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RESUMEN

El accidente ofidico u ofidismo, es considerado una enfermedad tropical
desatendida que afecta a las poblaciones rurales de los continentes de Asia, Africa
y América. El unico tratamiento cientificamente valido para combatir el ofidismo es
la administraciéon de un antiveneno, el cual es una mezcla de anticuerpos
producidos mediante la inmunizacion de animales con venenos de serpientes
relevantes en la region y este posee la capacidad de neutralizar la actividad toxica
de los venenos con alta eficacia; sin embargo, existe poca disponibilidad de
antivenenos en multiples regiones del mundo, lo cual afecta principalmente a las
poblaciones méas vulnerables de Asia y Africa. Frente a esto, diversos estudios
reportan que los antivenenos poseen la capacidad de reconocer componentes
proteicos de venenos de especies que no han sido utilizadas en su produccion,
fendbmeno conocido como reactividad cruzada y este proceso puede ser
aprovechado para extender el alcance de los venenos disponibles, a regiones
carentes de antivenenos. El Instituto Nacional de Salud (INS) produce tres
antivenenos comerciales los cuales son utilizados para los géneros de serpientes
mas importantes del Peru. En el presente informe se presenta la utilizacion del
antiveneno botrépico polivalente para la realizacion de ensayos de reactividad
cruzada de los venenos de las serpientes foraneas Crotalus atrox y Trimeresurus
puniceus mediante el disefio y aplicacion de una metodologia de cromatografia de
afinidad, con el fin de crear una matriz de inmunoafinidad para estudiar la

interaccidn entre los venenos y sus respectivos antivenenos.

Palabras Clave: Antibotropico, reactividad cruzada, inmunoafinidad, Crotalus atrox,
Trimeresurus puniceus.



ABSTRACT

Snake envenomation is considered a neglected tropical disease that affects rural
populations on the continents of Asia, Africa, and America. The only scientifically
valid treatment to treat the envenomation is the administration of an antivenom which
is a mixture of antibodies produced by immunizing animals with relevant snake
venoms in the region and this could neutralize the toxic activity of the venoms with
high efficiency. However, multiple regions of the world do not count with antivenoms,
which mainly affects the most vulnerable populations in Asia and Africa. Various
studies report that antivenoms can recognize protein componentsof venoms from
species that have not been used in their production, a phenomenon known as cross-
reactivity, and it is proposed that this event can be used to extend the effectiveness
of the antivenoms in antivenom-deficient regions. The National Institute of Health
(INS) produces three commercial antivenoms which are used for the most important
snake genera in Peru. This report presents the use of polyvalent botropic antivenom
for the performance of cross- reactivity tests of venoms of foreign snakes Crotalus
atrox and Trimeresurus puniceus by designing and applying an immunoaffinity

chromatography methodology.

Keywords: Antibothropic, cross-reactivity, immunoaffinity, Crotalus atrox,
Trimeresurus puniceus.



INTRODUCCION

El accidente ofidico u ofidismo, es una enfermedad tropical desatendida de
categoria A, establecido asi por la Organizacién Mundial de la Salud (Chippaux,
2017A). Se estima que anualmente, ocurren aproximadamente entre 1.8 a 2.7
millones de envenenamientos, causando entre 81 410 y 137 880 muertes y un
numero mayor de victimas no mortales con secuelas permanentes (WHO, 2020).
Las regiones de Africa subsahariana, Sudeste de Asia y América presentan mas
casos de ofidismo, afectando especialmente a las poblaciones rurales dedicadas a
la agricultura extensiva (Longbottom et al., 2018). El Sureste de Asia presenta el
mayor numero de casos de envenenamientos a nivel mundial, esto debido a la alta
densidad poblacional que convive con un gran conjunto de especies altamente
venenosas (Alirol et al., 2010). Por otro lado, en Africa subsahariana los estudios
epidemiolégicos han demostrado una alta heterogeneidad en el numero de
accidentes ofidicos en la region; sin embargo, se estima que estos sean entre 3a 5
veces mayores en las regiones rurales donde ademas la atencion meédica y
disponibilidad de tratamientos es limitada (Chippaux,2011; Ochoa et al., 2018). En
América diversos estudios estiman un aproximado de 150,000 envenenamientos
anuales los cuales se basan en la literatura presente por cada pais en distintos
periodos de tiempo, pero esta informacion posee poca representacion real para
cada regién, ademas de encontrarse fragmentada dificultando obtener estimaciones
exactas del estado epidemioldgico del continente, lo cual promueve el incremento

de politicas publicas para el monitoreo de los envenenamientos en cada pais de la
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region (Chippaux, 2017B). En la actualidad se observa que la mayor incidencia de
envenenamientos se produce en la region central y sur del continente, siendo
Panama el pais de mayores casos de envenenamientos anuales en Centro América
y Brasil, en el sur de América (Greene, 2020). En el Peru, entre el periodo de afos
del 2000 al 2021 se han reportado 45 439 casos los cuales se distribuyen en 23
departamentos, la mayoria de ellos pertenecen a la selva del pais seguido de la
costa; ademas se observo que el numero de casos anuales se mantiene constante
dentro del periodo mencionado y se concentra en regiones rurales y alejadas,
afectando mayoritariamente a varones (Herrada & Leon, 2021; Minsa, 2021)

Actualmente la OMS establece a la administracion de antivenenos como el unico
meétodo cientificamente aprobado para tratar el envenenamiento. Los antivenenos
son una mezcla de inmunoglobulinas purificadas de tipo IgG a partir del suero de
animales inmunizados con los venenos de serpientes de mayor relevancia médica
en la regidn; estos antivenenos se unen a los componentes téxicos de los venenos
mediante el reconocimiento de los epitopos presentes en los péptido y proteinas
ofidicas y neutralizan su accion dentro del organismo (Ledn et al., 2018; Ferraz et
al., 2019). Los antivenenos han sido ampliamente usados a través de los afios y su
efectividad ha sido ampliamente demostrada; sin embargo, su produccién es
complicada ya que se necesita de grandes cantidades de venenos para la
inmunizacién y su manufactura requiere de equipamiento especializado (Sriprapat
et al., 2003). Por tal motivo diferentes localidades de Africa y Asia no cuentan con
un antiveneno adecuado; adicionalmente la pérdida de efectividad de los
antivenenos con el pasodel tiempo conlleva a la necesidad de su produccion

constante (Habib et al., 2018).



Los venenos de serpientes son mucho mas complejos que los venenos de otros
animales como arafas y escorpiones (Zelanis y Tashima, 2014), puesto que
contienen un gran numero de proteinas y péptidos con un amplio espectro de
propiedades toxicas. Las serpientes venenosas comparten familias proteicas, por lo
que es posible que estas tengan epitopos comunes lo cual permite a los anticuerpos
presentes en los antivenenos reconocer compuestos toxicos en diferentes
contextos moleculares; fendbmeno conocido como reactividad cruzada (Ledsgaard

et al., 2018).

Este fendmeno puede conceder a los antivenenos, ademas de la capacidad de
reconocer compuestos toxicos de venenos de serpientes no utilizadas en su
preparacion, la capacidad de neutralizar su actividad téxica; por lo cual, puede
emplearse como alternativa en el tratamiento de accidentes ofidicos en regiones
donde su produccion es limitada. Por tal motivo en diferentes paises de Asia y Africa
se ha optado por la adquisicion de antivenenos producidos en otras regiones donde
la capacidad de neutralizacidn cruzada haya sido comprobada para las serpientes
de laregion (Leong et al., 2014). Por ejemplo, el Instituto Clodomiro Picado de Costa
Rica produce el antiveneno llamado EchiTAb-Plus-ICP el cual ha sido producido a
partir de los venenos de las serpientes Echis ocellatus, Bitis arientans y Naja
nigricollis, el cual posee la capacidad de neutralizar los venenos de las especies
Echis leucogaster , Echis pyramidum leakeyi , Bitis gabonica , Bitis rhinoceros , y
Bitis nasicornis, por ello, este antiveneno es distribuido por dicho instituto para tratar
los accidentes ofidicos en distintos paises del continente africano (Calvete et al.,

2010).



El estudio del fendmeno de reactividad cruzada permite establecer las similitudes
inmunogénicas que pueden existir en los componentes del veneno de diferentes
especies de serpientes, lo cual se relaciona con la historia evolutiva de dichas
especies (Berger et al., 1988). Ademas, ayuda a determinar relaciones entre
especies diferentes a partir de la actividad bioldgica de su veneno, lo cual puede
contribuir al desarrollo de tecnologias para el tratamiento de envenenamientos para
un amplio espectro de especies de serpientes venenosas. Por tales motivos, este
campo ha despertado el interés de un gran conjunto de investigadores en el mundo
los cuales han desarrollado un conjunto de técnicas especificas para la
caracterizacion de venenos y antivenenos a nivel protedmico (Teixeira-Araujo et al.,

2017, Calvete et al., 2007).

En el Peru, el Instituto Nacional de Salud (INS) se encarga de la produccién y
distribucion de antivenenos contra los principales géneros de serpientes en el pais:
Bothrops, Lachesis y Crotalus donde el antiveneno botrépico es de tipo polivalente
mientras que el lachesico y crotalico monovalentes (Mendoza R, et al., 2014). Estos
antivenenos han sido comparados con antivenenos producidos en paises de otras
regiones con el fin de comprobar su eficacia (Rojas et al., 2005). Anteriormente se
ha podido observar que estos antivenenos pueden reconocer los componentes
proteicos de la serpiente asiatica Trimeresurus puniceus y la serpiente
norteamericana Crotalus atrox mediante métodos inmunoenzimaticos (Oshiyama et
al., 2020); sin embargo, la determinacién especifica de las proteinas reconocidas
por estos antivenenos requiere del desarrollo de técnicas de inmunoafinidad con el

fin de incorporarlas a estudios protedmicos.



En el presente estudio, se desarroll6 una metodologia de produccién de una
columna de afinidad acoplada covalentemente con las inmunoglobulinas del
antiveneno comercial antibotrépico producido por el INS y esta se utilizé para el
estudio de reactividad cruzada con los venenos de las serpientes Trimeresurus
puniceus y Crotalus atrox con el fin de establecer un protocolo aplicable en estudios
de caracterizacion protedmica de antivenenos, venenos y con utilidad en la

determinacion de reactividad cruzada entre estos.



ANTECEDENTES

Para determinar el grado de reconocimiento que un antiveneno posee frente a
determinado veneno es necesario estudiar la interaccién de proteinas con los
anticuerpos, lo cual en la actualidad se han englobado en un conjunto de técnicas
dentro del campo de la “antivendmica” que se basa principalmente en la aplicacién
de estrategias protedmicas para la caracterizacion de sueros antiofidicos.
Principalmente se han descrito tres generaciones de técnicas antivendémicas, que
se diferencian en la forma en la cual los anticuerpos se usan para la interaccion con
las proteinas del veneno. La primera generacion involucra la formacién de
complejos toxina-antiveneno los cuales pueden ser inmunoprecipitados o
purificados mediante el uso de una columna acoplada a proteina “A” para separar
los complejos de las proteinas no reconocidas. La segunda generacion se basa
en la inmovilizacion covalente de las inmunoglobulinas en una matriz
cromatografica (columnas de inmunoafinidad) donde posteriormente se pasa el
veneno a ensayar para atrapar las proteinas reconocidas por el antiveneno
(Guitiérrez et al., 2014). La tercera generacion de técnicas antivendmicas se basan
en la misma metodologia de las columnas de inmunoafinidad, pero se enfocan en
analizar la maxima capacidad de unidén de los antivenenos para cada toxina de
veneno a ensayar, asi como la cuantificacion de los anticuerpos especificos para

cierta toxina (Pla et al., 2012) (llustracion 1).
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llustracion 1: Modo de funcionamiento de las técnicas antivenédmicas de primera (1G), segunda (2G)
y tercera generacion (3G). Figura obtenida de Ledsgaard et al., 2018: Antibody Cross-Reactivity in
Antivenom Research.



En este contexto el uso de columnas de inmunoafinidad ha sido ampliamente
recomendado como punto de inicio de técnicas antivendmicas, para esto se ha
propuesto una metodologia de inmunocromatografia, la cual se basa en la unién
covalente de las inmunoglobulinas a una resina de N-hidroxisuccinimida (NHS)
activada, la cual se encuentra disefiada para el acoplamiento de ligandos que
contengan grupos amino primarios presenten en péptidos y proteinas (llustracién
2). Posterior al acoplamiento de la columna con las inmunoglobulinas, se realiza un
paso de venenos completos o fracciones de veneno a la columna (Pla et al., 2012).
Luego de la inoculacion de veneno a la columna, se recupera una fraccion de esta
donde estan contenidos aquellas proteinas que no han interactuado con las IgG del
antiveneno, mientras que aquellas proteinas reconocidas pueden ser recuperadas
posteriormente luego de aplicar una solucién que desestabilice la interaccion
proteina-anticuerpo; la eficiencia en la interaccidny recuperacion de proteinas
depende de la cantidad de veneno y antiveneno utilizado (Sintiprungrat et al., 2016)
las fracciones obtenidas son analizadas mediante HPLC seguido por

espectrometria de masas.
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llustracion 2: Esquema de acoplamiento de ligandos con grupos amino primarios mediante el uso
de una resina NHS activada. Obtenido de gbiosciences.com

Esta metodologia ha sido empleada para describir la capacidad de reconocimiento
de proteinas de los venenos de serpientes del género Lachesis por parte de
antivenenos monovalente y polivalentes producidos en Brasil (Madrigal et al.,2017);
asi mismo, esta metodologia ha sido incluida en estudios completos de
caracterizacion de venenos de serpientes del complejo Bothrops (Sousa et al.,
2013) proponiéndose como una metodologia necesaria para el estudio del
envenenamiento en regiones vulnerables del mundo, como la India que presenta

el mayor numero de incidencias de envenenamientos en Asia (Warrell et al., 2013)
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En la actualidad se ofrece comercialmente un tipo de columnas empaquetadas
previamente como por ejemplo el de la tecnologia HiTrap NHS activated de la
empresa General Electric, la cual esta basada en un medio de perlas de agarosa
con alto entrecruzamiento, ligadas con un brazo espaciador de 10 atomos que se
encuentra unido al final con una matriz de epiclorhidrina activada por la N-
hidroxisuccinimida. Este tipo de columnas poseen caracteristicas positivas para su
aplicacion en el estudio de ensayos de reactividad cruzada, puesto que la tecnologia
permite el acoplamiento de los aminos primarios presentes en las inmunoglobulinas
permitiendo una union estable a un rango de pH de entre 3 a 12, ademas de
mantener la capacidad de interaccion de estas inmunoglobulinas con las proteinas
del veneno (Biotech, 2001). Por otro lado, la composicién de la columna impide la
interaccién de esta con otras biomoléculas por lo cual se puede asegurar que la
interaccién solo se genera por parte de las proteinas IgG del antiveneno. Ademas,
es posible la utilizacion de estas columnas tanto en sistemas cromatograficos
automatizados como en protocolos manuales empleando jeringas permitiendo la
estandarizacién de una metodologia de cromatografia de afinidad a nivel basico

(Nlustracion 3).
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llustracién 3: (A) Columna NHS activada HiTrap (General Electric) (B) Empleo de la columna de
afinidad mediante el uso de jeringas lo cual permite su aplicacion a nivel basico. Obtenido de
General Electric

Este sistema ha sido descrito en estudios de caracterizacion de venenos,
especificamente en la identificacion de péptidos inmunoreactivos en el veneno de
la serpiente Naja atra para determinar la capacidad de neutralizacion de
antivenenos contra esta especie (Liu et al., 2018). Debido a que los resultados
obtenidos por este estudio muestran la efectividad del uso de esta columna, en el
presente estudio se ha propuesto el uso de esta metodologia de

inmunocromatografia para ensayos de reactividad cruzada.
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OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

e General:
Determinar el grado de reactividad cruzada del antiveneno botrépico peruano

con los venenos de las serpientes Trimeresurus puniceus y Crotalus atrox

mediante el uso de una columna de cromatografia de afinidad.

e Especificos:
1) Realizar el acoplamiento de las inmunoglobulinas del antiveneno botrépico
a una columna de afinidad NHS activada.
2) Determinar el grado de reconocimiento del antiveneno botrépico frente a

los venenos de Trimeresurus puniceus 'y Crotalus atrox.

FORMULACION DE LA HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA (HO)

¢ Ho= El uso de columnas de inmunoafinidad no permite analizar el fenémeno
de reactividad cruzada de los venenos de las especies Trimeresurus

puniceus y Crotalus atrox.

HIPOTESIS ALTERNATIVA (H1)

e H1= El uso de columnas de inmunoafinidad permite analizar el fenémeno de
reactividad cruzada de los venenos de las especies Trimeresurus puniceus

y Crotalus atrox.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material Biolégico
Venenos. - Se emplearon los venenos de las serpientes Trimeresurus puniceus

(Sureste de Asia), Crotalus atrox (Norteamérica) y Bothrops atrox (Sudamérica)
mantenidas en el serpentario Oswaldo Meneses del Museo de Historia Natural
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Los venenos fueron extraidos
por presion manual de las glandulas y posteriormente liofilizados y conservados

a -20 °C hasta su uso.

Antivenenos. - Se empled antiveneno botrépico polivalente liofilizado comercial,
producido por el Instituto Nacional de Salud mediante la hiperinmunizacion de
caballos con venenos de las serpientes Bothrops atrox, Bothrops brazili,
Bothrocophias bilineata, Bothrops pictus y Bothrops barnetti. (Lote: 14SAPO2,

2018)

2. Reactivos

2.1. Reactivos para cuantificacion de proteinas

e Reactivo de Bradford

e Albumina sérica bovina

2.2. Soluciones amortiguadoras para cuantificacion de proteinas y armado
de columna

Buffer de acoplamiento (Usado en la cuantificacion de antivenenos):
e Bicarbonato de sodio 200 mM

e Cloruro de sodio 500 mM pH 8.3
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2.3.

Buffer para cuantificacion de venenos:

Buffer fosfato salino pH 7.0

Buffer de lavado

Acetato de amonio 100 mM

Cloruro de sodio 500 mM pH 8.3

Buffer de bloqueo

a.

Etanolamina 500 mM

Cloruro de sodio 500 mM pH 8.3

Ensayos de Reactividad Cruzada:

Electroforesis en condiciones no reductoras:
Buffer del gel de resolucion: Tris-HCI 1.0 M, pH 8.8
Buffer del gel de apilamiento: Tris-HCI 1.0 M, pH 6.8

Buffer de muestra: Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8, SDS 2 %, azul de

bromofenol 0.125 %, glicerol 10 %

Buffer de corrida: Tris-HCI 0.025 M, pH 8.3, glicina 0.192 M, SDS

0.1%

Solucién stock de acrilamida (acrilamida 30%, bis-acrilamida 0.8%)
N N N’ N’-tetrametiletilendiamino

Persulfato de amonio

Solucién colorante: azul de coomassie 0.05%

Solucion decolorante: metanol, acido acético, agua (25:8:67)

Ladder PageRuler (ThermoFisher)
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b. Preparacion de la columna de inmunoafinidad

e Columna HiTrapTM NHS.activated de 1 ml (General Electric)
e HCI1mM

c. Cromatografia de inmunoafinidad

e Filtros Amicon (10 KDa)

o Acido acético 10%

d. Reactivo marcador de peso molecular

e Marcador de proteina pretefiido (10 a 180 kDa; Thermo Scientific)

Equipos

Espectrofotometro Genesys 5 (Spectronic Ins.)

Lector de placas de ELISA (SINNOWA ER-500)

Colector de fracciones (BioFrac™)

Equipo de electroforesis de proteinas Mini-PROTEAN TetraCell, 4-Gel
System (Bio-Rad)

Fuente de poder (Bio Rad)

Equipo de transferencia para Western Blot (Cleaver Scientific Ltd)
Centrifuga easy spin (Sorvall)

Bano de maria (Memmert)

pH-metro digital (HANNA)

Balanza analitica (Ainsworth)

Balanza digital (Addam)
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4. Métodos

4.1. Cuantificacion de proteinas:

Se determiné el contenido proteico del antiveneno botropico y los venenos mediante
el método descrito por Bradford (1976), mezclando 0.1 mL de muestra, preparada
con buffer de acoplamiento para el caso del antiveneno y PBS para el caso de los
venenos, con 3 mL de reactivo Bradford (Sigma) y se incubaron a temperatura
ambiente por 15 minutos; posteriormente se midioé la absorbancia de la mezcla a
595 nm. La concentracion de proteinas en la muestra se determiné a partir de la
comparacion de éstas con una curva de calibracion preparada mediante el uso de
albumina sérica bovina a diferentes concentraciones, las cuales fueron disueltos
en bufferde acoplamiento para el caso de cuantificacion de antivenenos y PBS para

la cuantificacidon de venenos.

4.2. Preparacion de la columna de afinidad:

Se realizdé la preparacion de una columna de afinidad ligada con antiveneno
botropico utilizando como referencia la metodologia descrita por Liu et al., 2018 y

siendo modificada en este trabajo tal como se describe a continuacion:

En primer lugar, se removio la tapa superior de la columna y se aplicé una gota de
solucion acidificada helada (HClI 1 mM) y se conectoé a la columna una jeringa con
5 mL de dicha solucion; posteriormente se aplicaron 2 a 3 volumenes de esta
solucion para realizar el lavado del isopropanol usado en la columna como

conservante.

Se disolvio 50 mg de antiveneno liofilizado en 1 mL de buffer de acoplamiento y se
18



aplicé en la columna HiTrapTM NHS-activated HP de 1 mL manteniendo la
columna 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se realizé el pase de
sucesivos volumenes de buffer de lavado y buffer de bloqueo, recolectando el

volumen eluido (VE) para la cuantificacion de proteinas.

Se determind la eficiencia en el acoplamiento a la columna utilizando la siguiente

ecuacion:

(IgGt — VE?)

% Eficiencia de acoplamiento = I9Gt

x 100 ... (1)

Donde:
IgGt = Cantidad total de proteina agregada a la columna.

VEt= Cantidad total de proteina del volumen eluido.

4.3. Cromatografia de inmunoafinidad:
Se disolvid un rango de 100 a 500 pg de veneno de Bothrops atrox en 1 mL de PBS

pH 7.0 y se aplicd a la columna de afinidad; posteriormente se aplicaron 10 mL de
PBS con un flujo de 1 mL/min obteniéndose una fraccién de proteinas no retenidas
por la columna (NR) las cuales fueron concentradas mediante el uso de un filtro
Amicon®. La elucion de las proteinas retenidas por la columna se realizé mediante
la aplicacion de 10 mL de acido acético al 10%, estos fueron colectadosy
concentrados con el uso de los filtros Amicon®. Posteriormente se realiz6 la

reconstitucion de la columna mediante el pase de 2 a 4 volumenes de PBS pH 7.0.

Se cuantificéd la porcion no retenida y retenida de la columna para determinar el

rendimiento de la columna frente al veneno ensayado, usando la siguiente ecuacion:
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R
%Rendimiento = m x 100.... (2)

Donde:
R = Fraccion retenida por la columna
NR = Fraccion no retenida por la columna

Se determind la concentracion de proteinas 6ptimas a disolver en la columna, para
posteriormente emplear dicha concentracion para realizar los ensayos de
reactividad cruzada.

4.4. Reactividad Cruzada de los venenos de Trimeresurus puniceus 'y
Crotalus atrox.

Se disolvieron 500 mg de los venenos de Trimeresurus puniceus y Crotalus atrox
en 1 mL de PBS pH 7.0 y estos fueron utilizados como se describe en la seccién
anterior. Posteriormente se recolectaron las fracciones de proteinas retenidas y no
retenidas de los venenos de Trimeresurus puniceus y Crotalus atrox las cuales

fueron utilizadas para realizar una electroforesis.

Las fracciones retenidas y no retenidas de los venenos de Trimeresurus puniceus,
Bothrops atrox y Crotalus atrox fueron tratados con buffer de carga y se aplicaron
en un gel de poliacrilamida al 12% bajo condiciones no reductoras. Las muestras
se corrieronen una camara de electroforesis Miniprotean (BioRad) a 100 voltios por
1 hora. Posteriormente el gel se tifié con una solucion de azul brillante de Coomasie
(0.05%) por 30 minutos y se decolord con una solucién de metanol, acido acético y
agua (25:8:67) toda la noche. El gel resultante fue analizado posteriormente

mediante el programa Gel Analyzer.
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RESULTADOS

1. Cuantificacion de proteinas:
Se determind el porcentaje de proteinas presentes en el antiveneno botrépico

utilizando la curva de calibracion que se muestra en la figura 1 donde se pudo

observar una relacion lineal entre la concentracidén de proteinas y absorbancia.
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Figura 1: Curva estandar usando albumina sérica bovina disuelto en buffer de acoplamiento

A partir de dicha relacion entre la absorbancia y concentracion, se determiné el

porcentaje de proteina presente en una concentracion de antiveneno preparado con

buffer de acoplamiento (Tabla 1).
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Tabla 1: Calculo de concentracion de proteina contenidas en el antiveneno botrépico

Concentracion de Concentracién de Porcentaje de
Antiveneno Proteinas proteinas
Preparado determinada por
Bradford
1 mg/mL 0.62 mg/mL 62%
0.5mg/mL 0.29 mg/mL 60%
0.25 mg/mL 0.15 mg/mL 61%

A partir de los resultados presentados en la Tabla 1, se pudo observar que el
antiveneno botrépico posee en promedio un 61% de proteinas detectadas por el
método de Bradford.

De forma similar a la cuantificacion realizada para el antiveneno botropico, se realizé
la construccién de una curva de calibracion la cual se muestra en la Figura 2,
determinando una relacion lineal entre las concentraciones empleadas y las

absorbancias.
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Figura 2: Curva estandar obtenida mediante la cuantificacion de BSA disuelto en PBS porel
método de Bradford
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A partir de la curva de calibracién obtenida se procedi6 a calcular el porcentaje de

proteinas presentes en el veneno de B. atrox, C. atrox y T. puniceus (Tabla 2).

Tabla 2: Porcentaje de proteinas presentes determinado mediante el método de Bradford

Veneno Concentracion Concentracion total Porcentaje de
preparada deproteinas proteinas
B. atrox 0.5 mg/mL 0.275 mg/mL 55%
T. puniceus 0.5 mg/mL 0.324 mg/mL 65%
C. atrox 0.5 mg/mL 0.337 mg/mL 67.4%

Los valores obtenidos se usaron como referencia, puesto que se requiere la

cuantificacion de proteinas por cada ensayo de inmunocromatografia

2. Preparacién de columna de inmunoafinidad:

Mediante la comparacion de los trabajos realizados por Liu y colaboradores en 2018

y el inserto de la columna HiTrap se establecié que la cantidad de ligando 6ptima para

su acoplamiento a la columna se encuentra entre el rango de 15 a 30 mg. Luego de

determinar el porcentaje de proteinas en el antiveneno botrdpico se decidié emplear

28.0 mg de proteinas totales para el procedimiento. Se observé un aumento en la

absorbancia de la fraccion eluida y se calculé un total 3.35 mg en dicha fraccion.

Empleando este dato se determind el rendimiento de acoplamiento a la columna

utilizando la ecuacion (1) presentada en el punto 4.2 obteniéndose un rendimiento del

88%.

3. Cromatografia de Inmunoafinidad con el veneno de Bothrops atrox

Se utilizaron diferentes cantidades de veneno de B. atrox para determinar la

concentracion Optima de proteinas que se debe aplicar a la columna para la

realizacion de losensayos de reactividad cruzada. En la Tabla 3 se presentan las

23



cantidades de proteinas retenidas por la columna de afinidad (R) y las proteinas no
retenidas (NR), estas fueron utilizadas para calcular el rendimiento de retencion de
la columna por medio de la ecuacién (2) del punto 4.3. Se observo un aumento del
rendimiento de retencion de la columna conforme se incrementa la cantidad de
veneno aplicada a esta, ademas de incrementarse las cantidades de proteinas
recuperadas tanto en la fraccion NR y R. A partir de estos resultados se determiné
que cantidades entre 400 a 500 pg son Optimas para agregar a la columna
ofreciendo cantidades de proteinas en las fracciones suficientes para los estudios

de electroforesis y un alto rendimiento de columna.

Tabla 3: Recuperacion de proteinas del veneno de B. atrox obtenidas por cromatografiade
inmunoafinidad utilizando una columna ligada con antiveneno botrépico.

Cantidad de proteinas 55 ug 110 ug 165 ug 220 pg 275 pg
NR (pg) 20.5 10.8 3.6 7.2 23.6
R (ug) 4.5 54.8 98.46 176.8 262.8
Rendimiento (%) 18 83.53 95.96 96.8 93.56

A partir de los resultados obtenidos se utilizaron las fracciones R obtenidas al pasar
220 gy 275 g de proteinas a la columna para realizar una electroforesis (Figura 3)
obteniéndose un patron de bandas cuyos pesos son similares a los presentes en

el veneno crudo de Bothrops atrox ademas obteniendo valores de retencién altos.
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Figura 3: (A) Electroforesis al 12% de las fracciones retenidas del veneno de B. atrox al aplicar 220
Hg (R400) y 275 ug (R500) de proteinas totales a la columna de afinidad (B) Veneno crudo de B.

atrox corrido. L= Ladder PageRuler

4. Reactividad cruzada con el veneno de Trimeresurus puniceus 'y
Crotalus atrox.

Luego de los ensayos cromatografia de inmunoafinidad en el veneno de Bothrops
atrox se procedi6 a realizar los ensayos de reactividad cruzada empleando 500 ug
de veneno de las serpientes Trimeresurus puniceus 'y Crotalus atrox recolectandose
las fracciones retenidas (R) y no retenidas (NR) por la columna de inmunoafinidad.
En la Tabla 1 se pueden observar las cantidades de proteinas detectadas por el
método de Bradford para ambas serpientes y el rendimiento obtenido a partir de la

ecuacion (2).
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Tabla 4: Ensayos de Inmunocromatografia de afinidad de antiveneno botropico de
los venenos de las serpientes T. puniceus y C atrox.

Trimeresurus puniceus

Crotalus atrox

inoculado

CANTIDAD INOCULADA 500 ug 500 ug
NR (pg) 102.8 138.75
R (ng) 146.6 322.6
RENDIMIENTO 58.78% 69.92%
% de proteinas recuperado

con respecto veneno a 49.88% 92.27%

Se observd que existe un porcentaje comparable tanto en las fracciones retenidas

y no retenidas por la columna, ademas de observarse que el rendimiento de

retencion de la columna es menor al observado con el veneno de Bothrops atrox.

A partir de las fracciones obtenidas se procedié a realizar una electroforesis tanto

de las fracciones R y NR como de los venenos crudos utilizados en la aplicacién de

la columna los cuales se muestran en la Figura 4.
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Figura 4: Electroforesis de fracciones retenidas y no retenidas por la columna de
inmunoafinidad, L = Ladder PageRuler, R= Retenido, NR = No retendio, VT = Veneno total.

A partir de la electroforesis se pudo observar que las fracciones retenidas y no
retenidas poseen bandas presentes en el veneno crudo de la especie en estudios

observandose ademas diferencias entre los patrones obtenidos entre fracciones

retenidas y no retenidas.
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DISCUSION

La metodologia tradicional para la determinacién de la reactividad cruzada se basa
principalmente en un analisis mediante técnicas inmunoenzimaticas como ELISA y
Western Blot. La primera ofrece la cuantificacién del grado de reconocimiento del
antiveneno calculado a partir del titulo de anticuerpos obtenido al enfrentar
diluciones sucesivas de antiveneno con una concentracion fija de veneno, sin
embargo, esta no ofrece la capacidad de discriminar los componentes proteicos
reconocidos por el antiveneno a menos que se realicen ensayos ELISA utilizando
fracciones de venenos luego de realizar una HPLC (Lauridsen et al., 2016). La
segunda requiere de un paso de electroforesis previo donde se utiliza SDS para la
desnaturalizacion de las proteinas y que estas sean cargadas negativa y
uniformemente, ademas de un paso de desnaturalizacion por calor; esto impide
que el resultado obtenido en un Western Blot represente correctamente la
capacidad de reconocimiento del antiveneno, puesto que este proceso puede
introducir artefactos en el resultado, ademas de la pérdida de epitopos
conformacionales (Williams et al., 2011). Por tal motivo, el uso de columnas de
inmunoafinidad pueden ser utiles para permitir la identificacion de proteinas
reconocidas por un antiveneno ademas de ofrecer la capacidad de cuantificar el
grado de reactividad cruzada por medio del rendimiento de retencion y ser el punto
de inicio de estudios antivendmicos de segunda y tercera generacion. Para poder
acoplar las columnas de inmunoafinidad en sistemas de cromatografia

automatizados es necesario demostrar, de forma previa, una buena eficiencia en
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el acoplamiento de las inmunoglobulinas y que estas posean capacidad de unién a
las proteinas del veneno a ensayar, en este trabajo se realizé el armado de una
columna de inmunoafinidad con antiveneno botrépico y se realizaron ensayos de
imnocromatografia, presentandose resultados que indicarian la utilidad de la

columna para ensayos de reactividad cruzada.

1. Cuantificacion de Proteinas

Para la cuantificacion de proteinas en el antiveneno botrépico se eligio el método
de Bradford, a pesar de que otro estudio recomienda la cuantificacién mediante el
método de Biuret (Yarlequé et al., 2008). Esta eleccion se debe a que no se pudo
determinar la concentracién de proteinas mediante método de Biuret en muestras
de antiveneno disueltos en buffer de acoplamiento; ya que la solucidon no se
encuentra dentro del limite de deteccidn de esta prueba (Rodger & Sanders, 2010).
Por otro lado, el reactivo Bradford cuenta con un rango de deteccion mas amplio
desde 20 hasta 2000 ug/ml (Johnson, 2012).

El porcentaje de proteinas determinado para el antiveneno botropico fue de 61%
(Tabla 1), este porcentaje de cuantificacion fue utilizado para determinar la
concentracion de antiveneno necesaria para aplicar a la columna cuando se
proceda con el armado de esta, estableciéndose que la concentracion maxima a
aplicar a la columnadebe ser de 50 mg/mL tomando como referencia otros estudios
que emplean la misma metodologia de inmunocromatografia (Liu et al., 2018; Pla et
al., 2012). Dicha concentracién fue definida como la maxima concentracion aplicable
en la columna, considerandose otros reportes donde se ha observado que la

concentracion de inmunoglobulinas aplicadas a la columna afecta a la densidad
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del ligando en la columna y la eficiencia en la retencion. Estos estudios establecen
que valores superiores a 30 mg de proteina por mL de buffer de acoplamiento
reducen significativamente el rendimiento en el acoplamiento y reconocimiento de
la columna, por lo que recomiendan un valor promedio de 20 mg/mL de
inmunoglobulinas para ensayos de inmunoafinidad (Sintiprungrat et al., 2016). Por
otro lado, se consideré la posible presencia de otros componentes en antivenenos

comerciales (Krifi et al., 1999).

De forma similar, para la cuantificacién de los venenos se utilizé el método de
Bradford (Tabla 2), obteniéndose valores que fueron utilizados de forma referencial,
puesto que es necesario realizar una cuantificacion por cada ensayo de
inmunocromatografia con el fin de calcular el rendimiento del ensayo. El porcentaje
de proteinas en la serpiente B. atrox (55%) fue menor al calculado en otro estudio
por el método de Lowry (68%) y Bradford (71%) (Mendoza et al.,2009; Yarlequé
et al., 2012); sin embargo, el porcentaje de proteinas puede variar entre individuos
de B. atrox dependiendo de su distribucion geografica y edad, encontrandose que
el porcentaje de proteinas obtenidas es cercano a los valoresde otros trabajos

(Malaga et al., 2000).

En el caso de la serpiente C. atrox se determind una concentracion del 39%, la
cual esta basada en veneno crudo extraido vy liofilizado, por lo que pueden existir
diferencias por variaciones geograficas de la especie (Yarlequé et al., 2012)
ademas, no se encontraron reportes de cuantificaciones con este veneno.
Similarmente para la especie no se han encontrado referencias de cuantificacion de

proteinas, esto debido a la poca informaciéon con respecto al complejo de
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especies de viboras de fosa cuyos estudios son de tipo protedmico de caracter

exploratorio (Kumkate et al., 2020; Wang et al., 2005)

2. Ensayos de inmunocromatografia del veneno de Bothops atrox

En el armado de la columna de afinidad se obtuvo un rendimiento de acoplamiento
del 88%; este porcentaje indica que el acoplamiento se realizé de forma exitosa; por
consiguiente, se determin6 que dicha columna posee inmunoglobulinas capaces de
retener componentes proteicos de los venenos a trabajar. Se emplearon diferentes
concentraciones de veneno de B. atrox para demostrar este punto y determinar la
concentracion de proteinas Optima para aplicar a la columna y obtener resultados
de rendimientos 6ptimos. En la Tabla 3 se encuentran los valores obtenidos en estos
ensayos, observandose que el porcentaje de retencion aumenta conforme se
incrementa la cantidad de veneno aplicado y que existe un maximo de retencion en

porcentaje.

Otros estudios han mostrado que, dependiendo del grado de afinidad de la proteina
con el antiveneno, la cantidad de proteinas retenidas aumenta conforme aumenta
la cantidad de proteinas totales aplicadas de veneno hasta llegar a un punto maximo
de retencion, para posteriormente observarse un aumento en la porcion de
proteinas no retenidas (Sintiprungrat et al., 2016) este efecto podria indicar que un
aumento de proteinas aplicadas a la columna pueden conllevar a la saturacion de
las inmunoglobulinas con las proteinas afines a esta, liberandose enla porcion no
retenida proteinas afines a las inmunoglobulinas; en el caso de este estudio se
puedo observar una disminucion el rendimiento de la columna al aplicar 500 ug de

veneno con respecto al valor de 400 ug, esto podria indicar dicho efecto
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por lo que se establecido que 500 ug como el maximo de proteinas posible para
aplicar en la columna; ademas, al observarse que la disminucion del rendimiento
al aplicar 400 ug y 500 ug no es considerable y se logra recuperar mayor cantidad
de proteinas para los analisis electroforéticos, se utilizé el valor de 500 pg para los

estudios de reactividad cruzada posteriores.

Se realizé la electroforesis de las fracciones retenidas al aplicar 400 y 500 ug de
veneno observandose un patron similar de bandas entre ellas (Figura 3 (A)); la
fraccion no retenida no pudo ser analizada debido a que no fue posible recuperar
una cantidad adecuada de proteinas para su deteccion por electroforesis. Estos
resultados fueron comparados con un patron electroforético aplicando 40 ug de
veneno crudo de B. atrox (Figura 3 (B)) observandose la presencia de bandas con
pesos similares entre las fracciones retenidas y el veneno crudo. Mediante el
analisis del gel mediante el programa Gel Analyzer se pudo calcular que estas
bandas tendrian los pesos moleculares presentados en la Figura 3. Al hacer la
comparacion con estudios previos se pudo observar que las bandas en la regidn
entre las bandas de 55 y 36 kDa pertenecerian a serinoproteasas y metaloproteasas
de tipo 3 y las bandas de peso aproximado de 24 kDa a enzimas similares a trombina
y metaloproteasas de tipo 1 ademas de observarse proteinas de menor peso
molecular, la cuales pertenecerian a alguna desintegrina entre otros componentes
(Kohlhoff et al., 2012). El patron obtenido es similar a otro reportado donde se
realizaron ensayos de Western Blot con el fin de estudiar la inmunogenicidad del
veneno de B. atrox (Hatakeyama et al.,, 2020); esta similitud indicaria que la
columna es eficiente para la retencién de las proteinas reconocidas por el

antiveneno botropico, las cuales pueden ser observables por electroforesis, ademas
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esta metodologia puede ser escalado en técnicas antivenomicas las cuales son
capaces de caracterizar los antivenenos con una mayor resolucion que las técnicas

inmunoenzimaticas clasicas (ELISA, Western blot).

3. Ensayos de inmunocromatografia de los venenos de Crotalus
atrox'y Trimeresurus puniceus.

Los resultados obtenidos con el veneno de B. atrox indican la utilidad de la columna
para realizar los estudios de inmunocromatografia por lo que posteriormente se
utilizé dicha columna para determinar la capacidad de reactividad cruzada del
antiveneno botropico frente a los venenos de C. atroxy T. puniceus empleando 500
Mg de veneno, valor que fue considerado con el fin de obtener una cantidad
aceptable para la realizacién del ensayo electroforético. No se tomé en cuenta la
posible saturacion de la columna debido a que se parte de la idea de que el grado
de reconocimiento del antiveneno botrépico frente a estos dos venenos sea menor

al del veneno de B. atrox.

Al realizar la comparacion del contenido de proteinas retenidas y no retenidas de
cada veneno luego de cada ensayo de inmunocromatografia con respecto a los
valores de concentracion de proteinas de veneno total; se encontré que estas
representan un 49.88% de proteinas con respecto al total inoculado para el caso de
T. puniceus y 92.27% para el caso de C. atrox. El porcentaje determinado para

C. atrox es similar al reportado en otro estudio (Yarlequé et al., 2012), lo cual
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indicaria la necesidad de realizar la cuantificacion de las proteinas antes de su

aplicacion a la columna y posterior a esta.

Por otro lado, el rendimiento de la columna fue menor en el caso de T. puniceus
(59%) con respecto a C. atrox (70%) lo cual indicaria que el antiveneno botrépico
tiene la capacidad de reconocer ciertos componentes de dichos venenos, sin
embargo, el grado de reconocimiento varia indicando que alguno de sus

componentes no es reconocido por el antiveneno.

En la figura 4, se pudo determinar el patron de bandas de las fracciones no retenidas
y retenidas, y estas fueron comparadas con veneno crudo de las serpientes
estudiadas y reportes previos del patrén electroforético de estos venenos. En el
caso de Trimesurus se observé que en la porcidn retenidase encuentran proteinas
de aproximadamente 61 y 48 kDa las cuales pertenecerian a metaloproteasas de
tipo 3, ademas de observarse bandas de menor peso molecular que podrian
pertenecer a metaloproteasas de tipo 1 (24 kDa) y proteinas de peso molecular
menores a 20 kDa que podrian pertenecer a algunas fosfolipasas y desintegrinas
(Mackessy., 2010) de similar forma se observa la presencia de bandas
pertenecientes a posibles metaloproteasas y serinoproteasas en la porcion no
retenida las cuales presentan mayor intensidad de banda lo que significaria mayor

abundancia que en la porciénno retenida.

Para C. atrox se realizé la comparacion de bandas con patrones electroforéticos y
ensayos venomicos reportados por otros autores (Mackessy, 2008; Calvete et al.,

2009), observandose que reconocerian proteinas metaloproteasas de tipo 1y tipo
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3; sin embargo, también se observa que el antiveneno no reconoce todos los tipos
de metaloproteasas presente en el veneno de la especie, ademas que estas son

mas abundantes en la fraccion no retenida (Figura 4).

Estos resultados indican que el antiveneno botropico tiene mayor capacidad de
reconocimiento de metaloproteasas de tipo 3 y de tipo 1, principalmente en los tres
venenos estudiados. Los resultados se relacionan con la presencia de una mayor
abundancia de metaloproteasas en el proteoma del veneno de diversas especies
del género Bothrops relacionado a su actividad biolégica, ademas de la semejanza
en el dominio catalitico de ambos tipos de proteinas, y de ser estos componentes
altamente inmunogénicos (Sousa et al., 2013; Moura-da-Silva et al., 2016) de forma
que existe mayor probabilidad de ser reconocidos para especiesde serpientes no
relacionadas. Previamente se pudo determinar que el antiveneno botrdpico es
capaz de neutralizar in vitro la actividad proteolitica de la serpiente C. atrox
(Oshiyama et al., 2020) lo cual indicaria la capacidad de neutralizar componentes
hemorragicos de dicho veneno, en este sentido los resultados relacionan la
capacidad neutralizante del antiveneno con los componentes reconocidos por éstos,
mostrando la efectividad del uso de columnas de afinidad para ensayos de
reactividad cruzada. El veneno de T. puniceus presenta principalmente actividades
que alteran la hemostasis, asociado a coagulopatias donde contribuyen enzimas
similares a trombinas y algunas metaloproteasas a nivel local (Lee et al., 2020) por
lo que el antiveneno botropico podria ser capaz dereconocer alguno de dichos
componentes tal como se ha determinado en la Figura 4; sin embargo, no se ha

podido establecer si esto neutraliza sus principales actividades enzimaticas.
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A partir de los resultados obtenidos, se ha podido observar la capacidad del
antiveneno botrépico de reconocer componentes del veneno de las serpientes
Crotalus atrox y Trimeresurus puniceus relacionados principalmente con proteinas
del tipo de las metaloproteinasas y serinoproteasas. Estos resultados deben ser
estudiados con mayor profundidad para la deteccion y caracterizacion de los
componentes reconocidos por dicho antiveneno y cémo puede influenciar en la
actividad biolégica durante el envenenamiento; por otro lado, la presencia de estos
componentes sefalan que existe cierta similitud inmunogénica en los venenos de
las especies Crotalus atrox y Trimeresurus puniceus con las serpientes del género
Bothrops, lo cual podria ser estudiado mediante el empleo de estas columnas de

inmunoafinidad acopladas a la tecnologia de la venémica.
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1.

CONCLUSIONES

Se prepard una columna de afinidad acoplada con antiveneno botrépico la
cual presenta un alto potencial para su uso en estudios de reactividad
cruzadas con los venenos de Trimeresurus puniceus 'y Crotalus atrox.

Se demostro la capacidad de reconocimiento del antiveneno botrépico para
el veneno de Trimeresurus puniceus para metaloproteasas de tipo tres en un
rango entre 48 a 61 kDa y tipo 1 (24 kDa) y proteinas de pesos menores a
20 kDa que pertenece a fosfolipasas y desintegrinas.

Se determind un alto porcentaje de reconocimiento del veneno de la
serpiente Crotalus atrox, para metaloproteasas de tipo 3 y 1 principalmente.
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RECOMENDACIONES

Gracias al presente estudio se logro desarrollar una metodologia de cromatografia
de afinidad con utilidad en estudios de caracterizacion de antivenenos y reactividad
cruzada. Estos estudios permitirian establecer la capacidad de ciertos antivenenos
para reconocer ciertos componentes toxicos de serpientes de otras regiones; sin
embargo, para establecer que estos son capaces de neutralizar la actividad toxica
de estos venenos es necesario complementar estos estudios con ensayos in vivo.
Especificamente para las serpientes estudiadas, se recomienda realizar ensayos
preclinicos de neutralizacion de la actividad letal de sus venenos utilizando el

antiveneno botroépico.

Por otro lado, la introduccion de columnas de inmunoafinidad en estudios de
reactividad cruzada permitira su uso en estudios antivendmicos de los antivenenos
comerciales peruanos de forma que se permita identificar especificamente las
proteinas reconocidas por estos antivenenos; lo cual puede ser utilizado para el
disefo de estrategias de produccion de antivenenos comerciales de uso extendido

en diferentes regiones del mundo o de proteinas multiepitdpicas.
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