida et al., 1998; Araújo et al., 2010; 

de Andrade et al., 2013); Vipera (Zolfagharian y Dounighi, 2015), y Micrurus (Aguilar et 

al., 2014). 

El grado de inmunogenicidad de una molécula depende de factores como su peso 

molecular, su abundancia y complejidad estructural (León et al., 2011 ). Además la 

imunogenicidad depende de la distancia filogenética entre el organismo del cual dicha 

molécula se deriva y el organismo cuyo sistema inmune quiere estimularse (Kindt et al., 

2007); y a que la distancia filogenética entre reptiles y aves es menor que la que existe 

entre reptiles y mamíferos (Hedges, 1994; Kumar y Hedges, 1998) (Figura 5), se hace 

necesario determinar si los antivenenos producidos en gallinas tienen un perfil de 

inmunoreactividad menos diverso que el obtenido mediante la inmunización de caballos y 

consecuentemente podrían ser menos eficaces que las formulaciones basadas en 

inmunoglobulinas equinas. 

A pesar de Ja importancia que tiene la selección del animal empleado como fuente 

de inmunoglobulinas para la producción de antivenenos ofidicos, escasos son los estudios 

que comparan formulaciones equivalentes preparadas en mamíferos y aves, en cuanto _a 

su perfil de inmunoreactividad y sus propiedades neutralizantes de las actividades tóxicas. 

inducidas por venenos de serpiente. Por eso, para evaluar el efecto de la alteridad de los 

venenos de serpiente en su inmunogenicidad, se desarrolló un antiveneno formulado con 

lgY purificadas de Ja yema de huevos de gallinas inmunizadas contra el veneno de la 

serpiente O. scutellatus y se comparó en términos de su productividad, eficacia, 

efectividad y seguridad con el de una formulación similar de inmunoglobulinas equinas. 
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Figura S. Cladograma mostrando las relaciones filogenéticas entre diferentes grupos de tetrápodos. Fuente: 
figura elaborada por Guillermo León Montero a partir de estado de conocimiento actual. 
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2. HIPÓTESIS: 

Los antivenenos producidos en gallinas tienen un perfil de inmunoreactividad 

menos diverso que el obtenido mediante la inmunización de caballos y consecuentemente 

son menos eficaces que las formulaciones basadas en inmunoglobulinas equinas. 
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3. OBJETIVO GENERAL: 

Comparar la respuesta por anticuerpos anti-veneno de taipán inducida en caballos y 

gallinas por este veneno, para evaluar si la especie seleccionada como fuente de 

inmunoglobulinas afecta la eficacia de los antivenenos formulados con estos anticuerpos. 

4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

4.1. Comparar la magnitud de la respuesta por anticuerpos inducida por el veneno de 

taipán en gallinas y caballos, para evaluar si la especie seleccionada como fuente de 

inmunoglobulinas afecta la productividad de inmunoglobulinas anti-taipán. 

4.2. Comparar la inmunoreactividad y la capacidad neutralizante de las inmunoglobulinas 

anti-taipán obtenidas en gallinas y caballos, para evaluar si la especie seleccionada 

como fuente de inmunoglobulinas afecta la efectividad del antiveneno. 

4.3. Comparar la farrnacocinética e inmunogenicidad de inmunoglobulinas anti-taipán 

obtenidas en gallinas y caballos, para evaluar si la especie empleada como fuente de 

inmunoglobulinas afecta la eficacia y seguridad del antiveneno. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5 .1. Consideraciones éticas 

Este anteproyecto cumple con los Principios de la Guía Internacional para la 

Investigación Biomédica que involucra Animales (CIOMS, 1985) y las Guías ARRIVE 

para el Reporte de experimentos in vivo (Kilkenny et al., 201 O). Todos los procedimientos 

que involucraron el uso de animales de experimentación fueron aprobados por el Comité 

Institucional del Cuido y Uso de Animales de Laboratorio (CICUA) de la Universidad de 

Costa Rica, en su sesión Nº 124, según consta en el oficio CICUA-21-12 (Anexo A). 

5.2. Veneno de O. scutellatus 

Se utilizó una mezcla de veneno obtenido de doce especímenes adultos saludables 

de O. scutellatus que luego de ser capturados en la Provincia de Milne Bay y la Provincia 

Central de PNG (Figura 2), fueron mantenidos en cautiverio en el serpentario de la 

Universidad de Papúa Nueva Guinea. El veneno fue extraído por estimulación mecánica 

de las glándulas de veneno, congelado a -80 ºC, liofilizado y almacenado en oscuridad a -

20 ºC. Todas las soluciones de veneno fueron preparadas inmediatamente antes de ser 

usadas. 

5.3. Antiveneno anti-taipán de origen equino (AvDC) 

Se utilizó el antiveneno anti-taipán producido por el Instituto Clodomiro Picado 

(lote 5210313T ALQ, con fecha de expira en octubre del 2016), el cual es una formulación 

de inmunoglobulinas purificadas a partir del plasma de caballos inmunizados con el 

veneno de la serpiente O. scutellatus de PNG. El AvDC fue formulado a concentración de 
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proteína total de 5.0 g.'dL, fenol 0.25%, NaCl 0.9% y pH 7.0 (Vargas et al., 2011). 

También se empleó muestras de plasma de los caballos empleados para elaborar este 

anti veneno. 

5.4. Animales de laboratorio. 

Para la preparación del antiveneno anti-taipán formulado con lgY se empleó 

gallinas domésticas (Gallus domesticus) de la variedad o raza Rhode lsland (gallinas 

colorada) de 12 semanas de edad, con un peso corporal entre los 1.4 y 2.1 kg, mantenidas 

en una jaula 3 x 3 x 3 metros, a temperatura ambiente y con un ciclo de 12 horas de luz de 

día. Para la determinación de la letalidad del veneno de 0.scutellatus de PNG y su 

neutralización se empleó ratones de la cepa CD-1, de ambos sexos, con peso corporal de 

16-18 g, los cuales fueron mantenidos en cajas de 42,5 cm x 26,6 cm x l 8x5 cm (5 

animales por caja) a temperatura ambiente. Para los estudios de farmacocinética e 

inmunogeniciadad se empleó conejos de la cepa Nueva Zelandia de entre 2.5 y 3.0 kg 

peso corporal, los cuales fueron mantenidos a temperatura ambiente en jaulas de 82.3 cm 

x 66.0 cm x 11.0 cm ( l animal por jaula). Durante su uso, todos los animales tuvieron 

acceso ad libitum a agua y alimento 

5.5. Preparación de un antiveneno anti-taipán formulado con lgY (AvDG) 

5.5. l. Inmunización de gallinas con veneno de taipán 

Se inmunizó un grupo de 12 gallinas. Los huevos puestos durante la cuarta semana 

de ovoposición fueron recolectados y conservados como muestra basal previa al proceso 

de inmunización. En esa misma semana, también se colectó por punción de las venas 
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alares, muestras basales de sangre heparinizada. El plasma de esas muestras fue separado 

por centrifugación y conservado a -20ºC. A partir de la quinta semana de ovoposición las 

gallinas fueron inyectadas cada 2 semanas con 50 µg de veneno de O. scutellatus de 

PNG, disuelto en 125 µL de un amortiguador de fosfatos (i.e. PBS: NaCl 0.14 M, fosfatos 

0.04 M y pH 7.2) y contenidos en 250 µL de una emulsión simple. Dosis similares han 

sido empleadas para producir otros antivenenos en gallinas (Meenatchisundaram et al., 

2008a,b ). Para la primera dosis, esta emulsión fue preparada con el adyuvante de Freund 

completo (Catalogo# F5881; Sigma-Aldrich). Para los demás refuerzos, los cuales fueron 

aplicados durante un periodo de 6 meses, la emulsión fue preparada con el adyuvante de 

Freund incompleto. Las inyecciones fueron administradas por vía subcutánea sobre el 

músculo pectoral, en un único punto de inyección, alternando entre el lado derecho e 

izquierdo entre refuerzos. A lo largo del esquema de inmunización se recolectó muestras 

de plasma y huevos, para medir en ellos la concentración de anticuerpos anti-taipán y 

reunir material para la producción del AvDG. 

5.5.2. Extracción primaria·~e los anticuerpos IgY de la yema de huevo 

Como primer paso para la purificación de IgY a partir de la yema de huevo, se 

siguió una modificación del procedimiento de dilución en agua bajo condiciones acídicas 

previamente descrito por Akita y Nakai (1996), con el fin de obtener una fracción acuosa 

rica en proteínas (lgY). Para esto, las yemas fueron separadas de sus claras utilizando un 

separador comercial de yemas, lavadas superficialmente con agua destilada y 

posteriormente se secaron sobre un papel filtro con el fin de eliminar la mayor cantidad 

de proteínas contaminantes procedentes de la clara. Luego, el contenido de las yemas fue 



36 

extraído mediante la ruptura de las membranas vitelinas con una punta de micropipeta 

automática. Las yemas líquidas fueron diluidas 1 :3 con agua destilada fría (2-8 ºC) 

acidificada (pH de 4.9-5.2) y agitadas fuertemente durante 1 hora. Las yemas diluidas 

fueron congeladas a -20 ºC hasta su procesamiento. 

5.5.3. Purificación por precipitación con ácido caprílico/sulfato de amonio 

Antes de iniciar el proceso de purificación, las yemas previamente diluidas y 

congeladas a -20 ºC (punto 5.4.2) fueron descongeladas a 4 ºC. Luego, la mezcla fue 

centrifugada a 10.000 x g durante 1 O min con el fin de estratificar los lípidos. La fracción 

acuosa rica en IgY (i.e. extracto primario) fue sometida al siguiente proceso de 

purificación. Para la purificación de las IgY el pH de una muestra de la yema de huevo 

diluida fue ajustado a 4.6 con ácido acético. Una vez ajustado el pH y bajo condiciones de 

agitación fuerte, se agregó por goteo lento ácido caprílico hasta una concentración final 

de.6% (v/v). Esta mezcla fue mantenida· en agitación constante a temperatura ambiente 
. . 

(TA) por 2 h. Luego, Ja mezcla fue filtrada utilizando un papel filtro Whatman 2V (GE 

healthcare biosciences, UK). El pH del filtrado fue ajustado a 7.4 mediante la adición de 

Tris 1 M. La temperatura del filtrado fue llevada a 4 ºC para posteriormente agregar 

sulfato de amonio a una concentración de 1.75 M. La mezcla fue agitada por 1 ha 4 ºC, al 

cabo de la cual fue filtrada utilizando · un papel filtro Whatman 2V (GE Healthcare 

Biosciences, UK). El material precipitado retenido en el filtro fue disuelto en PBS, 

dializado contra agua y formulado de forma que se obtuvieran las siguientes 

concentraciones finales: NaCl 0.9 g/dL, fenol 0.25 g/dL y pH 7.0. Finalmente, el AvDG 
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fue esterilizado por filtración en una membrana de 0.22 µm (Minisart, Sartorius, 

Gottingen, Germany), y dispensado en viales de borosilicato de 1 O rnL. 

5.6. ELISA para la cuantificación de anticuerpos anti-taipán 

La determinación cuantitativa de anticuerpos anti-taipán se llevó a cabo por la 

técnica de ELISA en placas de 96 pozos (Costar 9017, Corning Inc.). Cada pocillo de las 

placas fue recubierto con 100 µL de una solución de veneno de O scutellatus disuelto en 

PBS a una concentración de 0.03 µg/µL. Luego de una incubación de toda la noche a TA 

(20-22ºC), las placas fueron lavadas 5 veces con agua destilada. Posteriormente, por 

triplicado, se agregó a cada pocillo 100 µL de muestra (i.e. plasma de caballo o gallina, 

extracto primario de lgY, AvDC, AvDG, o suero de conejos inyectados con antiveneno), 

o de patrones de . anticuerpos anti-taipán purificados por cromatografía de afinidad, a 

partir de los anti venenos comparados (i.e. A vDC y A vDG). Tanto las muestras corno los 

patrones fueron diluidos en una solución de leche en polvo descremada en PBS (LO 2%

PBS). Las placas fueron incubadas durante 1 h a TA y después fueron lavadas 5 veces 

con agua destilad~. Después, en cada pocillo se agregó 100 µL de un conjugado anti-IgY 

marcado con peroxidasa preparado en conejos (Catalogo# A9046; Sigrna-Aldrich), ó 100 

µL de un conjugado anti-IgG equina marcado con peroxidasa preparado en conejos 

(Catalogo # A6917; Sigrna-Aldrich), dependiendo de si los anticuerpos anti-taipán en la 

muestra eran de caballo o de gallina. En ambos casos, los conjugados fueron diluidos 

1 :5000 con LO 2%-PBS. Una vez más, las placas fueron incubadas por 1 h a TA. Al 

finalizar el tiempo de incubación, la placa fue lavada 5 veces con agua destilada, luego de 

lo cual se agregó a cada pocillo 100 µL del sustrato para peroxidasa (2 rng/rnL de orto-
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fenilendiamina (Catálogo # P9029; Sigma-Aldrich)] disuelto en una solución 

amortiguadora de citrato de sodio 0.1 M, pH 5, y en presencia de Hz02 ( 4 µL de Hz02 al 

30% por cada 1 O mL de solución final). La reacción de color producida fue detenida 

agregando 50 µL de HCl 1.0 M a cada uno de los pocillos. La lectura de la absorbancia se 

realizó con un lector para placas de ELISA (MultiSkan FC, ThermoScientific) a 492 nm. 

La concentración de anticuerpos anti-taipán fue calculada interpolando las absorbancias 

de las muestras en curvas de calibración corridas en las mismas placas. Estas curvas de 

calibración fueron construidas graficando la absorbancia de los patrones como una 

función de su concentración de anticuerpos anti-taipán (Anexo B). 

5.7. Caracterización fisicoquímica de los antivenenos 

El contenido de monómeros de anticuerpos se determinó mediante FPLC (Anexo 

C), en una columna de filtración en gel Superdex 200 101300 GL, donde se utilizó como 

eluente NaCl 0.15 M, Tris 20 mM, pH 7.5. La turbidez fue determinada utilizando un 
. . 

turbidímetro (La Motte, modelo 2020, Chestertown, MD) y la misma fue expresada en 

unidades NTU (Nephelometric Turbidity Units). La pureza fisicoquímica de los 

antivenenos fue calculada mediante el análisis densitométrico de las bandas de 

inmunoglobulinas separadas en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)- al 7.5%, bajo 

condiciones no reductoras (Laemmli, 1970) y teñidas con colorante Coomassie Brilliant 

Blue-250 (Anexo D). Por otro lado, la pureza inmunoquímica fue calculada como el 

porcentaje de la proteína total del antiveneno, determinada por el método de Biuret 

(Gomall et al., 1949), que corresponde a anticuerpos específicos contra el veneno de O 

scurellatus determinados por ELISA (Segura et al., 2013). 
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5.8.1. Preparación de columnas de inmunoafinidad 
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Las columnas de inmunoafinidad fueron preparadas acoplando 100 mg de proteína 

del AvDC o el AvDG a 3.0 g de Sepharose® activada por CNBr (Catálogo # C9142; 

Sigma-Aldrich). Para esto, la sefarosa fue hidratada con una disolución de HCI 1 mM por 

15 min. Una vez hidratado, el gel fue lavado 3 veces con la misma solución. Un cuarto 

lavado fue realizado con amortiguador de acople (NaHC03 0.1 M, NaCl 0.5 M y pH 8.3). 

Después, el gel fue transferido a una disolución de AvDC o AvDG, previamente diluida 

en amortiguador de acople. Esta mezcla se agitó suavemente en un rotador por 20 horas a 

4 ºC. Luego de finalizado el periodo de incubación, se bloqueó el exceso de grupos 

reactivos con una disolución de glicina 0.2 M a pH 8.0 durante 2 horas a TA. Finalmente, 

el gel fue empacado en una jeringa de 20 mL y la proteína no acoplada fue lavada 

haciendo 4 ciclos de lavado alternando el amortiguador de acople con un amortiguador de 

acetato (acetato de sodio 0.1 M, NaCI 0.5 M y pH 4.0). 

5.8.2. Cromatografias de inmunoafinidad 

Para llevar a cabo las cromatografias de inmunoafinidad se utilizó un 

cromatógrafo Bio-Rad (Bio LogicTM LP System) y un detector ajustado para leer 

absorbancias a 280 nm. Las columnas acopladas con cada antiveneno fueron equilibradas 

con PBS. Una vez equilibrada, la columna fue cargada con 5 mg de veneno de O. 

scutellatus de PNG disuelto en PBS. Posteriormente las columnas fueron lavadas con 

PBS hasta que toda la fracción no unida fuese retirada de la columna. Después, la 

fracción de veneno unida a la columna fue eluida con una solución de glicina 0.1 M, pH 
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2.8-3.0. El pH de la fracción unida fue ajustado entre 6.9-7.l con una solución de NaOH 

2 M. Ambas fracciones (i.e. unida y no unida) fueron almacenadas a -20 ºC hasta ser 

analizadas por HPLC (Herrera et al., 2014b). 

5.8.3. HPLC de las fracciones de veneno obtenidas por cromatografia de inmunoafinidad 

El análisis de las fracciones obtenidas en la cromatografia de afinidad se realizó 

por HPLC (Herrera et al., 2012), con algunas modificaciones. Brevemente, se empleó una 

columna Cl 8 (250 x 4.6 mm, 5 µm de tamaño de partícula; Agilent), y un cromatógrafo 

Agilent 1100 con detector UV de onda variable (Agilent 1100 Series). Para Ja elución de 

las proteínas, se utilizó un flujo de 1 mL de solvente/min bajo las siguientes condiciones: 

5% de la solución B [(solución B: 95% acetonitrilo, 5% H10 y 0.01 % ácido 

trifluoroacético (TF A)] por 10 min, seguido de 5-15% de la solución B por 20 min, 15-

45% B por 120 min, y 45-70% B por 20 min. La detección de proteínas se realizó a una 

longitud de onda de 215 nm. La identificación de las fracciones de veneno se realizó por 

comparación de cromatograma obtenido con el cromatograma reportado previamente por 

Herrera et al (2012). 

5.9. Determinación de las actividades tóxicas del veneno de O. scutellatus 

5.9.1. Actividad coagulante 

La actividad coagulante se determinó empleando una mezcla de muestras de 

plasma humano citratado, obtenidas de varios voluntarios. Diferentes alícuotas de 200 µL 

de plasma fueron atemperadas a 37 ºC y posteriormente fueron mezcladas con 100 µL de 

solución salina (NaCl 0.15 M) conteniendo diferentes cantidades de veneno. Como 
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control negativo se utilizó una mezcla de plasma a Ja que se agregó 100 µL de solución 

salina. La Dosis Coagulante Mínima (DCM), se calculó como aquella dosis de veneno 

que causó la coagulación del plasma en 60 segundos. El resultado obtenido fue expresado 

como el promedio de dos pruebas independientes con su respectiva desviación estándar. 

5.9.2. Letalidad 

Grupos de cinco ratones fueron inyectados por la vía intraperitoneal, con distintas 

cantidades del veneno de O scute/latus, contenido en 0.5 mL de PBS. Como control se 

inyectó 5 ratones con PBS. Se registró el número de muertes durante las 48 horas 

posteriores a la inyección de veneno. La Dosis Letal Media (DLso), entendida como la 

cantidad de veneno que resulta letal para la mitad de los animales inyectados, se 

determinó utilizando el método de Próbitos (Finiley, 1971 ). Al finalizar los experimentos, 

todos los animales fueron sometidos a eutanasia mediante inhalación de C02. 

5.1 O. Determinación de capacidad neutralizante de los antivenenos anti-taipán 

5.10.1. Neutralización de la actividad coagulante 

Para la neutralización de la actividad coagulante se mezcló una dosis de reto igual 

a 2 DCM con diferentes diluciones de antiveneno y se incubó a 37 ºC por 30 minutos. 

Posteriormente, 100 µL de las mezclas conteniendo 2 DCM fueron agregadas a 200 µL 

plasma humano. El tiempo de coagulación fue medido. La capacidad del antiveneno de 

neutralizar la actividad coagulante fue expresada como la Dosis Eficaz (DE), la cual 

correspondió a la razón de nanogramos de veneno por miligramos de antiveneno anti

taipán en la que el tiempo de coagulación es prolongado 3 veces si se compara con el 
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tiempo de coagulación del plasma incubado solamente con el veneno. Cada 

determinación se llevó a cabo por triplicado y como control se utilizó un experimento 

similar en el cual la muestra de antiveneno fue substituida por una solución de PBS 

(Vargas et al., 2011). 

5.10.2. Neutralización de la letalidad 

La neutralización de la letalidad del veneno se realizó empleando una dosis de reto 

de 4 DLso. Esta dosis de reto fue incubada con diferentes diluciones de antiveneno a 37 

ºC por 30 minutos. Posteriormente, 0.5 mL de cada mezcla de veneno y antiveneno fue 

inyectada en grupos de 8 ratones por la vía intraperitoneal. Se registró el número de 

muertes durante las 48 horas posteriores a la inyección de las mezclas. La capacidad 

neutralizante de la actividad letal del antiveneno se calculó con el método de Próbitos y se 

expresó como Ja DEso, la cual corresponde a la razón de miligramos de veneno por 

mililitro de antiveneno en la que el número de muertes ocurridas es igual al 50% de los 

ratones inyectados (Finney, 1971; Anexo E). Al finalizar los experimentos, los ratones 

fueron sometidos a eutanasia mediante inhalación de C02. 

5.11. Determinación de la farmacocinética de los antivenenos anti-taipán 

5.11.1. Administración del antiveneno y recolección de muestras de sangre 

Grupos de tres conejos fueron inyectados mediante bolo intravenoso (i.e. dosis 

aplicada en menos de un minuto), ya sea de A vDG o A vDC, a una dosis de 3 mg de 

anticuerpos anti-taipan por kilogramo de peso corporal. Se tomó muestras de sangre a los 

O, 1, 5, 15, 30, 60, 180, 360, 720, 1440 y 2880 minutos Juego de la administración del 
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antiveneno. El suero en cada muestra de sangre fue separado por centrifugación y 

almacenado a -20 ºC hasta su análisis por ELISA para la determinación de su 

concentración de anticuerpos anti-taipán, como fue descrito en la sección 5.5. 

5.11.2. Cálculo de los parámetros farmacocinéticos 

El análisis farmacocinético fue realizado sm asumir alguna distribución 

compartimental. La concentración máxima (Cnmáx) y el tiempo requerido para alcanzarla 

(tmáx) fueron determinados mediante el análisis de curvas concentración 

plasmática/tiempo. Los otros parámetros farmacocinéticos fueron calculados con el 

software WinNonlin (version 5.1) (Anexo F). El volumen aparente de distribución 

durante la fase más lenta (Vz) fue calculado de acuerdo a la ecuación Vz = D/(ke1AUCr.), 

siendo D la dosis o bolo inicial y kd una constante de eliminación. El aclaramiento 

sistémico (CL) y el tiempo medio de permanencia (MRT oc) fueron calculados de acuerdo 

a las siguientes ecuaciones: CL = kc1.Vz; MRTr. = AUMCi:/AUCor.. Para cada grupo 

experimental, los parámetros farmacocinéticos fueron expresados como el promedio ± 

DE de los parámetros calculados para cada animal (n "" 3). 

5.12. Determinación de la inmunogenicidad de las inmunoglobulinas anti-taipán 

Los anticuerpos de conejo producidos contra la lgY de gallina o la IgG equina 

fueron cuantificados en las muestras de suero tomadas de los conejos utilizados en el 

estudio de farmacocinética (sección 5.11 ), antes y 14 días después de la administración 

del antiveneno. Para calcular el título de anticuerpos anti-inmunoglubulinas, se recubrió 

placas de poliestireno de 96 pozos (Costar 9017, Coming Inc.) con 100 µL de una 
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solución de IgY o IgG equina (3 µg/ 100 µL), durante toda la noche a TA. Después de 

lavar las placas 5 veces con agua destilada, se agregó por triplicado 100 µL de las 

muestras de suero de conejo, diluidas de manera seriada con una solución LD 2%-PBS. 

Cada placa fue incubada por 1 h a TA y luego lavada cinco veces con agua destilada. 

Luego, en cada pocillo fue agregado 100 µL de una solución de anticuerpos anti-IgG de 

conejo producidos en oveja, conjugados con peroxidasa (Catálogo # A4914; Sigrna

Aldrich), diluidos 1 :6000 en LD 2%-PBS. Una vez más las placas fueron incubadas por 1 

h a TA y después de un paso final de lavado con agua destilada, se agregó 100 µL del 

sustrato para peroxidasa [2 mg/mL de orto-fenilendiamina (Catálogo # P9029; Sigrna

Aldrich)] disuelto en una solución amortiguadora de citrato de sodio 0.1 M, pH 5, y en 

presencia de H202 al 30%. La reacción de color producida fue detenida agregando 50 µL 

de HCl 1.0 M a cada uno de los pocillos. La lectura de la absorbancia se realizó con un 

lector para placas de ELISA (MultiSkan FC, ThermoScientific) a 492 nm. El título de 

anticuerpos anti-IgY de gallina y anti-lgG equina fue calculado como la dilución de la 

muestra de suero recolectada después de la administración del antiveneno cuya 

absorbancia fue igual a 1 O veces la absorbancia de las muestras tomadas antes de la 

administración del antiveneno. 

5.13. Análisis estadístico 

El análisis estadístico fue realizado empleando el programa IBM SPSS Statistics 

for Windows, version 22.0 (Armonk, NY: IBM Corp). La significancia de las diferencias 

entre ambos antivenenos respecto a su contenido de monómeros, turbidez, pureza y 

neutralización de la actividad coagulante fue evaluada mediante una comparación de 
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muestras independientes por t de Student, considerando igualdad de varianzas según se 

comprobó por una prueba de Levene y asumiendo el principio del teorema del límite 

central. La significancia de las diferencias en los parámetros farmacocinéticos del A vDC 

y el AvDG, y en el título de anticuerpos de conejo anti-IgY o anti- IgG equina fueron 

determinados por la prueba no-paramétrica U de Mann-Whitney. Valores de P < 0.05 

fueron considerados significativos. 
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6. RESULTADOS 

6.1. Productividad de inmunoglobulinas anti-taipán 

Después de la inmunización inicial con el veneno de O. scutellatus se produjo un 

incremento en la concentración plasmática de lgY anti-veneno en las gallinas. Este 

incremento fue detectado mediante ELISA dos semanas después de iniciado el esquema 

de inmunización, previo a la aplicación del primer refuerzo y fue significativo en relación 

al nivel basal (Figura 6). 
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Figura 6. Cinética de la producción de anticuerpos lgY antiveneno en el plasma de gallinas inmunizadas 
con el veneno de O. scutellatus. El título de anticuerpos fue determinado por ELISA como se describió en 
materiales y métodos (sección 5.5). 

Luego de la aplicación del primer refuerzo, hubo un incremento sostenido en la 

respuesta de anticuerpos, alcanzándose un pico máximo cercano a los 3 mg/mL de 

anticuerpos antiveneno en la cuarta semana. Posterior a la aplicación del segundo 
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refuerzo (4 semanas), la concentración plasmática de lgY anti-veneno disminuyó 

gradualmente hasta un valor de entre 0.5 y 1 mg/mL en la semana 25 (Figura 6). 

Durante las dos semanas siguientes al inicio de la inmunización, las gallinas 

redujeron su frecuencia de ovoposición. Sin embargo, a partir de la tercera semana cada 

gallina produjo un huevo diario. Al estudiar la cinética de la producción de lgY anti-

veneno en las yemas de los huevos de las gallinas inmunizadas, se pudo observar que el 

pico máximo de IgY anti-taipán se alcanzó en la quinta semana luego de iniciado el 

esquema (Figura 7), y durante las siguientes 20 semanas se mantuvo en alrededor de los 

34 ± 3 mg de IgY anti-veneno por cada yema de huevo procesada. Sin embargo, el 

análisis de las yemas individuales demostró que es posible alcanzar productividades de 

hasta 115 mg de IgY anti-veneno por huevo en algunos casos. 
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Figura 7. Cinética de la producción de anticuerpos lgY antiveneno en la yema de huevo de gallinas 
inmunizadas con el veneno de O. scutellatus. El título de anticuerpos fue determinado por ELISA como se 
describió en materiales y métodos (sección 5.5). 
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Al comparar la cinética en la producción de anticuerpos IgY anti-veneno en 

plasma y su aparición en la yema, se pudo observar que el aumento en anticuerpos en 

plasma fue detectable a los 14 días después de iniciado el esquema, mientras que en la 

yema fue detectable a partir del día 21. Además, el valor máximo de anticuerpos IgY anti

veneno específicos en el plasma (2.9 mg/mL) fue detectable a los 28 días de iniciado el 

esquema (Figura 6), mientras que el valor máximo en la yema de huevo (7.6 mg/mL) se 

observó en el día 35 post-inmunización (Figura 7). Al menos en las primeras seis semanas 

posteriores al inicio del esquema de inmunización, el valor de IgY anti-veneno siempre 

fue más alto en la yema de huevo que en el plasma de las gallinas, exceptuando, la 

semana dos. 

Los anticuerpos IgY anti-taipán fueron purificados a partir de las yemas de huevo 

siguiendo una estrategia de múltiples pasos. Inicialmente se obtuvo un extracto acuoso o 

fracción soluble acuosa producto de la dilución en agua de las yemas y su posterior 

congelación. Luego, esta fracción fue sometida a una precipitación con ácido caprílico, 

seguida de "salting out" con sulfato de amonio (Ruan et al., 2005). Después de aplicado el 

proceso de purificación se logró recuperar 50 ± 2% de las IgY anti-taipán del extracto 

primario, con una pureza fisicoquímica del 74.6 ± 0.5 % (Figura 8; Anexo D) y una 

pureza irununoquímica del 11.5 ± 3.8%, según las definiciones de Segura y colaboradores 

(2013). En el carril 3 de la figura 8 aparece una banda de bajo peso molecular que 

corresponde a la transferrina (Segura et al., 2013). El contenido de monómeros (Anexo D) 

y la turbidez del AvDG fueron similares a las del AvDC (Cuadro 1). 
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Figura 8. Electroforesis en gel de poliacrialamida (SDS-PAGE) al 7 .5 % bajo condiciones no reductoras 
del antiveneno derivado de gallinas (carril 2) y el antiveneno derivado de equinos (carril 3). El carril 1 
corresponde al estándar de peso molecular. El análisis densitométrico indica que la pureza fisicoquímica de 
los antivenenos derivados de gallinas y caballos fue 74.6 ± 0.5 % y 75 .3 ± 1.1 %, respectivamente (P > 
0.05). 

Cuadro 1. Caracterización fisicoquímica de los antivenenos anti-taipán. 

Antiveneno derivado Antiveneno derivado 
Característica de gallinas de caballos Valor de P 

(AvDG) (AvDC) 
Contenido de 

88.9 ± 0.6 95.8 ± 0.8 < 0.001 
monómeros (%) 
Turbidez (NTU)ª 37.6 ± 0.3 25.6 ± 0.6 < 0.001 

Pureza fisicoquímicab 74.6 ± 0.5% 75.3 ± 1.1 % 0.380 
Pureza inmunoouímicac 11.5 ± 3.8% 25.4 ± 2.3% 0.006 

ªLa turbidez fue expresada como Urudades Nefelométncas de Turbidez (NTU por sus siglas en mglés). 
b La pureza fisicoquímica de los anti venenos fue calculada mediante el análisis densitométrico de las bandas 
de inmunoglobulinas separadas en un gel de poliacrilamida (SDS-P AGE) al 7 .5%, bajo condiciones no 
reducidas, teñidos con colorante Coomassie Brilliant Blue R-250. 
e La pureza inmunoquímica fue calculada como el porcentaje de la proteína total del antiveneno, 
detemúnada por el método de Biuret, que corresponde a anticuerpos específicos contra el veneno de O. 
scutellatus determinados por ELISA. 
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Paralelamente, se encontró que el plasma de caballos irununizados con el veneno 

de O scutellatus tiene una concentración de alrededor de 13 ± 2 mglmL de anticuerpos 

anti-taipán. Además, el AvDC presentó una pureza fisicoquímica del 75.3 ± 1.1 % 

(Figura 8) que no es diferente de la del antiveneno preparado con lgY (P > 0.05), y una 

pureza inmunoquímica de 25.4 ± 2.3 %, la cual es significativamente mayor que la 

encontrada en el antiveneno formulado con IgY (P < 0.05). 

6.2. Perfil de inmunoreactividad y capacidad neutralizante de inmunoglobulinas anti

taipán 

Según el análisis de las fracciones unidas a la columna de inmunoafinidad, los 

anticuerpos del AvDC fueron capaces de capturar las proteínas presentes en la mayoría de 

las fr;:icciones de HPLC del veneno de taipán (Figura 9B). En contraste, los anticuerpos 

del A vDG fueron incapaces de unir o inmunocapturar proteínas tales como las 

subunidades alfa y gama de la taipoxina, y la oscutarina C (Figura 9C). Las SVMPs no 

fueron recuperadas en ninguna de las fracciones obtenidas con ambos antivenenos. 

Evidentemente, para cada antiveneno, la suma de fracciones reconocidas y las fracciones 

no reconocidas no es igual al cromatograma del veneno completo (Figuras 9 y 1 O). Por lo 

tanto la comparación de los cromatogr~as de las fracciones reconocidas y no 

reconocidas del AvDG y el AvDC debe .limitarse a un análisis cualitativo más que 

cuantitativo. Un análisis de las propiedades análiticas de la técnica antivenómica queda 

pendiente de ser realizado. 
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Figura 9. Cromatogramas de HPLC de fase reversa del veneno completo de O. scutel/atus de PNG (A) y 
las fracciones reconocidas por el AvDC (B) y el AvDG (C). Las fracciones más abundantes del veneno 
fueron identificadas de acuerdo a Herrera et al. (2012) e incluyen: toxinas de tres dedos como la SNTx-1 
(a); los inhibidores tipo Kunitz tales como el inhibidor 1 de proteasas de veneno y el inhibidor de 
serinaproteasas Taicatoxina (b); la PLA2 OS7 (c), la cadena beta de la taipoxina (d y g), la PLA-6 (e), la 
PLA2 OS1 f), la cadena alfa de la taipoxina (fy g), la cadena gama de la taipoxina (fy h), la oscutarina C (i) 
y SVMPs como la scutellateasa-1 (j). 

Por otra parte; el análisis por HPLC de las fracciones no unidas en la 

cromatografia de afinidad reveló que proteínas tales como una a-neurotoxina de tres 

dedos (SNTx-1 ), la cadena beta de la taipoxina, la PLA-6, la PLA2 OS 1 y las cadenas alfa 

y gama de la taipoxina sólo fueron parcialmente inmunocapturadas por el A vDC (Figura 
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1 OB). De manera similar la SNTx-1, la cadena beta de la taipoxina y la PLA-6, fueron 

parcialmente inmunocapturados por el AvDG (Figura lOC). 
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Figura 1 O. Cromatogramas de HPLC de fase reversa del veneno completo de O. scutel/atus de PNG (A) y 
las fracciones no unidas por el AvDC (B) o el AvDG (C). Las fracciones más abundantes del veneno fueron 
identificadas de acuerdo a Herrera et al. (2012) e incluyen: toxinas de tres dedos como la SNTx-1 (a); los 
inhibidores tipo Kunitz como el inhibidor 1 de proteasas de veneno y el inhibidor de proteasas de serina 
taicatoxina (b) ; la PLA2 OS? {c), la cadena beta de la taipoxina (d y g), la PLA-6 (e), la PLA2 OSI f) , la 
cadena alfa de la taipoxina (fy g), la cadena gama de la taipoxina (fy h), la oscutarina C (i) y SVMPs como 
la scutellateasa-1 (j). 
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Interesantemente, la fracción correspondiente a las SVMPs del veneno de O. 

scutellatus no aparece en los cromatogramas de las fracciones unidas, ni en los de las 

fracciones no unidas (Figuras 9 y 1 O). 

Con respecto a la neutralización de las actividades tóxicas del veneno, la dosis 

coagulante mínima calculada para el veneno de O. scutellatus fue de 0.33 ± 0.13 µg/mL y 

la dosis letal media por la vía intraperitonial en el modelo murino fue de 0.04 ± 0.01 

µg/16-18 g peso corporal. El A vDG logró neutralizar la actividad coagulante in vítro del 

veneno de O. scwellatus de PNG, sin embargo su dosis eficaz fue aproximadamente 20 

veces menor en comparación a la del A vDC (Cuadro 2). A diferencia del A vDC, el 

AvDG fue incapaz de neutralizar la letalidad inducida por el veneno de O. scutellatus en 

ratones (Cuadro 2). Esta incapacidad del AvDG para neutralizar la letalidad del veneno de 

taipán se mantuvo aun cuando las dosis reto de veneno .. fue reducida a 2 DLso. 

Cuadro 2. Caracterización farmacológica de los antivenenos anti-taipán. 

Antiveneno derivado de Antíveneno derivado de 
Actividad gallinas caballos Valor de P 

(AvDG) (AvDC) 
DE anti-coagulante 

27 ± 1 583± 12 < 0.001 
(ngven/mQA.csAt)ª 
DEso anti-letal 

< 28 1228 (999-1623) No aplica 
(µgven/mgAcsAt)b .. . . ª La neutrahzac1on de Ja act1v1dad coagulante fue expresada como Dosis Eficaz (DE), definida como Ja 

razón veneno/antiveneno (ng veneno/mg anticuerpos anti-taipán). en la cual el tiempo de coagulación fue 
incrementado tres veces en comparación con el tiempo de coagulación del plasma incubado con sólo 
veneno. Los resultados son presentados como promedio ± desviación estándar (n "" 2). 
b La neutralization de la letalidad fue expresada como Dosis Eficaz Media (DE5o), definida como la razón 
veneno/antiveneno (µg veneno/mg anticuerpos anti-taipán) en Ja cual la Jetalidad inducida por el veneno fue 
inhibida en un 50%. Los intervalos de confianza del 95% fueron incluidos entre paréntesis. 
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6.3. Farmacocinética e inmunogenicidad de inmunoglobulinas anti-taipán 

En la figura 11 se muestra Ja evolución a lo largo del tiempo de Ja concentración 

sérica en conejos de Jos anticuerpos lgY e IgG del AvDG y del AvDC respectivamente. 

Figura 11. Fannacocinética de antivenenos anti-taipán Juego de su administración intravenosa en un 
modelo leporino. La figura representa los datos de concentración de anticuerpos tipo lg Y del A vDG (panel 
A) y anticuerpos tipo lgG del AvDC (panel B) en función del tiempo para un solo animal. Las curvas 
fannacocinéticas para los otros dos conejos (n=3) fueron similares. · 

Luego de ser administrados a Ja misma dosis, Jos antivenenos A vDG y A vDC 

aparentan distribuirse en volúmenes similares, alcanzando concentraciones máximas 

similares en tiempos equivalentes (Cuadro 3). Por su parte, Ja IgY fue acJarada más 
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rápidamente que la IgG equina (Figura 11 ). Sin embargo, esta diferencia en la velocidad 

de adaramiento no fue suficiente para producir diferencias significativas entre Jos valores 

de MRTCI> de ambos antivenenos (Cuadro 3). Catorce días después de Ja administración 

intravenosa de los antivenenos, Jos conejos desarro11aron un título de 13.404 ± 1.232 de 

anticuerpos anti-IgY, e] cual fue significativamente mayor que e] título de 785 ± 44 de 

anticuerpos anti-IgG equina (Z = -3.004; P -= 0.003). 

Cuadro 3. Parámetros farmacocinéticos del A vDG y el A vDC*. 

Parámetro 
Antiveneno derivado de Antiveneno derivado de 

ValordeP 
gallinas (A vDG) caballos (A vDC) 

fannacocinético 
Mediana I.C. 95% Mediana l.C . 95% . 

Vz(mL) 147 127; 177 262 72;490 0.05 
tmax (min) 15 -14; 47 30 -21; 62 0.82 

Cnmax (µg,lmL) 79 42; 113 64 62;68 0.12 
CL (mL/min) 0.08 0 .06~ 0.09 0.04 0.02; 0.05 0.04* 
MRTcr. (min) 1856 1478; 2313 6800 1628; 11252 0.05 . 

*Los antivenenos fueron administrados por via intravenosa a una dosis de 3.0 mg de proteína ant1veneno/kg 
de peso corporal en conejos. 
(V,), volumen de distribución aparente durante la fase más lenta; (tmax), tiempo requerido para alcanzar Ja 
concentración máxima (Cnmax); (CL~bs), aclaramiento sistémico; (MRT., ), tiempo medio de pennanencia. 
Los resultados fueron expresados como Ja mediana y su intervalo de confianza del 95% (n • 3) .· La 
significancia de las diferencias entre parámetros fue detenninada por Ja prueba no paramétrica U de Mann-
Whitney. *Valores de P < 0.05 fueron considerados significativos. · 
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7. DISCUSIÓN 

7.1. Productividad de inmunoglobulinas anti-taipán 

A pesar de ser bastantes similares, el sistema inmune de las aves y mamíferos 

difiere en varias aspectos tales como la organización de los nódulos linfáticos, el número 

de lóbulos en que está dividido el timo y la presencia de bazos accesorios en las aves. 

Además, mientras que en mamíferos la diferenciación de los linfocitos B se da en la 

médula ósea, en las aves este proceso ocurre en Ja Bolsa de Fabricio (Fleischer, 1981 ). 

Estas diferencias entre Jos sistemas inmunes de aves y mamíferos sugieren que pueden 

existir diferentes respuestas por anticuerpos inducidas por venenos de serpientes en 

gallinas y caballos. 

Durante el proceso de inmunización las gallinas fueron estimuladas para producir 

anticuerpos contra el veneno de O. scutellatus. La inmunización con el veneno completo 

despertó una respuesta humoral típica en las gallinas, con un aumento inicial en el título 

de anticuerpos, seguido por un aumento mayor Juego de una segunda exposición al 

antígeno. Al igual que en mamíferos, los primeros anticuerpos producidos en aves contra 

un inmunógeno son de la clase IgM (Tizard, 2002). Sin embargo, Juego de Ja exposición 

repetida al mismo antígeno se da un cambio de clase al isotipo IgY (Tizard, 2002). Como 

consecuencia de la inmunización con el veneno de O. scutellatus, la concentración 

plasmática de IgY anti-taipán incrementó a niveles entre los 0.5 y 3 mg/mL. 

En las primeras seis semanas de iniciado el esquema de inmunización, se pudo 

observar una correlación directa positiva en la cinética de producción de anticuerpos IgY 

antiveneno plasmáticos con la aparición de los mismos en la yema de huevo. Mediante la 

técnica de ELISA, se encontró que las variaciones en los niveles plásmaticos de IgY 
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antiveneno se expresaron de forma paralela y directa en los valores de IgY antiveneno en 

la yema de huevo, aunque estos últimos fueron detectables con al menos siete días de 

retraso en relación a los valores plasmáticos. Lo anterior indica básicamente que las 

variaciones en la concentración de IgY en la yema son producto de las variaciones en la 

concentración plasmatica IgY. Estos resultados confirman los hallazgos de varios autores 

que han determinado que existe una correlación directa entre los niveles de IgY 

depositada en la yema de huevo con los niveles de lgY circulantes en la sangre de la 

gallina y que la concentración de IgY en la yema es proporcional a la concentración 

plasmática (Loeken y Roth, 1983; Hamal et al., 2006; Kitagushi et al., 2008; Sun et al., 

2013). 

Adicionalmente, el hecho de que las variaciones en la concentración de IgY anti

taipán se expresaran con aproximadamente una semana de atraso en la yema de huevo, es 

coincidente con algunos reportes que indican que los anticuerpos IgY antígeno 

específicos son transportados del plasma a la yema de huevo con un retraso de 5-6 días 

(Shade et al., 2005; Davison, 2008). 

Exceptuando la semana dos, en las primeras 6 semanas de iniciado el esquema de 

inmunización (i.e semana 4 y 6), se encontró que la concentración de anticuerpos IgY 

anti-taipán fue mayor en la yema de huevo en comparación con el plasma en una razón de 

1.6-2.1 veces mayor respectivamente. Existe controversia acerca de los niveles de IgY 

plasmáticos y en la yema de huevo. Algunos autores han reportado que no existe 

diferencia entre estos, otros han detectado concentraciones más altas en la yema (Shade, 

2005), mientras que también existen reportes de niveles más altos en el plasma 

(Kowalczyk, et al., 1985; Hamal et al., 2006; Kitagushi et al., 2008). Se ha especulado 
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que estas diferencias y variaciones pueden estar influenciada por factores como las 

diferencias individuales, variaciones entre razas o líneas genéticas de gallinas, métodos de 

extracción y purificación de la IgY, métodos de evaluación y más recientemente se ha 

postulado que estas discrepancias también podrían ser afectadas debido a la existencia de 

oscilaciones biológicas (i.e ritmos circadianos) que dan origen a fluctuaciones en los 

niveles de IgY en sangre y en yema (Pauly et al., 2009; He et al., 2014) 

A través de un proceso mediado por un receptor presente en la membrana 

plasmática de los oocitos en desarrollo en el folículo ovárico, las lgY anti-taipán fueron 

transferidas selectivamente desde la sangre hasta las yemas de los huevos (Murai et al., 

2013), alcanzándose una concentración de alrededor (34 ± 3 mg de anticuerpos anti

taipán por huevo. 

Por otra parte, encontramos que el plasma de caballos inmunizados con el veneno 

de O. scutellatus tiene una concentración de alrededor de 13 ± 2 mglmL de anticuerpos 

anti-taipán, lo que equivale a una concentración unas 5 veces mayor de anticuerpos 

antiveneno en comparación con el valor encontrado en la yema de huevo. Con los datos 

anteriores puede calcularse que aproximadamente 382 huevos de gal1inas inmunizadas 

son necesarios para obtener un valor equivalente a un litro de plasma equino, en términos 

de su contenido de anticuerpos anti-taipán. El valor anterior representaría 

aproximadamente Ja puesta anual de huevos de una galJina en su valor máximo (365 

huevos/año), excluyendo cualquier fluctuación. 

De acuerdo con nuestros datos no publicados, un caballo inmunizado con el 

veneno de O. scutellatus, que cada 7 semanas es sometido a sangría (i.e. extracción de 8 L 

de sangre, durante tres días consecutivos, con autotransfusiones en el segundo y tercer 
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día) produce aproximadamente 60 L de plasma por año. Comparando los valores de 

anticuerpos específicos determinados en ambos antivenenos, podemos decir que se 

necesitarla de al menos 63 gallinas, en su capacidad de puesta máxima (1 huevo/día), para 

obtener la producción anual de anticuerpos anti-taipán de un sólo caballo. 

Tomando en consideración los costos actuales para: a) el cuidado de animales, b) 

el mantenimiento de las áreas de pastoreo, c) el mantenimiento de la infraestructura 

requerida para el manejo de animales, d) la compra de los materiales empleados en los 

procesos de sangría y separación de plasma y e) la compra de Jos materiales requeridos 

para Ja cosecha de los huevos, se calcula que Ja producción de anticuerpos anti-taipán en 

Costa Rica sería 40% más barata si se utilizaran gal1inas como fuentes de 

inmunoglobulinas en Jugar de caba11os. Esto no significa que la producción de AvDG 

sería 40% más barata que Ja producción de A vDC, ya que Jos costos asociados con la 

purificación de inmunoglobulinas y Ja formulación de antivenenos son similares, sea que 

se utilicen gallinas o caballos como fuentes de inmunoglobulinas (datos sin publicar). 

Se ha estimado que la concentración de lgY total está entre los 100-200 mg por 

huevo (Shade et al., 2005), aunque existen reportes de valores inferiores (Pauly et al., 

2009) y mayores (Melaren et al., 1994). Lo anterior es dependiente del método de 

extracción, purificación, Ja sensibilidad de los ensayos utilizados, las líneas o razas de 

gallina empleadas, así como oscilaciones biológias que producen variaciones en los 

niveles de IgY (Shade et al., 2005; He et al., 2014). 

Con base en nuestros hallazgos, sólo el 50 ± 2 % de los anticuerpos IgY anti

taipán fueron recuperados después de la precipitación con ácido caprílico y sulfato de 

amonio del extracto primario de yemas de huevo. Kitagushi y colaboradores (2008) 
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reportaron porcentajes de recuperación de lgY similares (i.e 50-60 %), utilizando un 

método de fraccionamiento y purificación similar al utilizado en el presente estudio. 

Otros autores, empleando estrategias similares de purificación han reportado diferentes 

niveles de rendimiento y pureza en la extracción de lgY a partir de la yema de huevo, que 

pueden ir desde un 12% (Melaren et al., 1994), hasta un 75% de recuperación (Ko y 

Ahn, 2007). Sin embargo, en estos estudios el rendimiento es determinado con base en la 

recuperación de IgY total en yema. Es posible que el empleo de otras técnicas de 

extracción y purificación diferentes a las empleadas en este estudio tengan rendimientos 

mayores, tal y como lo han reportado otros autores (Hatta et al., 1990; Stalberg y Larsson, 

2001; Bizanov y Jonauskiené, 2003; Dong et al., 2008). De todos modos, este 

rendimiento contrasta con el 72 ± 2% obtenido durante la purificación de anticuerpos 

equinos anti-taipán, mediante la precipitación de plasma de caballos inmunizados con el 

veneno de O. scutellauts con ácido caprílico (Registros no publicados del ICP). 

Los antivenenos AvDC y AvDG mostraron características fisicoquimicas (i.e. 

contenido de monómeros y turbidez) similares. Además presentan pureza fisicoquímica 

simi~ar. Esto significa que ambas formulaciones están constituidas principalmente por 

inmunoglobulinas, y que ambos métodos de purificación son similares en cuanto a su 

habilidad para remover proteínas no-inmunoglobulinas contaminantes, aunque es 

importante tener en cuenta que a diferencia de la purificación de inmunoglobulinas 

equinas, la purificación de lgY a partir de la yema de huevo requiere un paso de 

fraccionamiento previo a la purificación con el fin de eliminar la mayor cantidad de 

lípidos interferentes. Por otro lado, la pureza inmunoquímica del AvDG fue 
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significativamente menor que la del AvDC, evidenciando que el título de anticuerpos 

anti-taipán en el plasma equino fue mayor que en los huevos de gallina. 

7.2. Perfil de inmunoreactividad y capacidad neutralizante de inmunoglobulinas anti

taipán 

El análisis del perfil de inmunoreactividad indicó que el A vDC es capaz de 

reconocer las proteínas presentes en la mayoría de las fracciones de HPLC del veneno de 

O. scurellatus. La sensibilidad de la técnica empleada no permitió establecer si las 

fracciones menos abundantes (cadena gama de la taipoxina, oscutarina C y SVMPs) se 

encontraban presentes en las fracciones reconocidas o no reconocidas por el A vDC. Este 

perfil de inmunoreactividad es coincidente con el estudio antivenómico previamente 

reportado por Herrera y colaboradores (2014b) para este mismo antiveneno. De modo 

consecuente con su perfil de inmunoreactividad, el A vDC fue capaz de neutralizar las 

actividades coagulante y letal inducidas por el veneno de O. scutellatus de PNG. Por otro 

lado, la sensibildad de la técnica empleada no permitió determinar si la fracción 

correspondiente a la .oscutarina C fue reconocida o no por el AvDG. La oscutarina Ces 

un activador de protrombina perteneciente al grupo C, que es responsable de la actividad 

coagulante del veneno de O. scutellatus (Speijer et al., 1986). La oscutarina C activa la 

protrombina y de este modo induce defibrinación, incoagulabilidad de la sangre y en 

algunos casos el sangrado sistémico (Lalloo et al., I 995a; Trevett et al., 1995). Es posible 

que la menor eficacia de este antiveneno para neutralizar la actividad coagulante del 

veneno de O. scutellatus en comparación con el A vDC sea debida a una menor capacidad 

de reconocer esta fracción del veneno. 
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Aunque a dosis tan altas como 50 µg de veneno las muertes inducidas por el 

veneno de O scutellatus se deben al efecto trombótico inducido por la oscutarina C, a las 

dosis empleadas en este estudio para la evaluación de la capacidad neutralizante de la 

Jetalidad, las muertes son producidas por el bloqueo neuromuscular inducido por la 

taipoxina (Herrera et al., 2012). La taipoxina es un trímero de PLA2 (Fohlman et al., 

1976) que ejerce una potente actividad neurotóxica al hidrolizar fosfolípidos en Ja 

membrana plasmática de las terminales nerviosas presinápticas (Paoli et al., 2009). 

Debido a su habilidad de alterar la estructura de la membrana plasmática de las células 

musculares, la taipoxina también es capaz de inducir miotoxicidad (Harris y Maltin, 

1982). El AvDG no fue capaz de reconocer la fracción de HPLC correspondiente a la 

subunidad a de Ja taipoxina Ja cual es Ja principal responsable de la actividad neurotóxica 

e hidrolítica de esta PLA2 (Fohlman et al., 1979; Cendron et al., 2012). Esta podría ser la 

razón por Ja que este antiveneno tampoco fue capaz de neutralizar la letalidad inducida 

por el veneno de O scutellatus. _· 

Una de las pocas fracciones del veneno de O scutellatus que el A vDG logró 

inmunocapturar en mayor proporción al AvDC fue la correspondiente a las SNTx-1 

(Figura 8C y 9C). Las SNTx-1 son alfa neurotoxinas de cadena corta de "tres dedos", las 

cuales tienen un bajo peso molecular (menor a los 1 O k.Da). Lo anterior contrasta con los 

hallazgos de Madaras y colaboradores (2005), quienes a partir del desarrollo de un 

antiveneno polivalente para uso veterinario contra el veneno de especies del género 

Psudonaja spp., formulado a partir de una mezcla de inmunoglobulinas de gallina (lgY) y 

suero hiperimune de oveja (lgG), encontraron que las lgY producidas por gallinas eran 

muy efectivas contra toxinas de peso molecular mayor a 30 k.Da, pero mostraban una 
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respuesta deficiente contra toxinas postsinápticas de bajo peso molecular (Madaras et al., 

2005). Aún con estas diferencias encontradas en el perfil de reconocimento, ellos también 

determinaron que las lgY no eran capaces de neutralizar la mayoría de toxinas 

encontradas en el veneno de Pseudonaja spp. (Madaras et al., 2005). 

El hecho de que las SVMPs se encuentren ausentes tanto en las fracciones unidas 

como en las no unidas, sugiere la posibilidad de que estas toxinas se unan tan fuertemente 

a los anticuerpos inmovilizados en las columnas de inmunoafinidad, que no es posible 

eluirlas con el cambio de pH aplicado. Este argumento ha sido empleado para explicar 

hallazgos similares con otros venenos y anti venenos (Sánchez et al., 2015). 

Las diferencias encontradas en el patrón de inmunoreactividad entre el AvDC y el 

AvDG no pueden ser explicadas por variaciones individuales en la respuesta hacia el 

veneno, ya que ambos formulados fueron producidos a partir de una mezcla de yemas de 

huevo y plasma de 12 gallinas y 4 caballos, respectivamente. De manera alternativa, el 

hecho de que algunas toxinas del veneno de O. scutellatus sean menos inmunogénicas 

para las gallinas que para los caballos podría deberse a una alteridad diferenciada de las 

toxinas del veneno, en virtud de la menor distancia filogenética existente entre gallinas y 

serpientes en. comparación a la que hay entre mamíferos (e.g caballos y conejos) y 

serpientes (Hedges, 1994; Kumar y Hedges, 1998). La hipótesis anterior necesita ser 

estudiada con mayor profundidad, ya que, aunque la diferencia en el desarrollo 

filogenético de ambos grupos (aves y mamíferos) es un factor que contribuye a explicar 

las frecuentemente descritas diferencias en la especificidad de la respuesta de anticuerpos 

entre mamíferos y gallinas, aún en animales inmunizados de manera idéntica (Shade et 

al., 2005), esta diferencia ha sido evaluada a partir del uso de proteínas o péptidos 
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altamente conservados en mamíferos, que han sido utilizados como antígenos y para los 

cuales las gallinas han presentado una respuesta de anticuerpos más eficiente en 

comparación con conejos (Carroll y Stollar, 1982; Gassman et al., 1990; Gerl et al., 1996; 

Matsushita et al., 1998). 

En nuestro caso el inrnunógeno utilizado es un veneno de serpiente, una diferencia 

importante, teniendo en cuenta la evolución acelerada característica que existe en las 

toxinas de los venenos (Li et al., 2005). El proceso de evolución acelarada descrito para 

las toxinas de los venenos de serpientes, entre ellas las PLA2 (Li et al., 2005; Kini, 2003), 

tiene consecuencias en la presencia de distintas isoformas de PLA2 dentro de un mismo 

veneno, la diversificación de sus moléculas blanco y la expresión de las diversas 

actividades farmacológicas (Li et al., 2005). 

Tasas de mutación. elevadas en los exones de los genes de estas toxinas se 

expresan en niveles altos de sustitución de residuos de aminoácidos, principalmente los 

residuos superficiales (Li et. al., 2005). Por lo tanto el proceso de evolución acelarada de 

estas toxinas tiene consecuencias en el proceso de diversificación estructural y funcional 

de las PLA2 (Li et al., 200~; Harris y Scott-Davey, 2013), los cuales pueden afectar la 

inmunogenicidad de estas toxinas y por ende tener implicaciones en el desarrollo y 

efectividad de los antivenenos producidos contra estas (Harris y Scott-Davey, 2013). El 

fenómeno anterior es un· factor importante a considerar en términos de la 

inmunogenicidad que las toxinas del veneno de taipán puedan desarrollar en gallinas dada 

la menor distancia filogenética existente entre aves y serpientes en comparación a la que 

hay entre este último grupo y caballos. 
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7.3.Farmacocinética e inmunogenicidad de inmunoglobulinas anti-taipán 

Luego de la administración intravenosa las inmunoglobulinas del antiveneno se 

distribuyen en el compartimento central (i.e. el compartimiento formado por la sangre y 

los tejidos altamente irrigados como corazón, pulmones, bazo y riñones). En pocos 

minutos, los anticuerpos alcanzan su Cnmax. Luego, la concentración de inmunoglobulinas 

del antiveneno disminuye bi-exponencialmente, con una fase inicial de declive rápido, 

influenciada principalmente por la distribución del antiveneno (i.e. paso de los 

anticuerpos del compartimento central al compartimento periférico o tisular), seguido por 

una fase terminal más lenta debida principalmente a la eliminación del antiveneno 

(Gutiérrez et al., 2003 ). 

Mientras circulan en el compartimiento central, las inmunoglobulinas heterólogas 

son expuestas al reconocimiento por parte del sistema inmune del animal que· recibe el 

antiveneno, estimulándolo a producir una respuesta inmunológica contra sus 

inmunoglobulinas. Debido a que la dis.tancia filogenética entre conejos y caballos es 

menor a la existente entre conejos y gallinas, es de esperarse que en los conejos, las lg Y 

tengan un grado de alteridad mayor que el de las lgG equinas. Por lo tanto no es de 

extrañar que aunque las inmunoglobulinas equinas son inmunogénicas en los. conejos 

(Vázquez et al., 201 O), son menos inmunogénicas que las inmunoglobulinas de gallina 

(Díaz et al., 2014). La diferencia en el grado de alteridad ha sido señalada como 

responsable de que las inmunoglobulinas heterólogas sean eliminadas más rápidamente 

que las homólogas (Smolens et al., 1961; Rojas et al., 2013). De un modo similar, podría 

argumentarse que las diferencias en la alteridad entre la lgY y la lgG equina podría ser un 
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componente importante de las diferencias farmacocinéticas entre los anti venenos A vDG y 

AvDC (Vásquez et al., 2010; Díaz et al., 2014). 

Debido a que en conejos la inmunogenicidad de las lgY es mayor que la de las 

IgG equinas (Vásquez et al., 2014) es probable que en humanos los AvDGs induzcan 

reacciones adversas tardías más severas y con mayor frecuencia que los AvDCs (Sevcik 

et al., 2008; León et al., 2013; Díaz et al., 2014). Además, la demostración de que en el 

plasma humano normal hay mayor concentración de anticuerpos heterofílicos contra las 

lg Y s que contra las lgGs de origen equino (Sevcik et al., 2008) sugiere que los A vDG 

podrian inducir en humanos una incidencia de reacciones tempranas más alta que la 

inducida por AvDC (Sevcik et al., 2008; Díaz et al., 2014). Sin embargo, existe evidencia 

previa que no apoya la relación entre la concentración de anticuerpos heterofílicos con la 

seguridad de los antivenenos ofidicos (Herrera et al., 2005; León et al., 2008). 
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8. CONCLUSIONES: 

La inmunización de gallinas con el veneno de O. scutellatus es capaz de despertar 

una respuesta de anticuerpos específica, similar a la que se produce en equinos, en cuanto 

a la cinética de formación de anticuerpos. Los anticuerpos específicos son transferidos a 

la yema de huevo, donde pueden ser detectados, extraídos y purficados. La producción de 

anticuerpos anti-taipán puede llegar a ser hasta un 40% más barata si se emplea huevos de 

gallinas inmunizadas, en lugar de caballos, como fuente de anticuerpos. 

En comparación con el AvDC, el AvDG presenta una menor eficacia para 

reconocer y neutralizar a algunas de las toxinas más relevantes del veneno de taipán. Es 

posible que la diferencia de Ja inmunogenicidad del veneno de taipán en gallinas y 

caballos se encuentre relacionada con las diferencias en las distancias filogenéticas entre 

esas especies. Esta hipótesis requiere ser estudiada en mayor detalle empleando otros 

venenos como antígenos, evaluando a detalle el perfil de inmunoreactivadad contra Jos 

distintos componentes del veneno, además de determinar Ja capacidad neutralizante de Jos 

antivenenos formulados, de modo que pueda establecerse si Jos hallazgos de este trabajo 

son excepcionales o constituyen una tendencia general. 

Por otro lado, la lgY fue más inmunogénica en conejos que Ja lgG equina. Este 

resultado es esperable debido a que Ja distancia filogenética que hay entre gallinas y 

conejos es mayor que la que hay entre caballos y conejos. Estos resultados sugieren que 

durante el tratamiento antiofidico de pacientes humanos envenenados, Jos AvDG podrían 

inducir una incidencia de reacciones adversas más alta que la inducida por los AvDCs. 

Además, es posible que la mayor inmunogenicidad de la lgY propiciara que el A vDG 

fuera aclarado más rápidamente que el A vDC. 
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En resumen, la inmunogenicidad del veneno de taipán se ve influenciada por la 

distancia filogénética entre esta serpiente y los caballos o gallinas empleadas como fuente 

de inmunoglobulinas para la producción de antivenenos. Similarmente, la 

inmunogenicidad de un antiveneno administrado en un modelo leporino varía 

dependiendo de si las inmunoglobulinas heterólogas provienen de caballos o gallinas. 
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS 

9.1. Establecer las características del patrón de inmunoreactividad de otros antivenenos 

producidos en gallinas haciendo uso de otros venenos como antígenos, con el fin de 

determinar si los hallazgos encontrados en el presente estudio con respecto al perfil de 

inmunoreactividad, capacidad neutralizante del veneno, farmacocinética e 

imunogenicidad, fueron excepcionales o pueden constituir un patrón de comportamiento. 

9.2. El uso de inmunoglobulinas de gallinas como una potencial fuente para producir 

antivenenos de aplicación terapéutica, ya sea para uso animal y humano, debe ser 

analizado y estudiado a mayor profundidad. Se deben tomar en cuenta aspectos que vayan 

más de allá de capacidad de producir una respuesta de anticuerpos, neutralizar a nivel 

experimental las actividades fármacologicas de los distintos venenos, elementos que ya 

han sido experimentalmente comprobados por varios autores desde hace ya varias 

décadas. Se debe explorar a profunidad las implicaciones que tiene la distancia 

filogenética que hay entre aves y serpientes en el perfil de reconocimiento y especifidad 

contra las principales toxinas del veneno, así como las implicaciones que está diferencia 

pueda tener desde el punto de vista del posible uso terapéutico de las inmunoglobulinas 

de gallina, ya sea en la generación de reacciones adversas tanto tempranas como tardías, y 

en los procesos farmacocinéticos y farmacodinámicos. 

9.3. Determinar el efecto que tiene la reducida o menor flexibilidad de la lgY en 

comparación con la lgG de mamíferos en el patrón de reconocimiento antigénico de esta 

molécula durante el proceso de la respuesta inmune. Lo anterior es importante pues 
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podría ser un factor que pueda tener un impacto importante en el perfil de reconocimiento 

de las distintas toxinas de los veneno serpientes, más allá del que pueda tener la distancia 

filogenética existente entre estos grupos de estudio. 
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Acta 124 celebrada el jueves veintiocho de junio del dos mil doce, a las trece 
horas con treinta minutos, en Ja sala de sesiones del Laboratorio de Ensayos 
Biológicos (LEBjS). 

Miembros presentes: Dra. Liliana Pazos Sanou, Dr. Rubén Arjona Brown, 
M.Sc. Carlos Boschini Figueroa, Dr. Alfredo Castro Castillo, Dr. Guillermo León 
Montero y M.Sc. Jorge Granados Zúñiga, quien preside. 

Miembros Ausentes: Dra. Beatriz Badilla Baltodano, Ora. Marcela León, Dr. 
Paul Hanson Snortum y Dr. Nien Tsung Weng Huang. 

ORDEN DEL DÍA 

1- Aprobación del acta 123 
2- Revisión del proyecto "Producción de antivenenos ofídicos en gallinas". 
3- Revisión del proyecto "Determinación de efecto oxidativo/antioxidativo de la 

terapia de reemplazo hormonal con Drospirenona en un modelo de rata 
ooforectomizada: un estudio prospectivo y randomizado". 

4- Revisión del proyecto "Coloides basados en hidroxiapariras modificadas 
como adyuvantes en la producción de suero anti-abeja (Apis mel/ifera)". 

5- Revisión del proyecto "Caracterización de la actividad hialuronidasa del 
veneno de la serpiente Bothrops asper. Papel en la patología local y análisis 
de Ja ctividad inhibitoria de las plantas Vernonia patens, Bud/eja americana, 
Phenax rugosus y Phenax angustifoliuS'. 

6- Revisión del proyecto "Ecología, comportamiento y amenazas a la toboba 
de árbol Bothriechis nigroviridis (Serpentes: Vtperidae) en Costa Rica" 

7- Revisión del proyecto "Identificación de iniciadores microsatélites para las 
tortugas de agua dulce y las tortugas terrestres de Costa Rica" 

8- Revisión del proyecto "Cuantificación en suero de los niveles de IL-4, 11-2 y 
TNF alfa en el modelo de inmune supresión causado por Tripanosoma 
Jewis1 en la rata blanca durante la infección por Toxop/asma gondii'. 

9- Revisión del proyecto "Diagnóstico de la presencia de cepas resistentes a 
antibióticos en el tracto respiratorio de cerdos en granjas comerciales" 

10- Revisión del proyecto "Caracterización de los niveles de Selenio en sangre, 
leche y orina de vacas Jersey en pastoreo en tres zonas lecheras de Costa 
Rica" 

11- Revisión del proyecto: "Prevalencia de cetosis clínica y subclínica en un 
hato de vacas Holstein en pastorel y su relación con el número de parto, 
longitud del periodo seco, pico de lactancia y calificación de condición 
corporal" 

12- Revisión del proyecto : "Determinación de valores de referencia 
hematológicos y bioquímicos de las serpientes Crotalus simus y Botrops 
asper en condición de cautiverio" 

13- Revisión del proyecto: "Validación 'in vitro' de la técnica de bipartición de 
embriones bovinos en la Unidad de Reproducción Animal" 

14- Revisión del proyecto: "Anatomía cerebral de las hormigas parásitas, 
facultativas y mutualistas del cornizuelo (Acacia Fabaceae : Mimosoidae)" 
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15-Revisión del proyecto:"Estudio morfológico ultraestructural de las setas de 
las patas de arañas de la subfamilia Hadrotarsinae (Araneae, Theridiidae) y 
su función". 

16- Revisión del proyecto: "Diversidad de ácaros en plumas de reinitas 
(Parulidae) migratorias y residentes" 

17- Revisión del proyecto: "Evaluación andrológica y del desempeño 
reproductivo de conejos para producción de carne y como mascota" 

18- Revisión del proyecto: "Detección y caracterización de coronavirus en 
murciélagos neotropicales de zonas bajas de Costa Rica" 

19-Correspondencia 
20-Asuntos varios 
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CONTROL DE ACUERDOS 

Articulo 1. Aprobación del acta 123. 
El M.Sc. Jorge Granados Zúñiga somete a conocimiento el acta de la sesión 
123 celebrada el jueves 10 de mayo de 2012 para su aprobación. 

El M.Sc. Jorge Granados Zúñiga somete a votación el acta de la sesión 123 y 
se obtiene el siguiente resultado: Total 6 votos, ninguno en contra. 

Por lo tanto, se APRUEBA el acta de la sesión 123. 

Articulo 2. Se evalúa el proyecto de investigación: Producción de antivenenos 
ofídicos en gallinas, presentado por la Dra. Yamileth Angulo Ugalde, Directora 
del Instituto Clodomiro Picado. 

Se le solicita que aclare el peso de las Gallinas Rhode lsland, ya que no se 
indica en el formulario. 

El M.Sc. Jorge Granados Zúñiga somete a votación el mismo y se obtiene el 
siguiente resultado: Total 6 votos, ninguno en contra. 

Por lo tanto se APRUEBA sin restricciones dicho proyecto. 

Articulo 3. Se evalúa el proyecto de investigación: Determinación de efecto 
oxidativo/antioxidativo de la terapia de reemplazo hormonal con Drospirenona 
en un modelo de rata ooforectomizada: un estudio prospectivo y randomizado, 
presentado por la Dra. Silvia Quesada Mora, Directora del departamento de 

· Bioquímica, Escuela de Medicina. 

Se le solicita que aclare en cuanto al punto 11. 11, ¿Quién realizará la 
· ooforectomía? 

El M.Sc. Jorge Granados Zúñiga somete a votación el mismo y se obtiene el 
.siguiente resultado: Total 6 votos, ninguno en eontra. 

Por lo tanto se APRUEBA sin restricciones dicho proyecto. 

Articulo 4. Se evalúa el proyecto de investigación: Coloides basados en 
·hidroxiapatitas modificadas como adyuvantes en la producción de suero anti
abeja (Apis me/litera), presentado por el Sr . . Mavis Montero, del Centro de 
j::lectroquímica y Energía Química de la Escuela de Química. 

El M.Sc. Jorge Granados Zúñiga somete a votación el mismo y se obtiene el 
siguiente resultado: Total 6 votos, ninguno en contra. 

Por lo tanto se APRUEBA sin restricciones dicho proyecto. 
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Articulo 5. Se evalúa el proyecto de investigación: Caracterización de la 
actividad hialuronidasa del veneno de la serpiente Bothrops asper. Papel en la 
patología local y análisis de la ctividad inhibitoria de las plantas Vemonia 
patens, Budleja americana, Phenax rugosus y Phenax angustifolius, 
presentado por el Dr. José María Gutiérrez Gutiérrez del Instituto Clodomiro 
Picado. 

El M.Sc. Jorge Granados Zúñiga somete a votación el mismo y se obtiene el 
siguiente resultado : Total 6 votos, ninguno en contra. 

Por lo tanto se APRUEBA sin restricciones dicho proyecto. 

Articulo 6. Se evalúa el proyecto de investigación: Ecología, comportamiento y 
amenazas a la toboba de árbol Bothriechis nigroviridis (Serpentes: Viperidae) 
en Costa Rica, presentado por el Sr. Aarón Gómez Arguello, de la Facultad de 
Microbiología. 

Se le recuerda que al utilizar animales silvestres también se debe acatar las 
disposiciones de la Ley de Conservación de Vida Silvestre 7317. 

El M.Sc. Jorge Granados Zúñiga somete a votación el mismo y se obtiene el 
siguiente resultado: Total 6 votos, ninguno en contra. 

Por lo tanto se APRUEBA sin restricciones dicho proyecto. 

Articulo 7. Se evalúa el proyecto de investigación: Identificación de iniciadores 
microsatélites para las tortugas de agua dulce y las tortugas terrestres de Costa 
Rica, el cual es presentado por el Dr. Gustavo Gutiérrez Espeleta, de la 
Escuela de Biología. 

Se le recuerda que al utilizar animales silvestres también se debe acatar las 
disposiciones de la Ley de Conservación de Vida Silvestre 7317. 

El M.Sc. Jorge Granados Zúñiga somete a votación el. mismo y se obtiene el 
siguiente resultado : Total 6 votos, ninguno en contra. 

Por lo tanto se APRUEBA sin restricciones dicho proyecto. 

Articulo 8. Se evalúa el proyecto de investigación: Cuantificación en suero de 
los niveles de IL-4, 11-2 y TNF alfa en el modelo de inn:ii.mo supresión causado 
por Tripanosoma lewis1 en la rata blanca durante la inf~cción por Toxop/asma 
gondii, presentado por el Dr. Alfredo Castro Castillo, de la Facultad de 
Microbiología. 

El M.Sc. Jorge Granados Zúñiga somete a votación el mismo y se obtiene el 
siguiente resultado: Total 6 votos, ninguno en contra. 

Por lo tanto se APRUEBA sin restricciones dicho proyecto. 
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Articulo 9. Se evalúa el proyecto de investigación: Diagnóstico de la presencia 
de cepas resistentes a antibióticos en el tracto respiratorio de cerdos en granjas 
comerciales, presentado por el MSc. Sergio Salazar Villanea de la Escuela de 
Zooctenia. 

El M.Sc. Jorge Granados Zúñiga somete a votación el mismo y se obtiene el 
siguiente resultado: Total 6 votos, ninguno en contra. 

Por lo tanto se APRUEBA sin restricciones dicho proyecto. 

Articulo 10. Se evalúa el proyecto de investigación: Caracterización de los 
niveles de Selenio en sangre, leche y orina de vacas Jersey en pastoreo en 
tres zonas lecheras de Costa Rica, presentado por el Lic. Alejandro Saborío 
Montero, del Centro de Investigaciones en Nutrición Animal. 

El M.Sc. Jorge Granados Zúñiga somete a votación el mismo y se obtiene el 
siguiente resultado: Total 6 votos, ninguno en contra. 

Por lo tanto se APRUEBA sin restricciones dicho proyecto. 

Articulo 11. Se evalúa el proyecto de investigación: Prevalencia de cetosis 
clínica y subclínica en un hato de vacas Holstein en pastoreo y su relación con 
el número de parto, longitud del periodo seco, pico de lactancia y calificación de 
condición corporal, presentado por el Lic. Alejandro Saborío Montero, del 
Centro de investigaciones en Nutrición Animal. 

Se indica con respecto al punto 11 4.b que este procedimiento también es 
Etológico. 

El M.Sc. Jorge Granados Zúñiga somete a votación el mismo y se obtiene el 
siguiente resultado: Total 6 votos, ninguno en contra. 

Por lo tanto se APRUEBA sin restricciones dicho proyecto. 

Articulo 12. Se evalúa el proyecto de investigación: Determinación de valores 
de referencia hematológicos y bioquímicos de las serpientes Crotafus simus y 
Botrops asper en condición de cautiverio, presentado por Cynthia Arroyo 
Portilla, de la Facultad de Microbiología. 

Se le solicita verificar la duración real de dicho proyecto ya que en el punto l. 6 
indican 1 año y medio y en el punto 11. 10 indican 1 año. 

El M.Sc. Jorge Granados Zúñiga somete a votación el mismo y se obtiene el 
siguiente resultado: Total 6 votos, ninguno en contra. 

Por lo tanto se APRUEBA sin restricciones dicho proyecto. 
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Articulo 13. Se evalúa el proyecto de investigación: Validación 'in vitro' de la 
técnica de bipartición de embriones bovinos en la Unidad de Reproducción 
Animal, presentado por el lng. Róger Molina Coto, de la Escuela de Zooctenia. 

En el punto 11. 10 no se indica la duración definida, por lo que se le solicita la 
aclaración. 

El M.Sc. Jorge Granados Zúñiga somete a votación el mismo y se obtiene el 
siguiente resultado: Total 6 votos, ninguno en contra. 

Por lo tanto se APRUEBA sin restricciones dicho proyecto. 

Articulo 14. Se evalúa el proyecto de investigación: Anatomía cerebral de las 
hormigas parásitas, facultativas y mutualistas del comizuelo (Acacia Fabaceae: 
Mimosoidae), presentado por Sabrina Amador, de la Escuela de Biología. 

Se le solicita verificar la duración real de dicho proyecto ya que en el punto l. 6 
indican 2 años y en el punto 11. 10 indican 1 año. 

El M.Sc. Jorge Granados Zúñiga somete a votación el mismo y se obtiene el 
siguiente resultado: Total 6 votos, ninguno en contra. 

Por lo tanto se APRUEBA sin restricciones dicho proyecto. 

Articulo 15. Se evalúa el proyecto de investigación: Estudio morfológico 
ultraestructural de las setas de las patas de arañas de la subfamilia 
Hadrotarsinae (Araneae, Theridiidae) y su función, presentado por Gilbert 
Barrantes Montero, del Centro de Investigación en Estructuras Microscópicas 
(CIEMIC). 

Se le recuerda que al utilizar animales silvestres también se debe acatar las 
disposiciones de la Ley de Conservación de Vida Silvestre 7317. 

El M.Sc. Jorge Granados Zúñiga somete a votación el m.ismo y se obtiene el 
siguiente resultado: Total 6 votos, ninguno en contra. 

Por lo tanto se APRUEBA sin restricciones dicho proyecto. _ 

Articulo 16. Se evalúa el proyecto de investigación: Diversidad de ácaros en 
plumas de reinitas (Parulidae) migratorias y residentes, presentado por Paula 
Calderón Mesén, del Centro de Investigación en Estrücturas Microscópicas 
(CIEMic). 

En el punto 11. 10 no se indica la duración definida, por lo que se le solicita la 
aclaración. 

Se le recuerda que al utilizar animales silvestres también -se debe acatar las 
disposiciones de la Ley de Conservación de Vida Silvestre 7317. 
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El M.Sc. Jorge Granados Zúñiga somete a votación el mismo y se obtiene el 
siguiente resultado: Total 6 votos, ninguno en contra. 

Por lo tanto se APRUEBA sin restricciones dicho proyecto. 

Articulo 17. Se evalúa el proyecto de investigación: "Evaluación andrológica y 
del desempeño reproductivo de conejos para producción de carne y como 
mascota", presentado por la M.Sc. Andrea Brenes Soto, del Área de Especies 
Alternativas de la Escuela de Zootecnia. 

El M.Sc. Jorge Granados Zúñiga somete a votación el mismo y se obtiene el 
siguiente resultado: Total 6 votos, ninguno en contra 

Por lo tanto se APRUEBA sin restricciones dicho proyecto. 

Articulo 18. Se evalúa el proyecto de investigación: Detección y 
caracterización de coronavirus en murciélagos neo-tropicales de zonas bajas 
de Costa Rica, presentado por Andrés Moreira Soto, del Centro de 
Investigación en Enfermedades Tropicales. 

En el punto 11. 10 no se indica la duración definida, por lo que se le solicita la 
aclaración. 

Se le recuerda que al utilizar animales silvestres también se debe acatar las 
disposiciones de la Ley de Conservación de Vida Silvestre 7317. 

El M.Sc. Jorge Granados Zúñiga somete a votación el mismo y se obtiene el 
siguiente resultado: Total 6 votos, ninguno en contra 

Por lo tanto se APRUEBA sin restricciones dicho proyecto. 

Articulo 19. Correspondencia: 
Se da lectura al oficio EB·858·2012, enviada por el Dr. Gustavo Gutiérrez. 
Director de la Escuela de Biología, donde comunica la designación del Dr. Paul 
Hanson como sustituto del M.Sc. Daniel Briceño ante el CICUA. 

Articulo 20. Asuntos Varios 
Se le extiende la invitación al Comité al Curso de Animales de Laboratorio a 
efectuarse del 3 al 5 de diciembre del presente año. 

Se discute acerca de la información recibida acerca de que en el CICA están 
realizando investigaciones con peces sin la debida autorización. Se decide 
enviarles una nota al respecto solicitando la aclaración respectiva. 

Se decide que la próxima reunión se realizará el 01 de agosto del año en curso. 

A las dos horas con treinta minutos, se levanta la sesión. 
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Anexo B 

Ejemplo del cálculo de concentración de anticuerpos anti-taipán determinados por 

E LISA 

!-Distribución de muestras en la placa de ELISA 

1 1 2 1 3 4 5 6 7 8 9 JO 1 lJ 1 12 
A Patrón 703.8 ng/mL C4;to* C5;to C6;to C4;h6o C5;t360 C6;t360 

1 

--

B Patrón 234.6 ng/mL C4;t1 C5;t1 C6;t1 C4;tno C5;tno C6;t120 1 --
IC Patrón 78 .2 ng/mL C4;ts C5;ts C6;t5 C4;t1440 C5 ;t1440 C6;t1440 --
D Patrón 26. I ng/mL C4;t1s C5;tis C6;t1s C4;hsso C5;t288o C6;tmo --
E Patrón 8. 7 ng/mL C4;bo C5;t30 C6;t,o C4;t1ooso C5;t1ooso C6;t1ooso -

F Patrón 2.9 ng/mL C4;t6o C5;t6o C6;t6o C4;t1 296o C5;t1296o C6;t1296o --

G Patrón l.0 ng/mL C4;t1so C5;t1so C6;tiso -- -

H Patrón 0.3 ng/mL C4;ti so C5;tiso C6;t1so -- ---

2-Absorbancias obtenidas 

1 2 .. 4 5 6 1 8 9 rn 1 [] 
1 12 .) 

A 3.800 3.630 3.986 0.055 0.061 0.071 0.289 0.290 0.242 ---
B l.612 1.502 l.470 0.443 0.496 0.419 0.184 0.194 0.178 ---~ 

e 0.610 0.583 0.566 0.451 0.577 1.013 0.133 0.144 0.140 -
D 0.244 0.242 0.235 0.472 0.536 0.415 0.047 0.049 0.074 --
E 0.112 0.113 0.11 o 0.446 0.460 0.424 0.047 0.055 0.149 ---
F 0.073 0.07'0 0.071 0.414 0.409 0.419 0.048 0.075 0.063 -
G 0.063 0.072 1 0.058 0.341 0.366 0.332 -- --
H 0.061 0.054 1 0.053 0.330 0.355 0.306 --- ---

3-Curva de calibración 

Concentración Absorbancia 
] 2 3 100 

A 
Cn = 146,3*Abs - 8,027 -- --- --- - 80 

R2 = 0,997 
1'j 

B -- - --- - 60 
e Patrón 78.2 ng/rnL 0.610 0.583 0.566 

D Patrón 26. l ng/rnL 0.244 0.242 0.235 40 

E Patrón 8. 7 ng/rnL 0.112 0.113 0.110 20 

F Patrón 2.9 ng/rnL 0.073 0.070 0 .071 o . -G Patrón 1.0 ng/rnL 0 .063 0 .072 0 .058 º·ººº 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0.600 0,700 
H Patrón 0.3 ng/rnL 1 0.061 0.054 0.053 
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4-Interpolación de la absorbancia de las muestras en la curva de calibración 

Tiempo (min) Absorbancia 
Concentración Corrección por FD 

(ng/mL) (mg/mL) 
C4 es C6 C4 C5 C6 C4 es C6 

o 0.055 0.061 0.071 o 1 2 o 1 2 

1 

1 

1 0.443 0.496 0.419 57 65 53 57 65 53 
5 0.451 0.577 1.013 58 76 --- 58 76 --
15 0.472 

1 
0.536 0.415 61 70 53 61 70 53 

30 0.446 0.460 0.424 57 59 54 57 59 54 
60 0.414 0.409 0.419 53 52 53 53 52 53 
180 0.341 0.366 0.332 42 46 41 42 46 41 
360 0.330 0.355 0.306 

1 
40 44 37 40 44 37 

720 0.289 0.290 0.242 34 34 27 34 34 27 
1440 0.184 0.194 0.178 19 20 18 19 20 18 

1 

2880 0.133 0.144 0.140 )] 13 12 Jl B 12 
10080 0.047 0.049 0.074 -1 -1 3 -1 -1 3 
12960 0.047 0.055 0.149 -1 o 14 -1 o 14 
20160 0.048 0.075 0.063 -1 3 1 -1 3 1 
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Anexo e 

Determinación del contenido de monómeros de anticuerpos en el A vDG mediante el 

perfil de filtración en gel en FPLC. 

400 ....-.... 
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Figura 12. Perfil de filtración en gel por FPLC del AvDG. 
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AnexoD 

Determinación de la pureza fisicoquímica del A vDG mediante análisis 

densitométrico de bandas en gel de poliacrilamida (SDS-P AGE). 
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Figura 13. Análisis densitométrico del AvDG. Se muestra el gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7% (A), 
el densitograma (B) y el cuadro resumen del análisis (C) . 
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Anexo E 

Ejemplo del cálculo de la DEso del antiveneno anti-taipán. 

Cálculo de la Dosis Eficaz Media (DEso) del antiveneno anti-taipán* 
Veneno: Oxyuranus scutellatus (taipán) 
Solución patrón de veneno: 
Dosis reto: 0.192 mg. 

Nivel Igs anti-veneno PBS 
(mg/mL) (111000) 

mL mg 
452 3.254 0.042 1.656 
678 2.157 0.028 2.753 
1055 1.444 0.018 3.466 
1583 0.960 0.012 3.950 
2375 0.640 0.008 4.270 

Control 0.000 0.000 4.910 
DEso (LC 95%)**: 1228 (999-1623) 

*Calculado por Prob1tos. 
*Límites de confianza! del 95% 

Veneno Ratones muertos/ratones 
inyectados 

mL mg 
0.090 19 0/8 
0.090 19 0/8 
0.090 19' 2/8 
0.090 19 7/8 
0.090 19 8/8 
0.090 19 8/8 
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ANEXOF 

Figuras suplementarias de farmacocinética de los antivenenos anti-taipán. 
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Figura 14. Concentraciones observadas versus concentraciones predichas de los antivenenos producidos en 
gallinas (A) y caballos (B), en el suero de conejos. 
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Figura 15. Residuales pesados versus el tiempo para los antivenenos formulados con lgY (A) e IgG equina 
(B). 




