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Resumen

El envenenamiento por mordedura de serpiente es una patologia desatendida y una causa importante
de morbilidad y mortalidad que afecta particularmente a comunidades rurales y econémicamente
deprimidas en regiones tropicales de Africa sub-Sahariana, Asia, América Latina y Oceania. La Unica
terapia efectiva conocida es la utilizacién de antivenenos generados por hiperinmunizacion de grandes
mamiferos (generalmente caballo, aunque también oveja, camello o dromedario). Una manera de
optimizar la utilizacién de un antiveneno es el estudio de su inmunoreactividad homdloga (frente a la
mezcla de venenos utilizados en su produccion) y heterdloga (frente a venenos no utilizados en su
generacion).

El veneno de las serpientes es una de las armas bioquimicas mas poderosas del reino animal y varia
tanto espacia como temporalmente inter- o intra-especie. Aproximadamente, existen unas 3500
especies de serpientes que se agrupan en 26 familias y unos 400 géneros, de las cuales 600 son
venenosas. Las serpientes venenosas se clasifican en 3 grandes familias: Elapidae (mambas, cobras,
serpiente de coral), Viperidae (viboras, serpientes de cascabel) y Colubridae (serpientes comunes). La
mayor parte de los collibridos son completamente inofensivos porque su saliva no es lo bastante tdxica
como para constituir un peligro para el ser humano y porque a pesar de tener glandula de Duvernoy
activa en la produccion de toxinas, carecen de un eficiente aparato para inocular el veneno.

Boiga irregularis es una serpiente de la familia Colubridae pero la secrecion de su glandula de Duvernoy
es rica en proteinas de la familia 3FTx ("three finger toxins”), tipicas de la familia Elapidae. No obstante,
estas proteinas, que en eldpidos son potentes neurotoxinas, no presentan toxicidad en mamiferos, sino
que son toxicas especificamente para aves, sus presas habituales. Con esta premisa, el objetivo en este
proyecto es el estudio de un antiveneno experimental generado en conejos frente al veneno de B.
irregularis.

Utilizando el método denominado "antivendmica de segunda generacion", se caracterizo el perfil de
reconocimiento del antiveneno frente a veneno homdélogo y frente a veneno de un individuo neonato
de la misma especie, y se analizd su reactividad cruzada frente a venenos de serpientes de la familia
Elapidae. Para ello se generaron columnas de inmunoafinidad, inmovilizando las 1gGs del antiveneno en
una matriz de Sepharose 4B activada con CNBr. Posteriormente se incubaron los diferentes venenos a
analizar con la matriz y se recogieron las fracciones no retenidas (componentes del veneno frente a los
que el antiveneno no presenta afinidad) y retenida de la columna de inmunoafinidad. Ambas fracciones
se analizaron mediante cromatografia de alta eficiencia utilizando una columna C18 de fase reversa (RP-
HPLC). La comparacién cualitativa y cuantitativa de los perfiles cromatograficos del veneno completo y
de las fracciones de la columna de inmunoafinidad nos permiti6 determinar el grado de
inmunoreactividad homadloga y paraespecifica del antiveneno.

Los resultados obtenidos demuestran que el individuo neonato y adulto de B. irregularis
tienen el mismo perfil inmunogénico. Ademas se comprobd que el antiveneno no reconoce las
three finger toxins de elapidos por lo que se puede decir que existe variabilidad dentro de una
misma familia de proteinas.
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Abstract

Snakebite poisoning is an unattended pathology and an important morbidity and mortality cause that
affects specially to rural and economically poor communities of tropical regions of Sub-Saharan Africa,
Asia, Latin America and Oceania. The utilization of antivenoms that have been generated by hiper-
immunization of large mammals (generally horses and sometimes sheep, camel or dromedary) is the
unique effective therapy that it is known. A way in order to optimize the utilization of an antivenom is
by studying its homologous (versus the pool of venoms that are used in its production) and
heterologous inmunoreactivity (versus venoms not used during its generation).

Snake venom is one of the most powerful biochemical weapons in the animal’s world, and it varies
spatially and temporally between species or between individuals of the same specie. There are known
among 3500 snake species that are classified in 26 families and 400 genres, approximately. From those,
600 are venomous. When referring to venomous snakes, there exist 3 main families: Elapidae (mamba,
cobra, coral snake), Viperidae (vipers, rattle snakes) and Colubridae (common snakes). Most colubrids
are harmful due to its saliva which is not toxic enough in order to be dangerous for humans. Moreover,
they are ophistogliphas, so they do not have the machinery to inoculate the venom efficiently, despite
of having Duvernoy gland.

Boiga irregularis is a snake of Colubridae family but its Duvernoy gland’s secretion is rich in proteins of
the 3FTx ("three finger toxins") family, that are common in Elapidae family. This proteins, in elapids, are
potent neurotoxins, but in colubrids they do not show toxicity for mammals; they are specifically toxic
for birds, that are their natural preys. By knowing this, the aim of this project is to study the
experimental antivenom that was generated in rabbits by using B. irrregularis venom.

With the “second generation antivenomics” methodology, the recognition profile of the antivenom
versus the homologous venom and the venom from a newborn of the same specie were characterized,
and the cross reactivity of this antivenom versus Elapidae snakes was analyzed. To do that,
immunoaffinity columns were generated by immobilizing the antivenom IgGs in a Sepharose 4B matrix
activated with CNBr. Lately, the venoms that were going to be analyzed were incubated with the
chromatography matrix and the non retained (venom compounds that the antivenom does not shown
affinity for) and retained and eluted fractions of the immunoaffinity column, were collected. Both
fractions were analyzed by high efficiency chromatography by using a C18 reverse phase column (RP-
HPLC). Quantitative and qualitative comparation of the chromatographic profiles of the complete
venom and the fractions of the immunoaffinity column, were needed in order to determine the
homologous and paraspecific antivenom immunoreactivity degree.

The results obtained showed that newborn and adult individuals of B. irregularis have the same

immunogenic profile. Moreover, the antivenom could not recognize the proteins of the elapid venom,
reflecting the variability that exists between the same family of proteins.

Key words: antivenom, colubrid, Boiga irregularis, elapids.
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1. Introduccién.
1.1. Serpientes.

Las serpientes son organismos que pertenecen al reino Animalia, filo Chordata, clase Reptila,
orden Squamata y suborden Serpentes. Hoy en dia, existen alrededor de 3500 especies de
serpientes (Figueroa et al, 2016) que se encuentran distribuidas casi por todo el mundo,
incluido océanos, exceptuando algunas islas, ambientes helados y elevadas altitudes. Las
especies actuales de serpientes pueden agruparse en 8 superfamilias (clades), 26 familias y
unos 400 géneros. En la superfamilia Colubroidea (Figura 1), que incluye a la mayor parte de
las serpientes existentes actualmente, se encuentran 9 familias diferentes de entre las que
destacan las familias Colubridae (857 especies), Elapidae (356 especies; donde se encuentran
cobras, mambas y corales) y Viperidae (329 especies; serpientes de cascabel, ‘lance-headed pit
vipers’ -serpientes crotalinas o viboras de foseta con cabeza de flecha- y viboras) (REPTILE
DATABASE, 1995).
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Figura 1: Arbol filogenético de la familia Colubroidea (Pyron et al., 2011).




La mayoria de serpientes que existen pertenecen a la familia Colubridae, que no suelen
clasificarse como venenosas para los humanos. De las 600 especies de serpientes venenosas
existentes (REPTILE DATABASE, 1995), el mayor porcentaje pertenecen a las familias Viperidae
y Elapidae, sin embargo, se ha demostrado que el veneno que producen algunas especies de
colubridos a veces presenta efectos clinicos significativos, incluso mortales, en humanos
(Weinstein et al., 2013).

La localizacidon de las especies de serpientes venenosas a lo largo del mundo no es homogénea;
se concentra en zonas tropicales y subtropicales de Asia, Australia, América y Africa. Los casos
mas graves de envenenamiento por mordedura de serpiente son producidos por serpientes de
la familia Elapidae vy de la familia Viperidae. Las especies responsables de la mayoria de
mordeduras son Echis sp. en el norte de Africa (Warrell, 1995), Bothrops asper y Bothrops
atrox en América central y SurAmérica (vipéridos) (Fan y Cardoso, 1995) Naja sp. y Bungarus
sp. en Asia (eldpidos)(Warrell, 1995) (Gutiérrez et al., 2006), Acanthopis, Notechis, Pseudechis,
Pseudonaja y Oxyuranus en Australia (Jackson et al., 2013) (Figura 2).
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Figura 2: Distribucion de los envenenamientos de serpiente y la mortalidad que provocan en todo el mundo
(Gutiérrez et al., 2010).

En cuanto a la produccién del veneno, las serpientes poseen la glandula de veneno que es la
encargada de sintetizar las toxinas y también poseen aparato inoculador y por tanto tendran
la capacidad de inyectar el veneno a su presa. Al morder a la presa, el veneno se introduce a
través de los colmillos y segun la posicidon de estos en el maxilar, es posible realizar una
clasificacidon de las serpientes (Figura 3). Se denominan aglifas a las serpientes que tienen
colmillos cortos por lo que no pueden inyectar su veneno. Las opistoglifas tienen sus colmillos
en la parte posterior de la mandibula. Las proteroglifas y solenoglifas tienen un mecanismo de
accion mas complejo: las proteroglifas tienen sus colmillos fijos en la parte anterior y estdn
recubiertos por una membrana que estd conectada directamente a la glandula de veneno para
poder inyectar el veneno; las solenoglifas son las serpientes mas especializadas porque
poseen musculos capaces de mover los colmillos para colocarlos en posicién de ataque al abrir



la boca y porque la glandula del veneno comunica con el exterior a través de un canal interno
de los colmillos, de ahi que cuando muerden el mecanismo es parecido al de una aguja de
inyeccion (Vonk et al., 2008).
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Figura 3: Tipos de serpientes segun su denticidn. A: aglifa. B: opistoglifa. C: proteroglifa. D: solenoglifa (Bauchot
et al., 2005).

De las serpientes consideradas venenosas, se clasifica a eldpidos como proteroglifos y a
vipéridos como solenoglifos. La mayor parte de los colubridos son inofensivos, es decir, aglifas
ya que su saliva no es lo suficientemente téxica como para suponer un peligro para la presa
que ha sido mordida. En cambio, algunos colubridos si que tienen aparato inoculador y son
capaces de inyectar veneno en su presa, por tanto son opistoglifos (Juarez, 2007).

1.2. Veneno: composicidn y sintomatologia.

El veneno se define como ‘sustancia que dafia la salud, produce graves alteraciones
funcionales o incluso puede provocar la muerte al ser ingerida, absorbida o inhalada por el
organismo en cantidades pequefias’ (ENCICLOPEDIA SALUD). En el reino animal, el veneno se
utiliza con finalidad defensiva y con propédsitos predatorios (Calvete, 2017). Los organismos
venenosos estdn ampliamente distribuidos a lo largo de la Tierra y se encuentran
representados en muchos taxones. Los animales terrestres mas conocidos productores de
veneno son las serpientes. Los venenos animales son mezclas complejas, en su mayoria de
proteinas y péptidos, y su composicion depende de cada especie. La toxicidad se consigue
incluso a pequefias dosis, pudiendo causar numerosos desérdenes e incluso la muerte de la
presa (Utkin, 2015).

Composicion del veneno.

El veneno de serpiente es una solucién acuosa de naturaleza proteica y peptidica
mayoritariamente, aunque también presenta pequefias moléculas organicas e iones
inorganicos. Las toxinas del veneno tienen especificidad por una gran cantidad de receptores
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en los tejidos (Warrell, 2010), por lo que provocan alteraciones en la homeostasis y en los
sistemas muscular y nervioso (Utkin, 2015).

A la hora de analizar la composicidn de los venenos de las diferentes familias de serpientes, se
realiza la distincidn entre los eldpidos y los vipéridos. El veneno de las serpientes eldpidas tiene
caracter neurotéxico, por tanto las neurotoxinas son las protagonistas. El veneno de las
serpientes vipéridas tiene fundamentalmente caracter hemorrdgico y miotéxico. Entre las
familias de proteinas que componen los venenos se encuentran 3FTXs (three finger toxins),
PLA, (phospholipase A,), SVMP (snake venom metalloproteinase), CRISP (cysteine-rich
secretory protein), LAAO (L-amino acidoxidase), factores de crecimiento como por ejemplo
VNGF (venom neural growth factor), Kunitz (Kunitz-type serine protease inhibitors), PDE
(fosfodiesterasas), 5’-nucleotidasas, alcalinas fosfomonoesterasas, hialuronidasas, lectinas tipo
C, disintegrinas, miotoxinas, péptidos pequefios y pequefios compuestos orgdnicos (purinas,
pirimidinas y citrato) entre otros (Mackessy, 2008). Si bien debido a sus actividades biolégicas
se les atribuye el papel de toxinas, cabe destacar que los ortélogos de estas proteinas también
desempenan funciones importantes en los mamiferos: participando en la transduccion de
sefiales y en el mantenimiento de las membranas celulares (Six y Dennis, 2000). Algunas
familias de proteinas (toxinas) que podemos destacar son:

Las 3FTXs son una superfamilia de polipéptidos no enzimaticos (60-74 aminodcidos) que se
caracterizan por tener una estructura conservada en todas las proteinas de esta familia,
compuesta por tres bucles que contienen cuatro puentes disulfuro, lo que origina la estructura
caracteristica de tres dedos. Esta familia estd integrada por proteinas entre las que realizan
una gran variedad de funciones, como por ejemplo neurotoxinas, cardiotoxinas o
dendrotoxinas (Kini y Doley, 2010).

Las PLA, son proteinas cuya accidn produce efectos neurotdxicos, miotéxicos y ademas reduce
la activacién plaquetaria. Hay diferentes tipos de PLA, dependiendo del aminoacido que se
encuentre en la posicién 49, cerca del centro activo donde se une el Ca** (Mackessy, 2008).

Las SVMPs son una familia de proteinas dependientes de Zn*" causantes de la degradacion de
componentes de la matriz extracelular de las células endoteliales de los capilares. La accion de
las SVMPs provoca un dafio estructural principalmente a nivel de la membrana basal de los
capilares de los vasos sanguineos (Gutiérrez et al., 2016). Esta degradacién provoca la salida de
sangre al exterior; es por eso que a las SVMP se les atribuye el papel de toxinas hemorragicas.
Todas las proteinas de esta familia contribuyen a la alteracién de la homeostasis en la presa
pero pueden hacerlo mediante diversos mecanismos: hemorragia, inflamacién, apoptosis o
inhibicion plaquetaria (Markland y Swenson, 2013). Atendiendo a su estructura, las
metaloproteinasas pueden clasificarse en tres tipos: P, Pll y Plll. Las metaloproteinasas de tipo
PI (20-30 kDa) tienen un Unico dominio y baja actividad hemorragica. Las Pll (30-60 kDa) tienen
un dominio metaloproteinasa similar al de las Pl pero las PIl en el extremo C-terminal
presentan un dominio desintegrina. El procesamiento proteolitico de las Pll libera las
desintegrinas, que acttan inhibiendo la interaccion de la integrina con su ligando. Las PIIl (60-
100 k Da) son las toxinas que tienen una mayor actividad hemorragica (Takeda et al., 2012).
Estas presentan 3 dominios: dominio metaloproteinasa, dominio disintegrina y un dominio rico
en cisteina (Calvete et al., 2003). Las disintegrinas, como se ha mencionado anteriormente,



proceden del procesamiento de las metaloproteinasas de tipo PIl. Presentan actividad
inhibitoria de las integrinas porque muchas de ellas contienen el tripéptido RGD, que es el que
las integrinas reconocen para desencadenar una respuesta de sefalizacion (Carbajo et
al.,2015). Si las integrinas, en lugar de reconocer los residuos RGD de las moléculas adecuadas,
reconocen los de las desintegrinas, no podran desempenar su funcién.

Sintomatologia del envenenamiento.

Las dos familias principales de serpientes venenosas son la familia Elapidae y Viperidae, pero
sin olvidar a los colubridos. Los venenos de serpiente pueden clasificarse, segiin los efectos
gue provocan en el organismo, como hemorragicos o neurotoxicos (Warrell, 2010).

El veneno de las serpientes de la familia Elapidae se caracteriza por su cardcter neurotéxico;
estas neurotoxinas producen efectos tanto pre- como post-sinapsis en las uniones
neuromusculares. La interferencia de estas toxinas provoca paralisis progresiva descendiente
que, en el caso de que llegue a afectar a los musculos respiratorios y bulbares, puede poner en
riesgo la vida. A pesar de la predominancia de la neurotoxicidad como caracteristica principal
de los venenos de la familia Elapidae (Jackson et al., 2016), muchas serpientes pertenecientes
a esta familia como algunas cobras (cobras escupidoras cobras asiaticas) también presentan
otras toxinas no neurotdxicas que desencadenaran efectos de cardcter hemorragico
(fosfolipasas A y metaloproteinasas dependientes de zinc) (Gutiérrez y Rucavado, 2000).

En cuanto al veneno de la familia Viperidae, presenta generalmente cardcter hemorragico
(Sajevic et al., 2011). Por tanto, cuando estas toxinas se introducen en el organismo de la presa
producen hemorragia en diversos tejidos. También se caracteriza por provocar destruccion y
necrosis del musculo esquelético. Por tanto, el veneno de la familia Viperidae provoca efectos
tanto a nivel local como sistémico, lo que supone una amenaza para la vida del organismo que
ha sido envenenado. Los efectos sistémicos provocan fallos a nivel de reparacidn tisular, en el
sistema homeostatico y en la cascada de coagulacién. También implican defibrinogenizacién,
vasodilatacién y shock cardiovascular asi como efectos directos en el miocardio. Ya que existe
una gran complejidad a nivel de proteoma en los venenos de serpientes, hay muchos efectos
clinicos que difieren de esta patologia general; como por ejemplo fallos agudos renales y
dificultad respiratoria aguda. Como consecuencia de esto, si la ayuda sanitaria se retrasa o no
se consigue llegar a un hospital con cierta celeridad, los dafios producidos en los tejidos
suponen una minusvalia permanente (amputacién de miembros) y si las toxinas interfieren con
el funcionamiento de los drganos vitales, la muerte (Gutiérrez et al., 2016).

No hay que caer en el error de no considerar peligrosos a los colubridos. Si bien, por lo general,
no son mortiferos para los humanos, existen excepciones y casos en los que la mordedura de
ciertas especies de colubridos ha sido letal. Dado que no son la familia mas peligrosa por el
simple hecho de que los mayores casos de envenenamientos corren a cargo de elapidos y
vipéridos, y que por lo general no es posible obtener los venenos de colubridos en grandes
cantidades, han caido en el olvido. Por lo que el hecho de que no causen consecuencias en los
humanos unido a su dificil recoleccién, han provocado el gran desconocimiento que existe
sobre los venenos de la familia Colubridae (Saviola et al., 2014). Poco a poco hasy mas grupos
que se estdn interesando en caracterizarlos.



La relevancia a nivel médico que puede tener el veneno de la mayoria de serpientes de esta
familia todavia no se conoce, pero se sabe que al menos cinco especies han sido causantes de
consecuencias letales en humanos (Weinstein et al,, 2013). Una de ellas, Dispholidus typus,
causé la muerte de un famoso herpetélogo que no tuvo la precauciéon de considerar a esta
especie peligrosa. Los sintomas que provocaron las toxinas presentes en el veneno de
Boomslang (D. typus) fueron recopilados por el propio herpetdlogo que se negé a ser tratado
para que su trabajo fuera totalmente realista. El veneno provocé la muerte debido a
hemorragias internas en ojos, pulmones, rifiones, corazén y cerebro en las 24 horas siguientes
a la mordedura (Pla et al., 2017). Hoy en dia, la boomslang esta considerada como una de las
especies africanas mds mortiferas. Se han descrito los sintomas que provocan las toxinas de su
veneno que, por lo general, interfieren con los mecanismos de coagulacién a nivel del
fibrinégeno, provocando que la persona afectada se desangre hasta morir. A nivel de proteinas
del veneno de colubridos, existe variacion entre los distintos géneros. En el veneno de D. typus
destacan las SVMP de tipo Plll, también 3FTX, PLA,, CRISP y SVSP pero en menor proporcion
(Pla et al., 2017), en cambio al comparar con el veneno de especies del género Thelotornis
(colibridos) se vio que los ultimos mostraban mayor actividad de metaloproteasas vy
fosfolipasas y menor de serinproteasas. Dado que a nivel de sintomas se vio que los venenos
de Thelotornis y D. typus eran clinicamente idénticos, se pensé que las toxinas responsables
podrian ser las mismas ya que la composicién del veneno de Thelotornis no se conoce todavia.
Pero en la practica se ha visto que los antivenenos hechos frente a D. typus son inefectivos a
la hora de reconocer el veneno de Thelotornis (Weinstein et al., 2013).

El veneno de collibridos presenta especificidad de taxdn dependiendo de la presa que haya
sido mordida y en funcidn de esto, sus toxinas podrdn ser procoagulantes o anticoagulantes.
En el caso de las especies mencionadas anteriormente (D. typus Yy especies del género
Thelotornis), el veneno presenta caracter procoagulante cuando tiene como finalidad
inmovilizar a la presa para que sea incapaz de huir o defenderse. Como sucede con pajaros o
lagartos, las toxinas provocan la formacion de coagulos a nivel de la circulacidn sanguinea; sin
embargo, los humanos presentan un torrente sanguineo con mucho mayor volumen, lo que
provoca la dilucién de las toxinas. Esta variacién en la concentracion es la causante de que las
muertes en humanos se produzcan por hemorragias internas (Debono et al., 2017).

1.3. El problema del envenenamiento ofidico.

El envenenamiento por mordedura de serpiente es un problema de salud publica a nivel
mundial, al cual no se le ha prestado suficiente atencién debido a que es una patologia no
infecciosa que afecta principalmente a personas que viven en zonas rurales de paises
subdesarrollados de Africa, Asia, Latinoamérica y zonas de Oceania(Harrison et al., 2009). Es
por esto, por lo que la World Health Organization (WHO, Organizacion Mundial de la Salud) ha
incluido el envenenamiento por mordedura de serpiente en su lista de enfermedades
desatendidas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007).

Los primeros estudios realizados para conocer la incidencia de los envenenamientos por
mordedura de serpiente a nivel mundial se realizaron basandose en la informacion
proporcionada por los hospitales. A partir de estos datos obtenidos en diversos paises, se
extrapolaron los resultados y se estimaron unos valores anuales globales totales de 5.4



millones de mordeduras, de los cuales hubo 2.5 millones de casos de envenenamiento y
alrededor de 125,000 victimas mortales (Chippaux, 1998; Gutiérrez et al., 2010). Al realizar
cuestionarios en algunas regiones, se vio que tanto la incidencia, mortalidad y secuelas
debidas a los envenenamientos eran mucho mayor que las sugeridas por las estadisticas. Esto
se debe a que el estudio se basd en su mayoria en los registros de entrada de los hospitales v,
dado que la mayoria de episodios se centran en zonas rurales de paises tropicales en vias de
desarrollo, las victimas no tienen la opcidn de acudir a hospitales. De ahi que, en la mayoria de
los casos, los afectados mueren o bien son tratados por los métodos tradicionales, no
guedando constancia de ello. Encuestas mejor disefadas a nivel poblacional, ofrecen unos
resultados mas precisos y alarmantes de la incidencia de mordeduras, tasa de morbilidad y
tasa de mortalidad. En Asia, la mayor tasa de mortalidad recogida es de 162 muertes por
mordeduras por cada 100000 habitantes al afio, en el este de Terai (Nepal) (Sharma et al.,
2004). En Africa, los mayores valores son 497 mordeduras por cada 100000 habitantes al afio,
lo que supone una tasa de mortalidad del 12.2%, que corresponde a la regidon de Benue Valley
(noreste de Nigeria) (Warrell y Arnett, 1976).

1.4. Generacion de antivenenos.

El Unico tratamiento posible conocido hasta el momento para los envenenamientos por
mordedura de serpiente es la suministracién de un antiveneno. Los antivenenos se produceny
comercializan tanto a nivel publico como a nivel privado, seglin los intereses que estén en
juego vy el pais. Algunas regiones o paises como Europa, EEUU, Brasil, México, Australia o
Japdn, (Gutiérrez et al., 2010) fabrican antivenenos en cantidades suficientes como para
autoabastecerse y abastecer a otros paises. En cambio, los paises o regiones mas perjudicados
vuelven a ser los que se encuentran en vias de desarrollo. Algunas zonas de América Latina,
Asia, Paptia Nueva Guinea, Sri Lanka o Africa (especialmente de Africa subsahariana) no
cuentan con las instalaciones adecuadas para la produccion de antivenenos, tienen personal
poco especializado y se ven envueltos en la necesidad de mejorar tanto sus técnicas como sus
productos. Lo mas comun en estas regiones es que ni siquiera cuenten con instalaciones
propias, por lo que los suministros se obtienen de otros paises, de forma que estas regiones no
depende de si mismas. Lo que ha venido a suceder en el pasado es que los productores de
otras regiones que se encargaban de fabricar antivenenos para las regiones con menos
recursos, fueron reduciendo la produccién debido a restricciones econémicas y a la presion
ejercida por parte de los accionistas cuando estas empresas entraron en el sector privado
(Theakston y Warrell, 2000). Por tanto, urge la necesidad de seguir investigando y mejorando
en el campo del desarrollo de los antivenenos para poder vencer estas barreras y conseguir
que los mas desfavorecidos puedan tener acceso a curar y tratamientos en la misma medida, o
parecida, que el primer mundo (Williams et al., 2011).

Los antivenenos se producen a nivel de laboratorio y la técnica ha ido evolucionando y
mejorandose desde sus inicios en 1895 a cargo del Dr. Calmette (Hawgood, 1999). El proceso
de inmunizacién con los denominados antivenenos de primera generacidon consistia en
inyectar directamente en el individuo el suero extraido de los animales a los que se les habia
inoculado el veneno (Pla et al., 2012). Por tanto, no solo se introducian IgGs frente a las
proteinas del veneno, sino demds anticuerpos y componentes del plasma que el animal
genera. Estas demas sustancias provocaban rechazo por parte del paciente. Los antivenenos



de segunda generacidn consisten en moléculas completas de IgG purificadas o productos de
éstas después de sufrir una digestion enzimatica. Si la digestion se realiza con pepsina los
productos son Fab’2, si se realiza con papaina son Fab (Lalloo y Theakston, 2003). Los
antivenenos de segunda generacién se desarrollaron de cara a reducir la incidencia y severidad
de las reacciones adversas asociadas al inyectar el suero crudo extraido del animal en la de
primera generaciéon (WHO, 2010).

Hay que tener en cuenta que la naturaleza de los antigenos usados para generar los
anticuerpos varia segun la especie de serpiente. Es aqui donde reside la complejidad y
dificultad a la hora de producir un antiveneno que sea eficaz contra serpientes de regiones
diferentes, ya que esta variacion geografica intraespecies (Warrell, 1997) puede ser lo
suficientemente notoria como para afectar a la efectividad clinica de los antivenenos.

Hoy en dia la tendencia es desarrollar antivenenos poliespecificos polivalentes que neutralicen
la mayor parte de los venenos de serpientes de una regidon determinada. De esta forma se
intenta conseguir una mezcla de antiveneno en lugar de conseguir uno especifico para cada
especie de cada regidn. Esto se hace a partir del disefio de mezclas de veneno para realizar la
inmunizacion de los animales a los que posteriormente se les extraerd el suero o juntando
sueros de animales inmunizados con diferentes venenos. Por tanto, el avance en la tecnologia
de la produccidn de los antivenenos reside en varios aspectos que van desde la inyeccion del
veneno (del cual es necesaria una mejora en la caracterizacién) hasta la produccién final del
antiveneno.

Como se ha dicho antes, el punto de partida para lograr estos avances es el correcto disefio de
la mezcla de veneno, para lo que hay que prestar especial atencion a la composicion de los
venenos. A la hora de seleccionar qué venenos se van a utilizar para la mezcla, es necesario
identificar taxondmicamente las serpientes cuya mordedura provoca problemas mads graves en
cada region. Es importante evaluar experimentalmente la reactividad cruzada que podria
existir entre los componentes de los diferentes venenos ya que es posible que si se utilizan
serpientes de taxones cercanos, sus antigenos compartan epitopos comunes por lo que
existirian efectos sinérgicos en la inmunizacién (Gutiérrez et al., 2010).

Otra forma de abordar esta cuestiéon seria plantearse si es posible obtener facilmente los
venenos de las serpientes mdas mortiferas en cantidades suficientes. En este caso seria
interesante comprobar si los anticuerpos generados frente a venenos mas accesibles tienen la
capacidad de reconocer a los primeros. Es decir, habria que determinar si ambos venenos
comparten proteinas de la misma familia y, en caso afirmativo, si los anticuerpos generados
contra estas proteinas de un veneno reconocerian los epitopos de las del otro veneno.

1.5. Antivendmica.

La antivendmica es una técnica protedmica desarrollada para el analisis a nivel cualitativo y
cuantitativo de la inmunoreactividad de los antivenenos (Calvete et al., 2009). A lo largo del
tiempo, ha ido perfecciondndose para lograr un mejor anadlisis de cada uno de los
componentes del veneno. La antivendmica de primera generacion (Lomonte et al., 2008)
consistia en incubar el veneno con los anticuerpos para que inmunoprecipitase al afadir un
anticuerpo secundario. De esta forma, los complejos antigeno anticuerpo contendrian las



toxinas que si que son reconocidas, quedando en el sobrenadante las que el antiveneno no era
capaz de reconocer o frente a las que se producian menos anticuerpos. La limitaciéon de esta
técnica era que solo lo no reconocido podia analizarse mediante RP-HPLC. La antivendmica de
segunda generacion (Pla et al., 2012) consiguié mejorar esta limitacién mediante la utilizacidn
de columnas de inmunoafinidad. En las columnas se acopla el anticuerpo a la matriz y, tras
incubarse con el veneno, es posible obtener tanto las fracciones reconocidas como las que no,
para que después sean analizadas y cuantificadas mediante RP-HPLC vy espectrometria de
masas. Esta segunda generacién de antivendmica supuso la posibilidad de obtener un perfil de
todas aquellas proteinas que contiene un veneno, bien sean reconocidas por un antiveneno o
bien pasen desapercibidas frente a él (Pla et al., 2012).
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Figura 4: Diagrama de la antivenémica de segunda generacidn. El antiveneno a analizar es inmovilizado en la
columna y posteriormente se realiza la incubacidn con el veneno para obtener la fraccién de proteinas
inmunoreconocidas y no inmunoreconocidas. En paralelo se realizan los controles de matriz y de especificidad
para descartar posibles uniones inespecificas (Biotox, 2015).

1.6. Boiga irregularis.

Boiga irregularis, también conocida como ‘brown treesnake’, es un coltubrido nocturno y
arbéreo propio del norte y este de Australia, Nueva Guinea y las Islas Solomon, que poco a
poco fue colonizando otras regiones de Hawaii y algunas islas del pacifico, en especial Guam.
La poblacién de B. irregularis en Guam se sospecha que supera el millén de ejemplares (Fritts,
1988) y que estad acabando con especies indigenas de pajaros, murciélagos y lagartos (Wiles,
1987). Precisamente, su dieta se basa principalmente en estos animales aunque se han
observado diferencias segun la etapa del desarrollo en el que se encuentre la serpiente: los
individuos juveniles y neonatos se alimentan de lagartos y los adultos incorporan a su dieta
pajaros, pequefios mamiferos y ranas (Savidge, 1988). Estos cambios en la dieta estan a
menudo acompafiados por un cambio en la cantidad y composicién del veneno (Mackessy et
al., 2006). Al analizar el rendimiento del veneno extraido a serpientes de diferentes tamafos
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de B. irregularis se pudo observar un volumen creciente acompafiado de un mayor porcentaje
proteico a medida que aumentaba el tamafio de la serpiente (Tabla 1).

Tabla 1: Rendimiento del veneno en serpientes de 4 tamaiios diferentes de la especie B. irregularis (Mackessy et
al., 2006).

Size class (N) Snout-Vent length Snake mass (g) Venom volume (pl)  Venom mass (mg) Percent protein
(mm)

Neonate (9) 461441027 6.0+ 5 20064+5.0 0.7+0.19 475457

Juvenile (6) 909.04130.6 102.7+454 9224477 224014 749432

Adult (17) 120094974 284.64+67.4 20444897 102468 B0.5+ 8.1

Large adult (20) IB44 8 +2328 1166.7+319.2 517.54184.1 192430 90.2+15.4

A pesar de que las serpientes de esta especie son menos peligrosas para los humanos, una
serpiente adulta de gran tamafio podria producir cantidad de veneno suficiente para provocar
un envenenamiento grave. Las mordeduras de B. irregularis estdn siendo cada vez mas
frecuentes y al observar la clinica de los casos, sugiere que el veneno provoca neurotoxicidad,
pérdida de la coordinacion, distrofia respiratoria y disminucion del ritmo cardiaco; indicando
que el veneno puede tener efectos sistémicos (Fritts y McCoid, 1999). Pero el veneno de B.
irregularis es curioso puesto que es un veneno muy especializado en la presa y en mamiferos
no produce los efectos anteriormente mencionados (Mackessy et al., 2006).

Siempre se ha especulado acerca de si las serpientes presentarian o no resistencia a su propio
veneno. En relacién a esto, se presenta a modo curiosidad, un caso muy reciente de auto-
envenenamiento de B. irregularis. En Queensland (Australia) se llevo al veterinario a una
serpiente que habia quedado atrapada en una ratonera para que la curasen. Durante el
manejo de la serpiente se le sujetd la cabeza firmemente para evitar incidencias y cuando la
cola pasé por delante de su boca, se auto-mordié repetidas veces durante 10 segundos. La
serpiente mostrd pérdida de respuesta y de sensibilidad hasta que finalmente murié 12 horas
después de la mordedura. Por tanto, se concluyd asi, que el veneno de B. irregularis posee
cardacter neurotoéxico frente a B. irregularis y que por tanto, esta especie podria no ser inmune
a su propio veneno (Hill y McKillop, 2017).

PR o
A PR 20

Figura 5: Boiga irregularis neonato (O’Brian, 2017).
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2. Objetivo

Como se ha mencionado anteriormente, el veneno de B. irregularis es un veneno que presenta
una proporcidon muy elevada de 3FTx (McGivern et al., 2014) y que ademas se caracteriza por
estar muy focalizado al tipo de presa de esta serpiente, no siendo letal en mamiferos. En
general, los elapidos también presentan una elevada concentracién de 3FTx, lo que provoca
efectos de cardcter neurotéxico en la presa. En la generacién de antivenenos frente a eldpidos
neurotodxicos se utilizan las especies problema, pero debido a la baja LD50 (dosis letal media,
en mg ven/kg de animal; ej: 0.093 mg/kg para Naja melanoleuca vs 1.333 mg/kg de una
serpiente de cascabel como es Crotalus adamanteus) que suelen presentar estas especies, no
se puede afadir un cantidad muy elevada a la mezcla de inmunizacién sin que resulte
perjudicial para el animal. En base a esto, en el laboratorio se planted la hipdtesis de utilizar un
veneno rico en 3FTx y no téxico para mamiferos, como es el de B. irregularis para inmunizar a
los caballos, pudiendo utilizar una mayor concentracidn de veneno y en consecuencia generar
una mayor respuesta inmunolégica. Con esta hipdtesis, los objetivos de este proyecto son:

e Caracterizar un antiveneno experimental generado frente a B. irregularis.
e Caracterizar la reactividad cruzada con elapidos del antiveneno hecho frente a B.
irregularis.

Cabe matizar, que la generacién del antiveneno fue hecha previamente a este trabajo.
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3. Materiales y métodos.

3.1 Materiales

3.1.1 Venenos y antiveneno.
Los venenos que se utilizaron para la realizacidn de este trabajo fueron:
- Veneno de Boiga irregularis adulto y neonato, procedentes de Guam (USA) y en
formato de liofilizado.
- Veneno de Naja haje Egipto, procedente del animalario del LSTM (Liverpool School of
Tropical Medicine).
- Veneno de Naja melanoleuca Uganda de LATOXAN (845 Avenue Pierre Brossolette,
26800 Portes-les-Valence, Francia).
- Veneno de Naja annulifera de LATOXAN.
El antiveneno utilizado fue:
- Antiveneno experimental generado previamente en el laboratorio inmunizando
conejos frente al veneno de Boiga irregularis adulto.

3.2. Métodos
3.2.1 Antivendmica.

Preparacidn de las columnas de inmunoafinidad.

Las columnas de inmunoafinidad se prepararon utilizando una matriz de CNBr-Activated
Sepharose 4B (GE Heatlhcare; 17-0430-01). La matriz viene en un formato de matriz
deshidratada por lo que primero se hidrataron 0.7g de matriz en 5 ml de 1ImM HCl y
posteriormente se empaquetd en una columna, quedando un volumen final de matriz
hidratada de 3ml. Se lavé la columna con 10-15 volimenes de columna (3ml) de 1ImM HCl y
seguidamente se equilibré con 3 volimenes de columna de tampdn de acoplamiento (0.2 M
NaHCO;, 0.5 M NaCl, pH 8.3).

Por otro lado, se solubilizaron 70 mg del antiveneno frente a B. irregularis adulto en 4 ml de
tampdn de acoplamiento. Se determind la concentracion de proteina midiendo la absorbancia
a 280nm en el espectrofotémetro y aplicando la ley de Lambert-Beer (ecuacién 1).

A= eg*xc*l

Ecuacién 1: Ecuacion de Lambert-Beer donde A es absorbancia, ¢ es el coeficiente de extincién molar y | la longitud
de la celda (1 cm).

Se incubaron finalmente 60 mg de antiveneno con la matriz durante 4 horas a temperatura
ambiente en una noria. Tras la incubacion, se realizaron lavados de la matriz con tampdn de
bloqueo y se midid la A,sy hasta que la absorbancia fue menor de 0.005. Se determind la
concentracién de anticuerpo unido a la columna midiendo la absorbancia a 280nm de los
lavados. Se calculé que se habian acoplado 48 mg de anticuerpo, lo que supuso una
concentracion de 16 mg/ml.
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La columna se dejé bloqueando (para que se bloquearan los sitios reactivos no utilizados en el
acoplamiento del antiveneno) con 5ml de tampdn de bloqueo (0.1M Tris-HCI, pH 8.0) en la
noria a 4°C durante toda la noche. Se lavd la columna alternando pH alto y pH bajo, usando 3
voliumenes de columna de tampdn acetato 0.1M (NaCl 0.5M, pH 4-5) y 3 voliumenes de
columna Tris-HCIl 0.1M (pH 8.5) durante 6 ciclos. Para guardar la matriz hasta su uso, se lavo
con 4 volimenes de columna de PBS (Phosphate Bicarbonate Solution) y se guardd en
PBS+20% etanol.

Ensayo de inmunoafinidad

A partir de la matriz de inmunoafinidad generada se prepararon columnas con la matriz
equivalente a 5 mg de anticuerpo acoplado, esto corresponderia a 315ul de la matriz de
partida. Se afiadieron 0.1 mg (6 0.05-0.075-0.15 mg en el ensayo de concentracion
dependiente) del veneno de B. irregularis adulto o neonato, resuspendido en PBS y se incubd
en la noria durante 4 horas a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se recogieron
fracciones de no retenido y eluido. Para la fraccién acufiada “fraccidn de no retenido”,se lavd
la columna con 4 volimenes de PBS y se juntaron el volumen de veneno incubado y los 2
primeros lavados de PBS, que es donde se concentran mds del 90% de las proteinas no
inmunoreconocidas. Tras lavar la columna, se eluyé con 5 volumenes de columna de tampdn
de elucién (0.1 M glicina-HCI, pH 2.0). La fraccién de eluido corresponde a los 3 volimenes de
columna iniciales de tampdén de elucién que fueron neutralizados con 10x de tampdn de
neutralizacién (1M Tris-HCI, pH 9.0). Ambas fracciones se concentraron en un sistema de
centrifugacidn a vacio Savant™ SpeedVac™(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA USA) hasta
un volumen de 40ul, que es el volumen maximo que permite cargar el sistema automatico del
HPLC. Tanto las fracciones no retenida como retenida, asi como 100ug del veneno total se
analizaron por HPLC de fase reversa usando un cromatégrafo Agilent LC 1100 High Pressure
Gradient System (Santa Clara, CA, USA) equipado con una columna Discovery” BIO Wide Pore
Cis (15 cm x 2.1 mm, con un tamafio de particula de 3 pm y un tamafio de poro de 300 A), un
detector DAD y un micro-auto-muestreador. El flujo se establecié en 0.4ml/min con un
gradiente de concentracion lineal de 0.1% TFA en agua MilliQ” (Merck-Millipore, Darmstadt,
Alemania) (solucién A) y de 0.1% TFA en acetonitrilo (solucion B), isocratica (5% B) durante 1
min, seguida por 5-25% B durante 5 min, 25-45% B durante 35 min, y 45-70% B durante 5 min.
La deteccidn proteica se monitorizd a 215 nm y a 400 nm como longitud de onda de referencia
(Plaetal, 2017).

En paralelo a la columna de afinidad se realizd un control donde se utilizé6 la matriz sin
anticuerpo unido, incubando con 0.1 mg de veneno. De este modo se pueden descartar
posibles uniones inespecificas.

3.2.2 Western-Blot.

Electroforesis

Las fracciones del veneno fueron analizadas en geles de poliacrilamida del 12% y del 14%, en
condiciones no reductoras, mediante una electroforesis (SDS-PAGE). Previamente a cargar las
muestras, se les afiadié el tampdn de carga concentrado al 4X y las muestras fueron calentadas
a 100°C durante 5 minutos. La electroforesis se realizé en un sistema “protein Electophoresis
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System” de BioRad a un voltaje de 80V mientras la muestra avanzaba en el gel de apilamiento
y se subié a 120V en el de resolucién.

Tampodn de electroforesis: 25mM Tris + 0.2M glicina + 0.1% SDS.

Tampodn de carga: 1.250ml Tris 1M pH 6.8 + 5ml glicerol + 2ml SDS 20% + 0.8ml azul de
bromofenol al 1% + 0.450ml agua; volumen total de 9.5ml.

Transferencia a membrana
La transferencia se realizd6 a una membrana de PVDF (polimero de polivinildenedifloride) de

Amersham™ Hybond™ 0.45um (ref: 10600023) empleando un sistema semi-seco, por lo que
hubo que activar la membrana con metanol. Se aplicé un voltaje de 200 mA durante dos horas.
El bloqueo de los sitios reactivos de la membrana se realizdé con leche desnatada al 5% en PBS
a 4°C toda la noche. La incubacidn con el antiveneno hecho contra veneno de Boiga irregularis
se hizo a una dilucion 1:700 (en volumen) en leche desnatada al 5% en PBS, durante una hora a
37°C. Tras la incubacion se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno de Tween 0.1% en PBS y
seguidamente se incubaron las membranas con 1:1000 (en volumen) del anticuerpo
secundario anti-lgGs de conejo (hecho en cabra) (A6154, Sigma Aldrich®) que lleva unido la
enzima HRP (peroxidasa de rdabano picante) durante 2 horas a temperatura ambiente.
Previamente a la inmunodeteccion las membranas se lavaron de nuevo con 3 lavados de 5
minutos cada uno con Tween 0.1% en PBS y dos lavados de 5 minutos con PBS.

Como tampdn de transferencia se utilizd 25mM Tris + 0.2M glicina + 0.1% SDS + 20% metanol.

Inmunodeteccion

La reaccién de quimioluminiscencia se realizé utilizando el sistema Lumi-Light Western Blotting
Substrate de Roche™ (ref: 12015200001), donde el anticuerpo secundario que lleva unido la
enzima HRP cataliza la oxidacidn del sustrato Luminol, en presencia de perdxido de hidrégeno,
generando luz. El revelado y analisis de la sefial luminiscente se realizd mediante el sistema
LAS 3000 (Fujifilm).

3.2.3. Identificacion de las proteinas del veneno por espectrometria de masas (venémica).

Para el andlisis de las masas moleculares de las proteinas no inmunoreconocidas por el
anticuerpo de B. irregularis se utilizd un espectrometro de masas hibrido de configuracion
nano UPLC-ESI-QTOF (nano-Acquity Ultra Performance Liquid Cromatography acoplado a un
espectrometro de masas SYNAPT G2 High Definition Mass Spectrometry System de Waters
Corporation). La columna que se utilizé en la cromatografia fue una BEH130 de 100um x
100mm con un tamafio de particula de 1.7um, trabajando a un flujo de 0.6ul/min y eluyendo
con un gradiente lineal de 0.1% de acido férmico en agua (solucion A) y 0.1% de acido férmico
en acetonitrilo (Solucion B), isocraticamente 1% B durante 1 min, seguido de 1%-12% B
durante 1 min, 12%—40% B durante 15 min y 40%—85% B durante 2 min. La interpretacion de
los espectros de masas se realiza con el software MassLynx de Waters Corporation.
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4, Resultados

4.1. Antecedentes.

Previamente, en el laboratorio de Vendmica estructural y funcional de proteinas, se habia
generado un antiveneno experimental frente a B. irregularis. Para ello se utilizé el veneno de
B. irregularis adulto para inmunizar conejos. A lo largo de 8 semanas se inyectd a los conejos 6
dosis de veneno; las dos primeras junto con un coadyuvante, las cuatro restantes Unicamente
veneno. Para obtener la fraccidon de inmunoglobulinas, se extrajo sangre a los conejos, se dejé
coagular y se recuperd el suero (sobrenadante). El suero se precipitd con sulfato de amonio (1
volumen por 1 volumen de suero). Posteriormente se centrifugd y se recogid el precipitado,
que fue redisuelto y dializado frente a tampdn fosfato (5mM pH 7.0; NaCl 40mM). Se realizd
una cromatografia en DEAE-Sepharosa, eluyendo con un gradiente de NaCl en tampdn fosfato.
El pico mayoritario obtenido corresponde a las inmunoglobulinas de conejo purificadas.

4.2. Caracterizacidon del antiveneno hecho en conejo frente al veneno de Boiga irregularis
adulto.

En primer lugar, comprobamos que el antiveneno generado era capaz de reconocer el veneno
de Boiga irregularis adulto, veneno que se habia utilizado en la inmunizacién. Para ello, se
realizd el ensayo de inmunoafinidad incubando 100 ug de veneno de Boiga irregularis adulto
en la columna que tenia unido el antiveneno y se analizaron por RP-HPLC (cromatografia
liguida de alta resolucién de fase reversa) las fracciones de retenido y no retenido que se
compararon frente al veneno total.
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Figura 6: Ensayo de inmunoafinidad CNBr AVBi vs Boiga irregularis adulto. Panel A: identificacion de las proteinas
de cada fraccion de veneno total 0.1mg. Panel B: fraccion de proteinas que han sido inmunoreconocidas
(retenido) en 0.1mg de veneno. Panel C: porcentaje de la fraccion de proteinas no inmunoreconocidas (no
retenido) en 0.1mg de veneno. Abreviaturas. 3FTX: three finger toxins. PIII-SVMP: snake venom
metalloproteinase de tipo lll. CRISP: cysteine-rich secretory protein.

Como podemos observar en el panel B de la Figura 6, el antiveneno reconocié en gran medida
el veneno de Boiga irregularis adulto. Para poder determinar la cantidad de veneno que habia
sido reconocido y no reconocido, se cuantificaron las fracciones respecto al veneno total. Para
realizar la cuantificacidn, se debe seleccionar separadamente cada pico y trazar una linea base
desde su inicio a su final, tal y como muestra la Figura 7, de forma que el area debajo de la
curva sea proporcional a la cantidad de proteina contenida en el pico.
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Figura 7: Ejemplo de cdmo seleccionar los picos del veneno de B. irregularis adulto 0.1mg para su cuantificacién.

Tal y como se puede observar en la Figura 6, la mayoria de proteinas aparecen en la fraccién
retenida exceptuando un porcentaje de los picos correspondientes a las 3FTx (5-12) que

aparece también en el no retenido.

En paralelo al ensayo con la columna de afinidad, se llevé a cabo el control de matriz no
funcionalizada para comprobar que toda la proteina que retenia el AV era efectivamente
inmunoreconocida por él y no a que se quedaba retenida debido a uniones inespecificas con la

matriz.
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Figura 8: Ensayo de inmunoafinidad CNBr Control matriz vs Boiga irregularis adulto. Panel A: veneno total 0.1mg.
Panel B: fraccion de proteinas que han sido retenidas por la matriz de 0.1mg de veneno y sus porcentajes. Panel
C: fraccién de proteinas no retenidas de 0.1mg de veneno. Abreviaturas. 3FTX: three finger toxins. PIII-SVMP:
snake venom metalloproteinase de tipo lll. CRISP: cysteine-rich secretory protein.

Como se puede observar en la Figura 8, panel C, todos los picos aparecen en el no retenido,
exceptuando una pequefia cantidad de los picos 9, 10 y 11 que se unieron inespecificamente a
la matriz (Figura 8, panel B).

En este tipo de ensayo, comparamos las fracciones retenida y no retenida respecto al veneno
total (y posteriormente se ajustaron los datos respecto a la suma de retenido + no retenido), el
cual no ha sufrido ningun tipo de manipulaciéon, mientras que a lo largo del ensayo de
inmunoafinidad las fracciones han podido sufrir pérdidas, de ahi que observemos una menor
cantidad del veneno obtenido en las fracciones respecto al veneno total. Aun teniendo en
cuenta esto, en la Figura 6 puede observarse que los picos 13, 15, 16 y 17 (que corresponden a
las metaloproteasas) aparecen en la fracciéon retenida pero en menor cantidad respecto al
veneno total que otras fracciones. Esto lleva a preguntarnos si estas fracciones han podido ser
degradadas durante el proceso o puedan haber precipitado. Como observamos en el control
Matriz (Figura 8, panel C), estas mismas fracciones aparecen en proporciones adecuadas en el
no retenido, por lo que no se han degradado ni precipitado durante el desarrollo del ensayo.
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Esto sugiere que lo que esté ocurriendo es que se produce una fuerte unién de las proteinas al
AV de forma que no pueden ser eluidas con el tampdn de elucién (Figura 6, panel B).

Para comprobar esta hipétesis se llevé a cabo un ensayo de Western-Blot que nos permite
también observar la inmunoreactividad de un anticuerpo frente a proteinas. Para ello, las
fracciones resultantes de la separacién de 0.2 mg de veneno mediante RP-HPLC se analizaron
separadamente por SDS-PAGE (Figura 10) y Western-Blot (Figura 11). Como puede
comprobarse en la Figura 10, las fracciones 8, 9 10, 11, 12, 15, 16 y 17 son las que presentaban
un componente proteico detectable por Coomassie.
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Figura 9: Cromatograma del veneno de B. irregularis adulto 0.2mg. Abreviaturas. 3FTX: three finger toxins. PllI-
SVMP: snake venom metalloproteinase de tipo lll. CRISP: cysteine-rich secretory protein.
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Figura 10: Analisis mediante SDS-PAGE de las fracciones cromatograficas separadas en la Figura
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Figura 11: Analisis mediante Western-Blot de las fracciones cromatograficas separadas en la Figura 9.
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Tal y como se observa en la Figura 11, el anticuerpo contra el veneno de B. irregularis reconoce
fuertemente a las metaloproteasas que se encuentran en las fracciones 15-17 confirmando la
fuerte unidn del antiveneno a epitopos de estas proteinas lo que explicaria la dificil elucion de
la columna de inmunoafinidad.

La Figura 12 muestra un ensayo de antivendmica utilizando veneno de neonato de B.
irregularis, con resultados similares a los obtenidos para el veneno de adulto (Figura 6).
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Figura 12: Ensayo de inmunoafinidad CNBr AVBi vs Boiga irregularis neonato. Panel A: veneno total 0.1mg. Panel
B: fraccidn de proteinas inmunoreconocidas. Panel C: porcentaje de la fraccion de proteinas no
inmunoreconocidas. Abreviaturas. 3FTX: three finger toxins. PIlI-SVMP: snake venom metalloproteinase de tipo
11l. CRISP: cysteine-rich secretory protein.

20



Al igual que se hizo con el ensayo de inmunoafinidad con veneno de B. irregularis adulto, se
realizd en paralelo un control de matriz sin el AV unido (Figura 13) para descartar uniones
inespecificas.
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Figura 13: Ensayo de inmunoafinidad CNBr Control Matriz vs Boiga irregularis neonato. Panel A: veneno total
0.1mg. Panel B: fraccion de proteinas retenidas. Panel C: fraccion de proteinas no retenidas. Abreviaturas. 3FTX:
three finger toxins. PIII-SVMP: snake venom metalloproteinase de tipo lll. CRISP: cysteine-rich secretory protein.

Los resultados mostrados en la Figura 12, muestran que el antiveneno generado frente a B.
irregularis adulto es capaz de reconocer las proteinas del veneno del neonato con idéntica
eficiencia que las del veneno de adulto. Es destacable que, igual que ocurria en el ensayo de
antivendmica con veneno de adulto (Figura 6, panel C), también las proteinas de las fracciones
15-17 fueron pobremente recuperadas (Figura 12, panel C). Esto nos llevé a pensar en dos
posibles explicaciones: o bien el AV no reconocia bien esas proteinas, o bien los anticuerpos
generados frente a esas proteinas estaban saturados y ya no podian reconocer mas cantidad
de proteina. Realizamos una serie de ensayos con concentraciones crecientes (0.05-0.075-0.1-
0.15 mg) de veneno. Los resultados, Figuras 14 y 15, mostraron que la baja eficiencia de
recuperacion de las fracciones 15-17 y 22, debe explicarse por la gran afinidad de la
interaccion de estas fracciones con el anticuerpo inmovilizado.
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Figura 14: Fracciones inmunoreconocidas en ensayos de inmunoafinidad de CNBr AVBi vs concentraciones
crecientes de veneno de B. irregularis: 0.05 mg (Panel A), 0.075 (Panel B), 0.1 (Panel C), y 0.15 (Panel D).
Abreviaturas. 3FTX: three finger toxins. CRISP: cysteine-rich secretory protein.
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Figura 15: Fracciones no inmunoreconocidas en el ensayo de inmunoafinidad de CNBr AVBi vs concentraciones
crecientes de veneno de B. irregularis: 0.05 mg (Panel A), 0.075 (Panel B), 0.1 (Panel C), y 0.15 (Panel D).
Abreviaturas. 3FTX: three finger toxins. CRISP: cysteine-rich secretory protein.
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La identificacidon de las proteinas no inmunoreconocidas en la columna de inmunoafinidad se
realizd mediante espectrometria de masas de los picos cromatogréficos de la fracciéon no
retenida en la columna de afinidad (Figura 16, Tabla 2). La concentracién 0.1mg no se analizd y
las de 0.050mg y 0.075mg no mostraron ninguna coincidencia de sus masas con las proteinas
identificadas en el laboratorio (en trabajos previos). Por ello en la Figura 16 y Tabla 2 se
muestra la concentracion de 0.15mg
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Figura 16: Picos de la fraccion no inmunoreconocida del veneno de B. irregularis neonato 0.150mg que fueron
analizados por espectrometria de masas. Abreviaturas. 3FTX: three finger toxins.

Tabla 2: Identificacion de las proteinas contenidas en los picos de la Figura 16 analizados por espectrometria de
masas. Para cada proteina se determind la relacién masa/carga y la carga del pico monoisotépico y la masa total
de la proteina sin reducir. Se calculé la masa de las proteinas reducidas para identificarlas mediante comparacion
con una base de datos de secuencias deducidas de un analisis del transcriptoma de la glandula del veneno de un
adulto de B. irregularis (datos no publicados).

. M reducida
., m/z M nativa e
Fraccion monoisotépica | 2 |experimental calculada Identificacidon
P P (+10 Da)
BIN150_7 1378,6 6 8265,7 8275,7 Variante de three-finger toxin 8 [Boiga irregularis]
1373,9 6 8237,6 8247,6 pdb|2H7Z|A Chain A, Crystal Structure Of Irditoxin
BIN150_8
1378,6 6 8265,6 8275,6 Variante de three-finger toxin 8 [Boiga irregularis]
1171,5 7 8193,6 8203,6 Variante de three-finger toxin 8 [Boiga irregularis]
BIN150_9 1173,9 7 8210,6 8220,6 Variante de three-finger toxin 8 [Boiga irregularis]
1177,9 7 8238,5 8248,5 Variante de three-finger toxin 7 [Boiga irregularis]
1366,6 6 8193,6 8203,6 Variante de three-finger toxin 8 [Boiga irregularis]
BIN150_10
1374,1 6 8238,5 8248,5 Variante de three-finger toxin 7 [Boiga irregularis]
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1171,5 8193,6 8203,6 Variante de three-finger toxin 8 [Boiga irregularis]
1177,8 8367,6 8247,6 pdb|2H7Z|A Chain A, Crystal Structure Of Irditoxin
BIN150_11 1228,4 9819,5 9829,5 ANN23941.1 three finger toxin 5 [Boiga irregularis]
1231,1 9840,5 9850,5 ANN23940.1 three finger toxin 4 [Boiga irregularis]
1247,1 9968,5 9978,5 ANN23940.1 three finger toxin 4 [Boiga irregularis]
1366,6 8193,5 8203,5 Variante de three-finger toxin 8 [Boiga irregularis]
BIN150_12 1373,9 8237,6 8247,6 pdb|2H7Z| A Chain A, Crystal Structure Of Irditoxin
1425,8 9973,5 9983,5 ANN23939.1 three finger toxin 3 [Boiga irregularis]
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4.3. Caracterizacion de la paraespecificidad del antiveneno de Boiga irregularis adulto frente
a eldpidos.

Una vez se comprobd que el veneno hecho frente a B. irregularis adulto era capaz de
reconocer tanto el veneno de la especie adulta como el de neonato, se quiso profundizar mas
para establecer si existia cierta homologia inmunolégica entre las familias de proteinas del
veneno de colubridos y elapidos. Para ello, se realizé un ensayo de inmunoafinidad del
antiveneno frente a los venenos de tres especies de eldpidos: Naja haje Egipto, Naja
melanoleuca Uganda y Naja annulifera. Como se ha hecho a lo largo de todo este trabajo, se
llevaron a cabo ademas controles de la matriz en paralelo para cada uno de los venenos.
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Figura 17: Ensayo de inmunoafinidad CNBr AVBi vs Naja haje Egipto. Panel A: veneno total 0.1mg. Panel B:
fraccion de proteinas que han sido inmunoreconocidas en 0.1mg de veneno. Panel C: fraccidon de proteinas no
inmunoreconocidas en 0.1mg de veneno. Abreviaturas. 3FTX: three finger toxins. PIII-SVMP: snake venom
metalloproteinase de tipo lll. CRISP: cysteine-rich secretory protein. LAAO: L-amino acidoxidase.
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Figura 18: Ensayo de inmunoafinidad CNBr Control Matriz vs Naja haje Egipto. Panel A: veneno total 0.1mg.
Panel B: fraccion de proteinas que han sido inmunoreconocidas en 0.1mg de veneno. Panel C: fraccion de
proteinas no inmunoreconocidas en 0.1mg de veneno. Abreviaturas. 3FTX: three finger toxins. PIII-SVMP: snake
venom metalloproteinase de tipo Ill. CRISP: cysteine-rich secretory protein. LAAO: L-amino acidoxidase.

Como se puede observar en la Figura 17 panel B, el antiveneno de B. irregularis muestra un
porcentaje de reconocimiento frente a dos fracciones del veneno de Naja haje Egipto. Pero
estas dos fracciones se encuentran en la parte del veneno que corresponde a las
metaloproteasas y CRISPs, quedando asi las 3FTx sin ser inmunoreconocidas. Ademas, en la
Figura 17 panel C, se observa un porcentaje de metaloproteasas y LAAo no reconocidas que al
compararlo con la fraccidn no retenida en el control matriz, podemos determinar que si que
hay cierta cantidad de proteina reconocida que no ha eluido debido a su fuerte unién con la
matriz.
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Figura 19: Ensayo de inmunoafinidad CNBr AVBi vs Naja melanoleuca Uganda. Panel A: veneno total 0.1mg. Panel
B: fraccion de proteinas inmunoreconocidas en 0.lmg de veneno. Panel C: fraccion de proteinas no
inmunoreconocidas en 0.1mg de veneno. Abreviaturas. 3FTX: three finger toxins. PLA,: phospholipase A,. PIIl-
SVMP: snake venom metalloproteinase de tipo Ill. CRISP: cysteine-rich secretory protein. LAAO: L-amino
acidoxidase. VNGF: venom neural growth factor.
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Figura 20: Ensayo de inmunoafinidad CNBr Control Matriz vs Naja melanoleuca Uganda. Panel A: veneno total

0.1mg. Panel B: fraccidn de proteinas inmunoreconocidas en 0.1mg de veneno. Panel C: fraccion de proteinas no
inmunoreconocidas en 0.1mg de veneno. Abreviaturas. 3FTX: three finger toxins. PLA,: phospholipase A,. PIIl-
SVMP: snake venom metalloproteinase de tipo Ill. CRISP: cysteine-rich secretory protein. LAAO: L-amino
acidoxidase. VNGF: venom neural growth factor.

Como se puede observar en la Figura 19 panel B y C, el antiveneno hecho frente a B. irregularis
muestra diferentes porcentajes de reconocimiento en la fraccién del veneno de Naja
melanoleuca Uganda que corresponderia a las metaloproteasas y LAAO, fosfolipasas y VNGFs y
CRISPs. Solo se observa un porcentaje de inmunoreconocimiento del 1% en un pico de 3FTx.
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Figura 21: Ensayo de inmunoafinidad CNBr AVBi vs Naja annulifera. Panel A: veneno total 0.1mg. Panel B:
fraccion de proteinas inmunoreconocidas en 0.lmg de veneno. Panel C: fraccion de proteinas no
inmunoreconocidas en 0.1mg de veneno. Abreviaturas. 3FTX: three finger toxins. PLA,: phospholipase A,. Plll-
SVMP: snake venom metalloproteinase de tipo Ill. CRISP: cysteine-rich secretory protein. LAAO: L-amino
acidoxidase. PDE fosfodiesterasa.
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Figura 22: Ensayo de inmunoafinidad CNBr Control Matriz vs Naja annulifera. Panel A: veneno total 0.1mg. Panel
B: fraccion de proteinas inmunoreconocidas en 0.lmg de veneno. Panel C: fraccion de proteinas no
inmunoreconocidas en 0.1mg de veneno. Abreviaturas. 3FTX: three finger toxins. PLA,: phospholipase A,. Plll-
SVMP: snake venom metalloproteinase de tipo Ill. CRISP: cysteine-rich secretory protein. LAAO: L-amino
acidoxidase. PDE fosfodiesterasa.

En la Figura 21 panel By C, se puede observar que el antiveneno de B. irregularis reconoce dos
de los picos que corresponden a metaloproteasas y CRISPs del veneno de Naja annulifera.
También muestra un cierto reconocimiento frente a la fraccion de metaloproteasas, LAAO y
fosfodiesterasas. Sin embargo, la fraccién de 3FTx no fue inmunoreconocida en su totalidad
por el antiveneno pero si se reconocié un pico que eluye alrededor del minuto 20.
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5. Discusion.

El veneno, en general, y el de serpientes en particular, representa un cardcter multigénico
adaptativo, cuya composicion estd sujeta a cambios geograficos, individuales, e incluso
ontogenéticos. Por ejemplo, en el caso de Crotalus simus simus, el veneno de neonato y juvenil
contiene gran cantidad de crotoxina (una PLA, heterodimérica neurotdxica) y una baja
concentracién de SVMPs, siendo por tanto un veneno neurotéxico. Por el contrario, la especie
adulta muestra un alto contenido en SVMPs y su veneno es hemorragico (Durban et al., 2013).
En el caso de Boiga irregularis, se ha descrito que el veneno de individuos adultos tiene un
mayor contenido proteico respecto al veneno de individuos neonatos o juveniles (Mackessy et
al., 2006). En este trabajo hemos observado que no existen cambios significativos en el
reconocimiento inmunoldgico de un antiveneno desarrollado contra las toxinas de veneno de
individuos adultos cuando lo enfrentamos al veneno de adulto y de neonato (Figura 6 y Figura
12, Paneles B). Por tanto, se puede concluir diciendo que los individuos adulto y neonato de B.
irreqgularis muestran el mismo perfil inmunogénico.

Por otra parte, se conoce que hay ciertas proteinas que son menos inmunogénicas y por tanto
generar una menor respuesta del sistema inmune (Calvete, 2010). En este trabajo se ha
comprobado que sucede algo similar con las 3FTx de B. irregularis, ya que a una determinada
concentracién de veneno, algunas toxinas las encontramos en la fracciébn no
inmunoreconocida (Figura 16). Llegados a este punto cabria plantearse dos posibles hipétesis
gue intenten explicar este hecho. O bien estas proteinas son menos inmunogénicas que otras
toxinas del veneno y eluyen porque los anticuerpos que las reconocen se encuentran
saturados; o bien se trata de proteinas minoritarias que no originan respuesta del sistema
inmune. En cualquier caso, se identificaron estas proteinas (Tabla 2) comparando sus masas
obtenidas mediantes espectrometria de masas frente a un listado de todas las proteinas del
veneno de B. irregularis del cual se disponia en el laboratorio (datos no publicados).

En cuanto a la caracterizacién de la paraespecificidad del antiveneno de B. irregularis frente a
elapidos, se ha visto en este trabajo (Figuras 17, 19, 21, Paneles B) que el antiveneno no es
capaz de reconocer las 3FTx de elapidos. Esto se debe a la existencia de variabilidad intra- e
inter-especie dentro de una misma familia de proteinas, tal y como se describié en las 3FTx al
analizar el transcriptoma de seis especies diferentes de Micrurus (Aird et al., 2017).

Como conclusién, podemos afirmar que la generacién de un nuevo antiveneno no debe
basarse en la filogenia o en la composicion de las familias de proteinas para generar un
antiveneno. Es necesario remarcar la importancia de caracterizar muy bien la composicion de
los venenos y estudiar su reactividad cruzada, puesto que la evolucion juega un papel crucial a
la hora de establecer diferencias entre los venenos.
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