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RESUMEN

Rojas, J.A. CAPACIDAD NEUTRALIZANTE DEL SUERO ANTIOFIDICO POLIVALENTE
SOBRE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA DEL VENENO DE LA SERPIENTE Bothrops
asper Y SU POSIBLE CORRELACION CON LA NEUTRALIZACION DE LA LETALIDAD.

Con el presente estudio se evalu6 la capacidad neutralizante del suero antiofidico
polivalente sobre la actividad proteolitica del veneno total de la serpiente Bothrops aspery
de una fraccion de alta masa molecular, en la que predominen las toxinas hemorragicas,
obtenida del mismo veneno y determinar su correlacion con la neutralizacion de la
letalidad. Se utilizé veneno total obtenido de un pool de especimenes adultos de Bothrops
asper de las zonas Atlantica y Pacifica de Costa Rica; y lotes de suero antiofidico
polivalente producido en el Instituto Clodomiro Picado. La fraccion de alta masa molecular
del veneno de Bothrops asper fue separada mediante cromatografia de filtraciéon en gel
utilizando una columna Sephacryl S-200 y se evalud la fracciéon obtenida mediante la
determinacion de la Dosis Hemorragica Minima y una electroforesis SDS-PAGE. Para
evaluar la actividad del veneno y la fraccion; asi como la capacidad neutralizante de los
sueros antiofidicos se emplearon ensayos de actividad proteolitica con caseina biotinilada
y azocaseina como sustrato de accién. Ademas se pretendioé con este estudio establecer
una correlacion entre los datos de neutralizacién de la actividad proteolitica y los datos de
neutralizacion de la letalidad de los diferentes lotes de suero antiofidico utilizados en este
estudio. Los resultados obtenidos demuestran que se necesité un mayor volumen de
suero antiofidico para neutralizar la fraccion de alta masa molecular que el veneno total y
que no se obtuvo una correlacién entre la neutralizacién de la actividad proteolitica y la
neutralizacion de la letalidad. Se puede concluir que la prueba de actividad proteolitica
sobre azocaseina, es una metodologia in vitro idonea para evaluar la neutralizacion de la

actividad hemorragica.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

ANTECEDENTES

Accidente Ofidico

Los envenenamientos por mordedura de serpiente constituyen un problema
de salud de importancia mundial. Se ha estimado que en el mundo suceden
alrededor de 2.5 millones de accidentes ofidicos al afio, con un total aproximado
de 125 000 muertes (Chippaux, 1998). Estos accidentes afectan
fundamentalmente a la poblacion rural involucrada en faenas agricolas (Chippaux,
1998). En Costa Rica, Sasa & Vazquez (2003) reportaron incidencias que fluctian
entre 12 y 18 por 100 000 habitantes durante el periodo 1990-2000.

La enorme mayoria de los envenenamientos en América Latina son
causados por especies de la familia Viperidae (Gutiérrez, 2002). Dentro de esta
familia, el género Bothrops es uno de los principales en términos de relevancia y
distribuciéon. En Costa Rica, y en general en la mayoria de la region
mesoamericana, la especie Bothrops asper es considerada responsable de
aproximadamente el 50% de los accidentes (Gutiérrez, 1995). Esta especie tiene
la particularidad de adaptarse bien a regiones alteradas, de uso agricola o

simplemente deforestadas. (Arroyo et al., 1999).

El cuadro clinico que se desarrolla en estos casos se caracteriza por
presentar un cuadro inflamatorio agudo con dafos locales rapidos y prominentes:;
los signos y sintomas varian segun la severidad del envenenamiento, pero en
términos generales se presenta edema, dolor, sangrado y necrosis (Gutiérrez,
1995); seguido de un cuadro sistémico si las toxinas logran ingresar al torrente
sanguineo, caracterizado por coagulopatias, hemoptisis, oliguria, choque
cardiovascular e insuficiencia renal aguda (Gutiérrez, 1995).



Los venenos de la familia Viperidae son mezclas complejas con una amplia
gama de moléculas distintas, entre las cuales se encuentran proteinas, que
constituyen el 90% del peso seco de estos venenos, carbohidratos, lipidos, aminas
biogénicas, nucledtidos y aminoacidos libres (Bjarnason & Fox, 1994). Los
principales componentes toxicos de los venenos de vipéridos se pueden
diferenciar claramente, a partir de sus efectos, en tres tipos: toxinas que afectan la
coagulacion y las plaquetas, toxinas que inducen necrosis del tejido muscular y
hemorraginas que inducen manifestaciones hemorragicas locales y sistémicas
(Gutiérrez, 2002). La hemorragia inducida por el veneno puede ocurrir localmente,
contribuyendo a la isquemia local y a una pobre regeneracion tisular (Gutiérrez et
al., 1995a) y sistétmicamente, afectando multiples 6rganos y originando serias
complicaciones como choque cardiovascular, sangrado pulmonar y hemorragias
en el sistema nervioso central. Asi, el sindrome hemorragico es una de las mas
serias consecuencias del envenenamiento con vipéridos (Gutiérrez et al., 2005). El
veneno de B. asper posee también proteasas tipo trombina que actian sobre el
fibrinbgeno produciendo microtrombos de fibrina, también posee activadores del
factor X de la cascada de la coagulacién, estas acciones originan una
desfibrinacion, con disminucién en los niveles de fibrinbgeno y con prolongacion
en los tiempos de coagulacion. Las alteraciones en la coagulacién agravan el

sangrado sistémico que iniciaron las toxinas hemorragicas (Gutiérrez, 1995).

Producciéon de Suero Antiofidico

La administraciéon parenteral de suero antiofidico constituye el unico recurso
terapéutico cientificamente validado para el manejo de los envenenamientos
ofidicos (Gutiérrez, 2002). Rojas et al. (1994) introdujeron una nueva metodologia
en el procesamiento del plasma equino para la purificacion de las
inmunoglobulinas, basada en la precipitacion de las proteinas no
inmunoglobulinicas del plasma mediante adicion de acido caprilico. Esta

tecnologia, adaptada para procesamiento industrial de plasma en el Instituto



Clodomiro Picado, es muy simple y econdmica, ademas genera un producto de
alta pureza, eficacia, estabilidad y seguridad (Gutiérrez, 2002).

La evaluacion de la eficacia del antiveneno es fundamental para el posterior
tratamiento de la mordedura, la OMS especifica que a cada grupo de sueros se le
debe evaluar su capacidad de neutralizacion de los efectos letales de su
correspondiente veneno (Theakston et al., 2003). La capacidad neutralizante de
estos sueros antiofidicos ha sido tradicionalmente evaluada estudiando la
neutralizacién de la letalidad con la prueba de potencia o prueba DEsg, utilizada
mundialmente en la produccidén de sueros. Esta prueba consiste en determinar la
minima cantidad de suero antiofidico necesaria para prevenir la muerte en la mitad
de los animales de un grupo estadisticamente significativo (Theakston et al.,
2003).

En el Instituto Clodomiro Picado la neutralizacion de la letalidad se expresa
como mg de veneno neutralizados por un mL de suero (Instructivo del Laboratorio
de Control de Calidad), por lo que entre mas alto sea el valor de DEsy; mayor es la
capacidad neutralizante del suero antiofidico. Mediante el uso del programa
estadistico Spearman-Karber se determina la dosis de veneno que mata al 50%

de la poblacién de ratones inyectados (Gené & Robles, 1987).

Este procedimiento de evaluacion presenta una serie de inconvenientes, en
primer lugar es caro por la gran cantidad de animales de laboratorio que se deben
emplear, por ejemplo la European Pharmacopeia utilizando este método para
medir la actividad de un suero antiofidico contra venenos de cinco serpientes,
utilizdé 374 ratones por grupo de sueros (Weisser y Hechler, 1997); ademas
requiere de mucho tiempo (48 h) y produce resultados variables y dificiles de
reproducir. Otro eventual problema de este método es la muerte y sufrimiento de
un gran numero de ratones. Debido a las razones antes expresadas es que las
técnicas in vitro son idéneas para la evaluaciéon de la capacidad neutralizante,

principalmente en etapas tempranas de la preparaciéon del suero (Sells, 2003).



Es debido a esta situacion existente, que una linea de investigacion
importante la constituye el estudio de la capacidad neutralizante de los sueros
antiofidicos, asociado con el desarrollo de técnicas de laboratorio que han
permitido el analisis de la neutralizacion de efectos farmacoldgicos y enzimaticos
especificos (Gutiérrez, 2002). En este campo Theakston y Reid (1979) reportaron
el uso de ELISAs con venenos puros como antigenos en ensayos para evaluar la
capacidad neutralizante. Rungsiwongse y Ratanabanangkoon (1991) sugirieron
que el ELISA utilizando las fracciones que contenian las toxinas importantes en la
letalidad del veneno darian un mejor estimado de la potencia de los sueros y
encontraron una fuerte correlaciébn entre la capacidad neutralizante del suero
antiofidico contra Naja naja siamensis y el titulo de ELISA contra la fraccion que
contenia la a-cobratoxina, la cual es la principal fraccion a-neurotdxica de este
veneno. Maria et al. (1998) determinaron que el ELISA utilizando la fraccion téxica
del veneno de Bothrops jararaca como antigeno puede ser utilizado como técnica
para evaluar la capacidad neutralizante de los antivenenos brasilefios contra el
género Bothrops. Existen otras alternativas al ELISA para evaluar la capacidad
neutralizante del suero, por ejemplo métodos que determinan la inhibicién de
actividades especificas del veneno como la técnica de hemdlisis indirecta que
evalua la actividad PLA, presente en los venenos de vipéridos y su neutralizacion
por parte de los sueros antiofidicos (Gutiérrez et al, 1988). Recientemente, una
alternativa in vivo ha sido desarrollada, la cual tiene la ventaja de ser libre de
dolor. Huevos fértiles incubados por menos de 10 dias no tienen el sistema
nervioso reflejo completo, por lo que no experimentan dolor. Los huevos tienen un
saco membranoso de la yema vascularizada con circulaciéon normal de sangre y
muestran un latido de corazén embriénico primitivo, o que los convierte en una
excelente opcidn para evaluaciones de letalidad (Sells, 2003). Fundamentalmente
lo que se busca o se investiga son pruebas que neutralicen los principales efectos
toxicos de los venenos, en el caso de los venenos de vipéridos, los efectos mas
relevantes son la hemorragia, las alteraciones de la coagulacion y la mionecrosis.



Actividad Hemorragica

Uno de los efectos principales que se busca inhibir en una prueba in vitro es
la hemorragia, debido a su importancia en la letalidad (Rucavado et al, 2004). Las
toxinas hemorragicas de venenos de serpientes son proteinas acidicas o
ligeramente basicas, con pesos moleculares muy variados que van desde 22 KDa
hasta 100 KDa (Bjarnason & Fox, 1994). Estas toxinas son metaloproteinasas
dependientes de zinc y se clasifican, junto con las astacinas, serralisinas y las
matritixinas, dentro de la superfamilia de metzicinas (Bode et al., 1993).

En los ultimos afios se han aislado y caracterizado parcialmente varias
metaloproteinasas hemorragicas del veneno de Bothrops asper (Borkow et al.,
1993; Gutiérrez et al., 1995b; Franceschi et al., 2000). A pesar de que el
mecanismo de accién no esta totaimente dilucidado, los estudios efectuados
permiten proponer la siguiente hipétesis: estas enzimas tienen una actividad
proteolitica sobre componentes de la lamina basal que rodea las células
endoteliales de los vasos capilares y vénulas. Como consecuencia de esta
hidrélisis, se altera la interaccion de las células endoteliales con la lamina basal
aumentando su susceptibilidad a las fuerzas biofisicas que operan normalmente
en los vasos sanguineos. Estas fuerzas provocan cambios morfolégicos en las
células endoteliales, como la formacion de vesiculas y la reduccidén de su grosor,
hasta el punto en que se pierde la integridad de la membrana y se produce la

extravasacion (Gutiérrez et al., 2005).

Las metaloproteinasas hemorragicas se clasifican, desde el punto de vista
estructural en cuatro grupos, con base en los dominios que poseen (Bjarnason &
Fox, 1994). Las de la clase P-I presentan unicamente el dominio metaloproteinasa,
caracterizado por una secuencia consenso HEXXHXXGXXH responsable de la
union al zinc (Hati et al.,, 1999). Las metaloproteinasas de las otras clases
presentan ademas del dominio catalitico, dominios ‘tipo disintegrina’ (clase P-Il),
tipo disintegrina’ y ‘rico en cisteina’ (clase P-lil) y estos dos dominios mas un
dominio lectina (clase P-IV) (Bjarnason & Fox, 1994). En términos generales las



metaloproteinasas P-1ll son toxinas hemorragicas mas potentes que las P-I
(Bjarnason & Fox, 1994), estas diferencias pueden ser explicadas de ftres
diferentes formas: que secuencias en los dominios ‘tipo disintegrina’ y ‘rico en
cisteina’ pudieran dirigir a las P-Ill a los blancos relevantes en la microvasculatura,
que estos dominios contribuyeran a la alteracion de los mecanismos hemostaticos
y asi faciliten la extravasacion y que las P-lll sean menos susceptibles a
inhibidores de proteinasas plasmaticos, como la ax-macroglobulina (Gutiérrez et
al., 2005).

Tradicionalmente la actividad hemorragica de los venenos se ha evaluado
mediante pruebas in vivo (Kondo et al., 1960; Gutiérrez et al., 1985), sin embargo,
se conoce que la actividad hemorragica de las metaloproteinasas depende de su
actividad proteolitica (Hati et al., 1999), de tal manera que la determinacion in vitro
de la actividad proteolitica de estas toxinas se puede utilizar para evaluar su
actividad enzimatica y la neutralizacién de la misma por inhibidores o sueros

antiofidicos.

Existen diversas pruebas para determinar la actividad proteolitica de los
venenos y su inhibicion. La gelatina ha sido tradicionalmente un sustrato muy
utilizado para determinar la actividad proteolitica de diferentes venenos y su
inhibicion, han sido utilizadas diversas técnicas como ELISAs de degradacion de
gelatina (Bee et al., 2001) y zimografias donde se copolimerizan geles de
poliacrilamida con gelatina (Bee et al., 2001, Wang et al., 2004). Gutiérrez et a/
(1985) determinaron la inhibicién de la actividad proteolitica mediante un ensayo
que utilizaba caseina como sustrato y media la absorbancia a 280 nm en el
sobrenadante para determinar la hidrolisis del sustrato. En 1999, Franceschi et al,
utilizaron una modificacion del ensayo descrito por Koritsas y Atkinson en 1995,
con N,N-dimetilcaseina biotinilada como sustrato, para determinar la actividad
proteolitica de una toxina aislada del veneno de Bothrops asper. Wang et al (2004)
evaluaron la actividad proteolitica de una nueva metaloproteinasa aislada del



veneno de la serpiente Agkistrodon acutus, mediante la hidrolisis de la

azocaseina, sustrato que conjuga la caseina con un colorante-azo.

Debido a las desventajas que posee la técnica de neutralizacién de la
letalidad con la cual se evaluan los sueros actualmente, se pretendié con esta
investigaciéon evaluar un método in vitro que permitiera determinar la neutralizacion
de la actividad proteolitica del veneno de B. asper y evaluar su correlacion con la
prueba de letalidad. Esto debido a que se considera que las metaloproteinasas
hemorragicas, unas de las principales toxinas proteoliticas de este veneno, tienen
un papel muy importante en los eventos que concluyen con la muerte de los
animales de laboratorio. Ademas de evaluar la totalidad de las proteasas del
veneno, se pensd en utilizar una fraccion de alta masa molecular que tuviera las
metaloproteinasas hemorragicas del grupo P-llI, las cuales poseen una actividad
hemorragica mas potente y que pueden inducir un sangrado sistémico (Escalante
et al., 2004), y que por lo tanto son talvez mas importantes en la letalidad.

El incluir en el andlisis de la capacidad neutralizante de los sueros
antiofidicos una prueba in vitro, sencilla, de bajo costo y rapida, que determine la
neutralizacion de un efecto relevante para la letalidad de los venenos de vipéridos,
permitiria reducir el uso de pruebas in vivo, con lo cual, se estaria disminuyendo
costos, minimizando el tiempo empleado evaluando el suero antiofidico, evitando
el uso y sufrimiento de un gran numero de ratones y logrando resuitados mas
confiables y reproducibles, por ende asegurando aun mas la calidad del suero

antiofidico producido en el Instituto Clodomiro Picado.



OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar la capacidad neutralizante del suero antiofidico polivalente sobre la
actividad proteolitica del veneno total de la serpiente Bothrops asper y de una
fraccion de alta masa molecular obtenida del mismo veneno y determinar su

correlacidén con la neutralizacién de la letalidad.

Objetivos especificos

-Purificar mediante cromatografia una fraccidon proteica del veneno de B. asper en
la que predomine la presencia de metaloproteinasas hemorragicas de alta masa

molecular.

-Estandarizar una prueba in vitro para determinar la capacidad neutralizante de la
actividad proteolitica del veneno de Bothrops asper.

-Determinar la capacidad inhibitoria de varios lotes de suero antiofidico producidos
en el Instituto Clodomiro Picado sobre la actividad proteolitica del veneno total de

B. aspery la fraccion hemorragica de alta masa molecular.

-Establecer una correlaciéon entre los datos de neutralizacion de la actividad
proteolitica y los datos de neutralizacion de la letalidad de los diferentes lotes de

suero antiofidico utilizados en este estudio.



JUSTIFICACION

Es importante implementar una o varias pruebas in vitro y llevarlas en paralelo
junto con la prueba de neutralizacién de la letalidad, para contar con un buen
numero de datos que permita tomar decisiones en términos de sustituir la prueba
existente o ampliar los criterios para liberar los sueros.

Al obtener una prueba con resultados confiables y reproducibles que
correlacione con la prueba de neutralizaciéon de la letalidad que se realiza
actualmente en la etapa de inmunizaciébn de los caballos y durante el
fraccionamiento del plasma, se aseguraria con mayor certeza la calidad de los
antivenenos producidos en el Instituto. Esto traeria un beneficio directo en la
terapia del accidente ofidico, ya que el suero antiofidico es el principal y mas
directo recurso en el tratamiento del envenenamiento por serpientes. Ademas, se
disminuyen costos en el Instituto, ya que la prueba de neutralizacién de la letalidad
resulta una prueba cara por el alto numero de animales de laboratorio que se

deben emplear.

Finalmente las tendencias actuales de bioética y proteccidbn de animales
apuntan a evitar al maximo el uso de animales en ensayos de laboratorio si
existen o0 se pueden desarrollar métodos in vitro que provean de resultados
confiables y que correlacionen con la prueba in vivo. Al restringir el uso de la
prueba de neutralizacion de la letalidad para el analisis final del suero antiofidico e
implementar la técnica in vitro en la evaluacion del mismo durante las diferentes
etapas de la produccidn se evitaria, en primer lugar, el uso de un alto numero de
ratones, y en segundo lugar el sufrimiento innecesario y la muerte de muchos

animales de laboratorio.
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CAPITULO IIl: MATERIALES Y METODOS

Venenos

El veneno de B. asper constituye un pool obtenido de aproximadamente 40
especimenes adultos colectados en las regiones del Pacifico y Atlantico de Costa
Rica y mantenidos en el serpentario del Instituto Clodomiro Picado (ICP). Posterior
a su obtencion, el veneno fue liofilizado y mantenido a —20 °C. Se utilizé para la
investigacion la mezcla de venenos patron de la serpiente B. asper utilizada por el
Laboratorio de Control de Calidad del Instituto Clodomiro Picado para realizar las
pruebas de neutralizacién de la letalidad.

Sueros antiofidicos

Se trabajé con suero antiofidico polivalente (lotes 3470602LQ, 3540303LQ,
3560603LQ, 3651003LQ, 3730804LQ y 3590703LQ para la metodologia con
caseina biotinilada y lotes 3750205LQ, 3760305LQ, 3800705LQ, 3820805LQ,
3830905LQ, 3680104LQ, 3730804LQ, 3741104LQ, 3920206LQ, y 3940306LQ
para la metodologia con azocaseina). Los diferentes lotes de suero fueron
obtenidos mediante la inmunizacién de caballos con una mezcla de partes iguales
de venenos de Bothrops asper, Crotalus durissus durissus y Lachesis stenophrys
de Costa Rica y fueron suministrados por la Divisiébn de Produccién del Instituto
Clodomiro Picado. Este suero antiofidico esta compuesto de moléculas completas
de IgG, purificadas por precipitacién con acido caprilico, de acuerdo a Rojas et al.
(1994).
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Separacion cromatografica de una fraccion hemorragica de alta masa
molecular del veneno de Bothrops asper

Las proteinas del veneno de Bothrops asper fueron separadas de acuerdo a
su masa molecular mediante cromatografia de filtracién en gel utilizando una
columna Sephacryl S-200 (Amersham Biosciences, Pittsburgh, PA, EUA).
Muestras de veneno disueltas en 2 ml (75 mg) de amortiguador Tris-HCI 0.025 M,
CaCl, 5mM, pH 7.4; fueron separadas en la columna a un flujo de 0.2 mi/min. Las
diferentes fracciones obtenidas en el cromatograma fueron recolectados para
determinar posteriormente su actividad hemorragica y seleccionar la fraccion de

interés

Evaluacion de la actividad hemorragica de las fracciones obtenidas

Se evalu6 la actividad hemorragica segun la prueba descrita por Kondo et
al. (1963) y modificada por Gutiérrez et al. (1985). Se inyectaron grupos de cuatro
ratones (18-20g) por la via intradérmica en la regién abdominal con 100 uL de
cada una de las fracciones obtenidas en el cromatograma para seleccionar una
fraccion de alta masa molecular y con actividad hemorragica potente. Dos horas
después de la inyeccidn, los animales fueron sacrificados mediante inhalacién de
COo, la piel fue removida y se determiné la presencia de un halo hemorragico en
el lado interno de la piel. Con base en los resultados obtenidos se seleccioné la
fraccion 1 para el presente estudio y se estimé la Dosis Hemorragica Minima de
esta fraccion inyectando varias dosis de la misma disueltas en 100 ulL de PBS.
Dos horas después de la inyeccion, los animales fueron sacrificados y se
determiné el diametro del area hemorragica en el lado interno de la piel. La Dosis
Hemorragica Minima se definié como la cantidad de fraccion que induce un area
hemorragica de 10 mm de diametro a las 2 horas (Gutiérrez et al., 1985).
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Analisis electroforético

La fraccién cromatografica 1 del veneno de Bothrops asper fue analizada
mediante electroforesis en geles SDS-PAGE (Laemmli, 1970), utilizando geles al
12%, en condiciones reductoras. En paralelo se corrieron marcadores de peso
molecular (Pharmacia) y los geles fueron tefiidos con azul de Coomasie R-250.

Neutralizacion de la actividad proteolitica
Para evaluar la neutralizacién de la actividad proteolitica del veneno total y
de la fraccion de aita masa molecular, por parte de los antivenenos, se probaron

dos metodologias: un ensayo con caseina biotinilada y un ensayo con azocaseina.

Ensayo proteolitico con caseina biotinilada

Se utilizé una modificacion del ensayo altamente sensible descrito por
Koritsas y Atkinson (1995) vy utilizado en la caracterizacién de una
metaloproteinasa hemorragica del veneno de B. asper por Franceschi et al.
(1999), con N, N-dimetilcaseina (Sigma, Missouri, EUA) biotinilada como sustrato.
Este ensayo consiste en recubrir placas de 96 hoyos con caseina biotinilada sobre
la cual se aplica la muestra con actividad proteolitica, posteriormente se aplica un
conjugado avidina-peroxidasa y un sustrato cromogénico y se determina el

porcentaje de degradacion de la caseina biotinilada.

Biotinilacion de la caseina

Para la biotinilacion, se agregd N-hidroxisuccinimido-biotina (10 mg/ml en
DMSO) a una solucién de caseina 1 mg/ml, preparada en buffer de NaHCO; 0,1
M, pH 8,5. La solucidén se incubd por 18 horas a 37 °C con agitacion constante,
posteriormente se diluyd con amortiguador de recubrimiento (0,1 M Tris, 0,15 M

NaCl, pH 9,0) y se ultrafiltr6 para remover la biotina libre y se concentré en un
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volumen final de 10 ml. La concentracion proteica se estimé midiendo la

absorbancia a 280 nm.
Seleccién de las condiciones del ensayo

Se evaluaron las condiciones Optimas de concentracién de caseina
biotinilada, concentraciéon de conjugado y tiempo de incubacién con las muestras
para determinar los valores mas adecuados que aseguraran la linealidad vy
estabilidad del método.

Seleccion de dosis reto y prueba de neutralizacién

Placas de ELISA (Immulon 2, Dynatech, Virginia, USA) se recubrieron con
100 ng de caseina biotinilada, disuelta en amortiguador de recubrimiento. Después
de 24h de incubacién a temperatura ambiente, las placas se lavaron con PBS-
Tween 0,05 % (v/v) y los sitios libres en los pocillos plasticos fueron bloqueados
con 100 pl de una solucidn 2 g/d! de albimina sérica bovina (en PBS) por 20 min.
a temperatura ambiente. Después de cinco lavados adicionales con PBS-Tween,
100 pl de muestra preparada en PBS fue agregada. Todas las muestras se
corrieron por triplicado. Para cada placa se prepardé una curva de calibracién,
agregando 100 ul de buffer de recubrimiento que contenia diversas cantidades de

caseina biotinilada (de 0 a 100 ng).

Inicialmente se obtuvo la curva dosis respuesta para el veneno y para la
fraccion de alta masa molecular y se seleccion6é una cantidad de veneno y de
fracciéon que degradara aproximadamente el 50% de la caseina biotinilada y con
esa cantidad se evaluaron los diversos sueros. Los experimentos de neutralizacidon
se efectuaron incubando la cantidad de veneno y fraccion seleccionada
anteriormente con diversas diluciones de los sueros. En las mezclas de incubacién
se utilizaron las siguientes proporciones suero antiofidico/veneno: 1000, 500, 250,

125, 62y 31 yl/mg. Las mezclas se incubaron por 30 min a 37 °C y posteriormente
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se anadieron a la placa. Una vez que se agregaron las muestras, la placa se
incubd por 24h a 37 °C. Seguidamente las placas se lavaron y se agregd 100 i
del conjugado avidina-peroxidasa (Sigma), diluido 1:8000 con PBS y se incubé por
30 min a 25 °C. Después de cinco lavados adicionales, se adicion6é 100 ul de la
solucion sustrato (2 mg/mi O-fenilendiamina, 0,012% H,0, en citrato de sodio 0,1
M, pH §,0) y se incubd por 3 min a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo
aftadiendo 50 ul de HCI 2 M y se determiné la absorbancia a 492 nm en un lector
de placas Dynatech MR 5000.

Ensayo proteolitico con azocaseina

Se utilizd una modificacién del ensayo utilizado por Wang et al (2004), el
cual consiste en determinar la actividad proteolitica o la inhibicion de la misma a
partir de la hidrélisis de la azocaseina (Sigma A2765). La degradacion de la
caseina libera un colorante-azo al sobrenadante, el cual puede ser analizado
cuantitativamente. Se preparé una soluciébn de azocaseina de 5 mg/mi en
amortiguador Tris-HCI 25 mM, NaCl 0.15 My CaCl, 5 mM, pH 7.4. Se mezclaron
100 ul de azocaseina con 20 pl de la muestra a probar, ya sea el veneno total, la
fraccion de alta masa molecular o mezclas del veneno o la fraccion con los

diferentes lotes de suero antiofidico, por triplicado.

En primer lugar se obtuvo la curva dosis-respuesta para el veneno y para la
fraccion de alta masa molecular y se determiné como una unidad proteolitica la
cantidad de veneno o fraccidén que indujo un cambio en la sefial de 0.3 unidades
de absorbancia a 450 nm. Para la prueba de neutralizacion, los antivenenos
fueron retados con una unidad proteolitica del veneno o la fraccion. Las
proporciones suero/veneno utilizadas fueron: 2000, 1000, 500, 250, 125 y 62.5
ul/mg; éstas se incubaron por 30 min a 37 °C y posteriormente se aplicé 20 ul de

cada una de las mezclas a la solucién de azocaseina, por triplicado. Se utilizé 20

ul del amortiguador de dilucibn como control negativo. Seguidamente se
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incubaron por 90 min a 37 °C. Finalizado el tiempo de incubacién, se agregd a
cada tubo 200 pl de acido ftricloroacético al 5%, se mezcld y se centrifugd por 5
min a 1000 rpm. Posteriormente se mezclaron 150 pl del sobrenadante con 150 i
de NaOH 0.5 M en placas de ELISA. Finalmente se determiné la absorbancia a
450 nm, en un lector de ELISA Dynatech MR-5000. Se incluyé en cada
experimento un control unicamente con veneno que constituye el 100% de la
actividad y con base en este se determiné la DEso para cada suero, definida como
la razén suero/veneno necesaria para neutralizar el 50% de la actividad del

veneno o fraccion.

Analisis Estadistico

La prueba de t de Student se utilizé para determinar si los valores promedio

de dos grupos experimentales son significativamente diferentes.

Correlacion entre la neutralizacién de la actividad proteolitica y la

neutralizacién de la letalidad

Los datos de neutralizacion generados por los métodos para medir actividad
proteolitica fueron comparados con los datos de neutralizacién de la letalidad
obtenidos a partir de la prueba in vivo de neutralizacion de la letalidad
(suministrados por el Laboratorio de Control de Calidad del ICP), utilizando el
programa estadistico INSTATZ2, con el fin de determinar la correlacidén entre ambas

metodologias.
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CAPITULO lli: RESULTADOS

Separacion cromatografica de la fraccién de alta masa molecular y analisis

electroforético

Cuando el veneno de Bothrops asper fue fraccionado en una columna
Sephacryl S-200 (Amersham Biosciences) mediante cromatografia de filtraciéon en

gel, se separaron cinco fracciones claramente definidas (Fig 1).

La fraccion 1 presentd una fuerte actividad hemorragica ya que la Dosis
Hemorragica Minima (DHM) es inferior a los 0.625 ug /100 pl, mientras que el
veneno total de Bothrops asper de la region del Pacifico tiene una DHM de 3
pMg/100 pl y el de la regidn del Atlantico una DHM de 2 ug/100 ul. El andlisis
electroforético de esta fraccibn muestra que esta constituida por proteinas de alta

masa molecular (Fig 2).

Estas caracteristicas demuestran que esta fraccion estad compuesta por
metaloproteinasas hemorragicas de alta masa molecular, razdén por la cual fue

seleccionada para los estudios de neutralizacion.
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Neutralizacion de la actividad proteolitica

La capacidad neutralizante de seis lotes de suero antiofidico fue evaluada
mediante el ensayo de actividad proteolitica con caseina biotinilada contra el
veneno total y la fraccion de alta masa molecular. En las siguientes figuras se
expresan los valores de inhibicibn de la actividad proteolitica, como los
porcentajes totales de inhibicion por parte de cada suero. Asumiendo que la sefal
de la caseina biotinilada libre representa un 100%, se observa la disminucién de la
sefial por la actividad enzimatica del veneno y el posterior aumento de la misma
por el efecto inhibitorio de los sueros antiofidicos. Todos los sueros muestran un
porcentaje de inhibicidn similar tanto para la fraccibn como para el veneno
completo, sin embargo las variaciones en la prueba impidieron determinar la DEsg
para cada lote.
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Fig. 6. Capacidad neutralizante de diferentes Iotes de suero antiofidico sobre la actividad
proteolitica del veneno total de B. asper. Se utilizé la proporcion de 1000 ul de suero por mg de

veneno para determinar la capacidad neutralizante de los sueros antiofidicos.
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Fig. 7. Capacidad neutralizante de diferentes lotes de suero antiofidico sobre la actividad
proteolitica de la fraccion de alta masa molecular del veneno de B. asper. Se utilizé la proporcién

de 1000 pi de suero por mg de veneno para determinar la capacidad neutralizante de los sueros
antiofidicos.
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Ensayo proteolitico con azocaseina

Actividad proteolitica del veneno total de Bothrops asper y de una fraccion

de alta masa molecular

En las figuras 8 y 9 se presentan los valores de actividad proteolitica sobre la
azocaseina de diferentes cantidades de veneno total y de la fraccion de alta masa
molecular. Cada ensayo fue realizado por triplicado. Se observa una respuesta
dosis dependiente entre la concentracién de veneno o fraccién y el porcentaje de
hidrélisis de la azocaseina. Ademas se una observa una actividad proteolitica
mayor para el veneno total, igualmente a como se determin6é con el método de

caseina biotinilada.
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Fig. 8. Actividad proteolitica del veneno total de B. asper. Se mezclaron 100 ul de azocaseina
preparada en amortiguador Tris-HCI 25 mM, NaCl 0.16 M y CaCl, 5 mM, pH 7.4 con 20 ul de
diferentes dosis de veneno (de 5 a 0.625 ug) para determinar su actividad proteolitica.
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Fig. 9. Actividad proteolitica de la fraccion de alta masa molecular del veneno de B. asper. Se
mezclaron 100 ul de azocaseina preparada en amortiguador Tris-HCI 25 mM, NaCl 0.15 M y CaCl,
5 mM, pH 7.4 con 20 pl de diferentes cantidades de fraccién de alta masa molecular (de 5 a 0.625

ug) para determinar su actividad proteolitica.

Neutralizacion de la actividad proteolitica

Diez lotes de suero antiofidico fueron analizados mediante el ensayo de
actividad proteolitica con azocaseina contra el veneno total y la fraccion de alta
masa molecular. Se observé una neutralizacion dosis dependiente para todos los
lotes estudiados; en las Fig. 10 y 11 se presentan las curvas obtenidas con uno de
los lotes analizados. Los valores de inhibicibn de la actividad proteolitica,
expresados como la dosis efectiva 50% (DEsg), es decir la proporcion suero
antiofidico/veneno en la que el efecto proteolitico es reducido en un 50%, se

presentan en el cuadro 1.






25

Cuadro 1. Neutralizacion de la actividad proteolitica por parte de 10 lotes de suero antiofidico,

mediante el método de azocaseina

Suero Antiofidico Neutralizacion del Neutralizaciéon de la DEs, para efecto
veneno (+/- DE)* fraccién de alta masa letal**
molecular (+/- DE)*
3750205LQ 234 (+/- 3) 1019 (+/- 49) 428
3760305LQ 160 (+/-72) 967 (+/- 49) 3.15
3800705LQ 87 (+/-4) 882 (+/- 43) 4.84
3820805LQ 177 (+/- 53) 1133 (+/- 104) 2.82
3830905LQ 251 (+/- 49) 1134 (+/- 66) 2.31
3680104LQ 214 (+1- 2) 961 (+/- 63) 367
3730804LQ 140 (+/- 51) 1025 (+/- 30) 3.60
3741104LQ 129 (+/60) 982 (+/-71) 2.98
3920206LQ 52 (+/- 5) 646 (+/- 25) 478
3700104LQ 87 (+/- 5) 732 (+/- 34) 2.74

*. Wl de suero antiofidico/mg de veneno que disminuye en un 50% el efecto proteolitico.
**> mg de veneno neutralizados por mi de suero antiofidico.

Correlacion entre la neutralizacion de la actividad proteolitica y la

neutralizacion de la letalidad

En el cuadro anterior también se comparan los datos de neutralizacion de la
actividad proteolitica con los datos de neutralizacién de la letalidad obtenidos a
partir de la prueba in vivo de neutralizacion de la letalidad (suministrados por el
Laboratorio de Control de Calidad del ICP), con el fin de determinar la correlacion
entre ambas metodologias. Los datos de neutralizacion de letalidad se expresan

como mg de veneno neutralizados por ml de suero antiofidico.

En las siguientes figuras se determina de una manera lineal, la correlaciéon
entre la neutralizacién de la actividad proteolitica segin metodologia empleada y
la neutralizacion de la letalidad. No se observé ninguna correlacién ni con la
fraccidn ni con el veneno entre la metodologia in vitro que utiliza azocaseina como

sustrato y la prueba in vivo de neutralizacion de la letalidad.
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CAPITULO IV: DISCUSION

El objetivo general de este trabajo fue evaluar la capacidad neutralizante de
diferentes lotes de suero antiofidico sobre la actividad proteolitica del veneno total
y de una fraccién de alta masa molecular del veneno de la serpiente Bothrops
asper, ademas, determinar su correlacion con la prueba in vivo de neutralizacion
de la letalidad. Bajo este panorama se eligieron dos metodologias que determinan
actividad proteolitica, una con caseina biotinilada y otra con azocaseina como

sustratos.

La primera prueba utilizada fue la de actividad proteolitica sobre caseina
biotinilada siguiendo el método descrito por Koritsas y Atkinson (1995). En primer
lugar se estandarizé la técnica, determinando las condiciones o6ptimas de
concentracion de sustrato, concentracion de conjugado y tiempo de incubacion.
Posteriormente se determind la actividad proteolitica del veneno total y de la
fraccion de alta masa molecular, ademas de la capacidad inhibitoria de los lotes de

suero antiofidico.

Esta técnica resultd ser muy variable, ya que no se logré obtener una curva
dosis-respuesta adecuada con las diferentes concentraciones de suero antiofidico,
lo que no permiti6 obtener la Dosis Efectiva 50% (DEso). Los resultados de
inhibicidon que se obtuvieron con los diferentes lotes de suero analizados,
demuestran que la técnica permite, en términos generales, determinar si un suero
es capaz de neutralizar pero no permite establecer comparaciones entre distintos
lotes de suero debido a que se trata de una técnica muy variable y dificil de

estandarizar.

Debido a las dificultades que presentd la primera metodologia para ser
estandarizada y para poder determinar la DEsg de los sueros antiofidicos, se eligio

el ensayo de actividad proteolitica que utiliza azocaseina como sustrato, descrito
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por Wang et al (2004), para evaluar la capacidad neutralizante de los sueros
antiofidicos. Comparativamente, el ensayo con caseina biotinilada es mas
sensible, pero la metodologia con azocaseina es una técnica mucho mas simple
de llevar a cabo, que no incluye pasos criticos de estandarizar como la
biotinilacién de la caseina, y que ademas requiere de menos tiempo ya que
mientras el primer ensayo se lleva a cabo durante 3 dias por tener incubaciones
de hasta 24 horas, la técnica con azocaseina se realiza en 3 horas. Ademas es
una técnica mucho mas estable, por lo que presenté una excelente linealidad
comparandola con el ensayo con caseina biotinilada.

Mediante esta técnica se pudo determinar la DEsg para 10 lotes de suero
antiofidico, tanto para el veneno total como para la fraccién de alta masa
molecular. En los resultados obtenidos (cuadro 1) se observa que en general es
necesario un mayor volumen de suero para poder neutralizar la fraccién de alta
masa molecular que el veneno total. Este comportamiento es contrario a lo
esperable, ya que las toxinas incluidas en la fraccibn son metaloproteinasas
hemorragicas de alta masa molecular, que deberian ser mas inmunogénicas que
las proteinasas de baja masa molecular. Al ser mayores los valores de DEs, para
la fraccidn de alta masa molecular en comparacion con el veneno total, se podria
pensar que en el suero antiofidico hay mas anticuerpos dirigidos contra las toxinas
de baja masa molecular, mas abundantes en el veneno total, que contra las de
alta masa molecular. Esto puede deberse a un efecto de dosis que sucede durante
el proceso de inmunizacion llevado a cabo en el caballo, al inyectarse la mezcla de
inmunizacion en el animal, el sistema inmunoldgico del mismo reacciona mas
fuerte con las toxinas de baja masa molecular, que son mas abundantes, que con
las toxinas de alta masa molecular, presentes en menor concentracion, por lo que

se generan menos anticuerpos contra estas ultimas.

A su vez es importante mencionar que se presentd una diferencia
significativa en la cantidad de suero necesaria para obtener la DEsy con respecto

al veneno total y a la fraccion de alta masa molecular, se necesita una mayor
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cantidad de suero antiofidico para poder neutralizar la fracciébn de alta masa
molecular que el veneno total, por ejemplo para el suero 3920206L.Q la DEs fue
de 52 pl por mg de veneno total y de 646 pl por mg de fraccion de alta masa
molecular. Esto puede ser simplemente un efecto de dosis de las toxinas, sin
embargo es importante considerarlo. Esto es un aspecto importante a considerar,
ya que esa fraccion purificada contiene las principales toxinas implicadas en la
hemorragia, actividad fundamental en el proceso de letalidad. Esta informacion
producida, que se necesitaria mayor cantidad de suero para inhibir esa fraccion
hemorragica de alta masa molecular en comparacién con el veneno total, es util e
importante ya que podria permitir la evaluacion de los esquemas de inmunizacion
llevados a cabo en los caballos, durante el proceso de produccion del suero
antiofidico, esto con el fin de que, quizas afadiendo una mayor cantidad de estas
toxinas de alta masa molecular a la mezcla de inmunizacidén, paulatinamente
podrian mejorar los titulos de suero antiofidico que neutralizan esta fraccion
hemorragica, y por ende eso derivaria en un suero con mayor capacidad de inhibir
in vivo la actividad hemorragica, implicada directamente en el proceso de letalidad.

Posteriormente se determiné que no existe una correlacion entre la
inhibicion de la actividad proteolitica sobre azocaseina y la neutralizacion de la
letalidad. Gutiérrez et al. (1985) tampoco encontraron una correlacion entre la
inhibicibn de la actividad proteolitica y la neutralizacion de la actividad
hemorragica. El hecho de no haber encontrado una correlacién puede deberse a
que en el veneno existen proteinasas no hemorragicas. Dada la importancia de las
metaloproteinasas de alta masa molecular en la muerte de los animales se hubiera
esperado encontrar correlacion, sin embargo la no correlacion puede también
estar asociada al hecho de que la neutralizacion de la letalidad sea tan variable y
no evalue efectos fisiopatoldgicos especificos sino simplemente la muerte. Esto
puede deberse a que el método in vivo es una técnica que produce resultados

variables y dificiles de reproducir.
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A pesar de la no correlacion los métodos in vitro presentan una serie de
ventajas con respecto a los métodos in vivo. Por ejemplo se requiere menos
tiempo para llevar a cabo la prueba, se evita utilizar un gran nimero de animales
de laboratorio y también se evita la muerte y el sufrimiento de un gran nimero de
ratones. Debido a estas razones expresadas es que las técnicas in vitro son
idoneas para evaluar la capacidad neutralizante de los sueros antiofidicos (Sells,
2003)

A futuro, seria importante implementar un esquema de metodologias in vitro
que evaluaran la inhibicidon de diferentes actividades especificas del veneno claves
en el proceso de letalidad para poder determinar la capacidad neutralizante de los
lotes de suero antiofidico contra cada actividad especifica pudiendo
eventualmente sustituir la prueba de neutralizacion de la letalidad. Y dentro de
este panorama, la técnica de actividad proteolitica sobre azocaseina es una
metodologia idénea para ser utilizada en la evaluacion de la neutralizacién de la
actividad proteolitica. Este efecto es importante evaluario, ya que la actividad
hemorragica, que tiene un rol preponderante en la letalidad (Rucavado et al.,
2004), depende de la actividad proteolitica sobre las proteinas de la membrana
basal (Hati et al., 1999)

Desde 1985, cuando Gutiérrez et al. evaluaron la neutralizaciéon de la
actividad proteolitica y hemorragica del veneno total de diferentes especies de
serpientes, no se realizaba una investigacion de este tipo. Esta investigacidon
actual evalta, ademas del veneno total, la capacidad inhibitoria sobre una fraccidn
de alta masa molecular que contiene las principales toxinas hemorragicas. El
impacto de esta linea de investigacion y de esta investigacion como tal, es
fundamentalmente tecnoldgico, ya que se pretende que a un mediano plazo se
determine la capacidad neutralizante de un determinado suero antiofidico,
evaluando la neutralizacidon de actividades especificas mediante técnicas in vitro
que desplacen a la prueba actual de neutralizacién de la letalidad, que conlleva

problemas de reproducibilidad y de uso de animales de laboratorio; asi al evaluar
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actividades especificas en conjunto se podria llevar a cabo una inmunizacién
mucho mas especifica de los caballos, mejorar los titulos de neutralizacion, y por
ende producir un suero antiofidico mucho mas potente y por lo tanto con efectos
en el individuo que sufrid un accidente ofidico mas inmediatos. Y dentro de esta
perspectiva, la prueba de actividad proteolitica sobre azocaseina, es una
metodologia idénea, por su buena reproducibilidad, su facilidad para ser llevada a
cabo y porque determina la capacidad de inhibir la actividad proteolitica, ya sea
del veneno total o de una fraccion del mismo, fundamental en el transcurso de la
hemorragia, la cual es clave en el proceso de letalidad.



CAPITULO V: CONCLUSIONES

La metodologia de actividad proteolitica sobre caseina biotinilada es una
técnica mas sensible que la metodologia que utiliza azocaseina como sustrato, sin
embargo resultd ser muy variable y dificil de estandarizar. En cambio la técnica
con azocaseina, a pesar de ser menos sensible, presenta una serie de ventajas,
como el ser mucho mas simple de llevar a cabo, el no incluir pasos criticos de
estandarizar como la biotinilacién de la caseina y el requerir menos tiempo, que la

hacen preferible al ensayo con caseina biotinilada.

Con ambas metodologias se evidencié la neutralizacion de la actividad
proteolitica, tanto del veneno como de la fraccién de alta masa molecular. Sin
embargo la variabilidad que presenté la técnica con caseina biotinilada no permitio
obtener la DEsp de cada suero. Con el ensayo con azocaseina si se pudo obtener
el valor de DEsp y se determind que es necesaria una mayor cantidad de suero
para inhibir la fraccion de alta masa molecular que el veneno total. Esto puede
deberse a un efecto de dosis, ya que el suero se enfrentd a una concentracién
mayor de fraccion que la que se encuentra en el veneno total o también podria
deberse a que el suero no estd neutralizando tan bien las toxinas presentes en
esta fraccién, pero para demostrar esto se necesitaria enfrentar los sueros
antiofidicos a la cantidad de la fraccidbn purificada que se encuentra

proporcionalmente en el veneno total.

No se obtuvo una correlacion entre la neutralizacién de la letalidad y la
neutralizacién de la actividad proteolitica mediante el método con azocaseina.
Esto puede deberse a que la prueba de neutralizacién de la letalidad es una
metodologia muy variable, que produce resultados poco reproducibles y que
ademas solamente evalita la letalidad, valoracion muy amplia, que no
necesariamente evalla la neutralizacién de todos los efectos fisiopatoldgicos

producidos en un envenenamiento . La no correlacién también puede deberse a
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que se haya trabajado con un rango estrecho de valores de neutralizacion de la
letalidad, todos comprendidos dentro de los mismos limites de confianza, por lo

tanto serian necesarios valores mas distantes para obtener una buena correlacion.

Seria conveniente, que a un mediano plazo se determine la capacidad
neutralizante de un determinado suero antiofidico, evaluando la neutralizacion de
actividades especificas mediante técnicas in vifro que complementen o
eventualmente sustituyan la prueba actual de neutralizacion de la letalidad y
dentro de este panorama la prueba de actividad proteolitica sobre azocaseina, es
una metodologia idénea, por su buena reproducibilidad, su facilidad para ser
llevada a cabo y porque determina la capacidad de inhibir la actividad proteolitica,
ya sea del veneno total o de una fraccién de alta masa molecular del mismo,
fundamental en el transcurso de la hemorragia, la cual es clave en el proceso de
letalidad.
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