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HUEVOS, CONTRA EL VENENO DE LA SERPIENTE PERUANA
Bothrops atrox

Julio C. Mendoza'?, Dan Vivas'?, Edith Rodriguez'®, Rosio Inga'®, Gustavo Sandoval'®,
Fanny Lazo'°, Armando Yarlequé'<

RESUMEN

Objetivos. Desarrollar un protocolo de inmunizacién para producir inmunoglobulinas IgY de origen aviar contra el veneno
de la serpiente peruana Bothrops atrox y evaluar la capacidad neutralizante. Materiales y métodos. Se inmunizaron
seis gallinas de postura de la raza hy line brown con 500 pg/dosis de veneno de B. atrox en un periodo de dos meses.
Cada semana, los huevos fueron colectados para el aislamiento de inmunoglobulinas IgY a partir de la yema, usando dos
pasos consecutivos con acido caprilico y sulfato de amonio. La deteccion de anticuerpos se realizé por inmunodifusion
doble mientras que el titulo y reactividad cruzada se determinaron por las técnicas de ELISA 'y Western blot. El calculo
de DL,, y de la DE,; del antiveneno IgY producido se realizé utilizando el método de Probits. Resultados. La masa de
anticuerpos aislados fue de 8,5 + 1,35 mg de IgY/mL de yema. Asimismo, la DE, del antiveneno aviar fue calculada en 575
uL de antiveneno/mg de veneno. Adicionalmente, los ensayos de reactividad cruzada mostraron que el veneno de B. atrox
comparte mas epitopes comunes con el veneno de B. brazili (47%) que con otros veneno del mismo género, en tanto que
los venenos de Lachesis muta (19%) y Crotalus durissus (12%) mostraron una baja reactividad cruzada. Conclusiones.
Se ha obtenido IgY purificada contra el veneno de B. atrox con capacidad neutralizante y se ha demostrado su utilidad
como herramienta inmunoanalitica para evaluar la reactividad cruzada con venenos de otras especies.

Palabras clave: Venenos de serpiente; Antivenenos; Neutralizacién; Bothrops atrox (fuente: DeCS BIREME).

EXPERIMENTAL EFFICACY OF IgY ANTIBODIES PRODUCED IN EGGS
AGAINST THE VENOM OF THE PERUVIAN SNAKE Bothrops atrox

ABSTRACT

Objectives. To develop an immunization protocol in order to produce avian IgY immunoglobulins against Bothrops atrox
Peruvian snake venom and to evaluate its neutralizing capacity. Materials and methods. Six Hy Line Brown hens were
immunized each two weeks using 500ug/doses of B. atrox venom in a period of two months. Each week, eggs were
collected for IgY isolation from yolk using two consecutive steps with caprilic acid and ammonium sulfate. Detection of IgY
anti-B. atrox were performed by double immunodiffusion, whereas title and cross-reactivity were analyzed using ELISA
and Western Blot technics, respectively. Furthermore, letal dose (DL, ) and Medium Effective Dose (DE, ) were obtained
by Probit analysis. Results. As a result of this protocol, chicken IgY’s were obtained in a concentration of 8,5 + 1,35
mg/yolk mL. DE; from avian antivenom was 575 pL/venom mg. Cross-reactivity studies showed Bothrops atrox venom
share more commom epitopes with Bothrops brazili (47%) than others Bothrops venoms showing Lachesis muta (19%)
and Crotalus durissus (12%) venoms a low crossing reactivity, instead. Conclusions. Using this procedure, we could
purify chicken IgY with a neutralizant capacity of B. atrox venom which is comparable to the antivenom of equine origin
and demonstrate its capacity as a immunoanalitical tool to evaluate the cross reactivity with others peruvian snakes.

Key words: Snake venoms; Antivenins; Neutralization; Bothrops atrox (source: MeSH NLM).

ARTICULO ORIGINAL

EFICACIA EXPERIMENTAL DE ANTICUERPOS IgY PRODUCIDOS EN

INTRODUCCION

En el Perq, la “jergdbn” Bothrops atrox es la serpiente
responsable de la mayoria de accidentes en la selva,
con un 88 a 92% de todos los casos descritos (" su
mordedura desencadena un cuadro clinico muy
complejo con efectos locales y sistémicos que se

manifiestan mientras no se suministre tratamiento
especifico.

Los efectos letales del veneno y el desequilibrio
hemostético producidos, son neutralizados y restablecidos
respectivamente por el antiveneno producido en caballos,
el cual contiene inmunoglobulinas G. Existe, sin
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embargo, el riesgo latente de que el paciente sufra
reacciones anafilacticas o anafiloctoides debido al
inmunosuero @,

Desde hace dos décadas se iniciaron los trabajos para
poner en marcha la tecnologia inmunoglobulina Y (IgY)
basada en la concentracién de dichos anticuerpos en
la yema de huevo de gallinas inmunizadas. Las IgY no
se unen a receptores de la regién Fc de las cadenas
pesadas en las inmunoglobulinas, no muestran
reacciones cruzadas con factores reumatoideos que
ocasionan falsos positivos en ensayos de ELISA v,
sobre todo, no activan el sistema de complemento,
ademas de su menor costo de produccién y alto
rendimiento sin usarse métodos invasivos para su
obtencion ©.

La preparacion de antivenenos basada en anticuerpos
IgY extraidos de yema de huevo de gallinas se inici6 en
la década del 1990 con la publicacién de los trabajos
de Thalley y Carroll ®, quienes inmunizaron gallinas de
postura con veneno de la cascabel diamante del oeste de
EE. UU. (Crotalus atrox) y del escorpion amarillo (Leiurus
quinquestriatus hebraeus). Sus resultados mostraron que
los antivenenos aviares purificados por afinidad a partir
de yema de huevo poseen capacidad protectora del
100% contra el envenenamiento experimental y son utiles
en la deteccion de reactividad cruzada con otros venenos
sobre membranas de nitrocelulosa sugiriendo que dicha
fuente de anticuerpos es una buena alternativa al uso
de anticuerpos de origen mamifero. De esta manera se
han desarrollado antivenenos aviares contra los venenos
de las serpientes de los géneros Bothrops y Crotalus ©),
asi como también serpientes de importancia en la India
como Daboia russelii ®, Echis carinatus , Naja naja
y Bungarus caeruleus ®, de los géneros Bitis y Naja ©
y otros vipéridos . Es importante sefialar el uso de
estos anticuerpos IgY en el desarrollo de herramientas
inmunoanaliticas para la deteccion de veneno de Naja
naja naja en muestras de origen forense (.

Es por ello que se ha desarrollado la presente
investigacion que aporta los primeros datos en el
pais sobre la efectividad del antiveneno basado en
tecnologia 1gY, se ha determinando su dosis efectiva
(DE,,) y el uso de anticuerpos aviares como herramienta
inmunoanalitica en estudios de reactividad cruzada con
venenos peruanos.

MATERIALES Y METODOS
Se realiz6 una investigacion experimental de

neutralizacion de veneno de Bothrops. Los venenos
liofilizados de serpientes peruanas (Bothrops atrox 7,
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Bothrops barnetti 4, Bothrops brazili 6, Bothrops pictus
2, Lachesis muta 2 y Crotalus durisus 2) proceden de
ejemplares mantenidos en cautiverio en el serpentario
“‘Oswaldo Meneses” del Museo de Historia Natural
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
Cada veneno fue pesado y diluido en solucion
salina o amortiguador Tris-HCI 0,05 M, pH 7,4 a una
concentracion de 30 mg/mL y mantenido a - 20 °C.

Para la experimentacion, se utilizaron seis gallinas de
postura de raza hy line brown de veinte semanas de
edad y 1,5 kg de peso, mantenidas bajo condiciones de
alimento y peso controlados. Los huevos obtenidos cada
semana en la postura de las gallinas fueron rotulados y
mantenidos a 4 °C hasta su procesamiento.

ENSAYOS DE LETALIDAD

Se utilizaron ratones albinos machos (cepa Balb-C)
de 18 a 20 g, los cuales fueron inoculados por via
intraperitoneal con distintas diluciones de veneno de B.
atrox, se us6 solucion salina como control. Cada grupo
de cinco ratones fue observado durante 48 horas y se
fue anotando el numero de muertes. El calculo de la
dosis letal media (DL,;) se realizo utilizando el método
de Probits (12,

Se realizd el analisis electroforético en PAGE-SDS
(Poliacrylamide gel Electrophoresis), siguiendo la
metodologia de Laemmli, 1970 (3. Las muestras de
veneno y antiveneno fueron colocadas en los geles de
poliacrilamida (12 y 10% respectivamente).

La cuantificacion de proteinas se realizé midiendo la
absorbancia de luz UV a 280 nm en un espectrofotometro
UV visible Shimadzu (Warburg y Christian, 1941) (4
y ademas por el método de Lowry et al. (1951) (9
empleando albumina sérica bovina como proteina
estandar.

PROTOCOLO DE INMUNIZACION

Se inocularon dosis de 500 pg de veneno emulsificado
con adyuvante completo de Freund (ACF) en un volumen
de 1 mL por via intramuscular (i.m.) en cuatro puntos en
la zona pectoral de cada gallina. El primer refuerzo se
dio luego de dos semanas y el segundo refuerzo luego
de cinco semanas de iniciado el protocolo, ambos con
adyuvante incompleto de Freund (AIF). Los huevos
colectados fueron almacenados a 4 °C y el suero de
las sangrias parciales a -20 °C. Luego de dos meses
de haber culminado con el protocolo de inmunizacién,
se inocul6 un refuerzo con el mismo antigeno en AIF
para evaluar la cinética de aparicion de anticuerpos
posrefuerzo.
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AISLAMIENTO DE ANTICUERPOS DE YEMA DE HUEVO

Los anticuerpos IgY fueron aislados segun el método
adaptado descrito por Mc Laren et al. 9. Se separd la
yema y se lavo con agua destilada, luego se secé con
papel filtro para retirar restos de clara. Se diluyeron
10 mL de yema con dos volimenes de PBS pH 74 y
luego se ajustd el pH a 5 con acido acético al 60%. Se
afadi6é acido caprilico (64 pL/mL de dilucién) por goteo
y en agitacion vigorosa a una velocidad de 600 yL/min.
Se dejo en agitacion durante dos horas a temperatura
ambiente hasta que adquiri6 consistencia pastosa,
se filtro y se llevé a pH 7 con Tris 1M. Para eliminar
proteinas contaminantes sensibles al congelamiento, las
muestras fueron colocadas a -10 °C toda la noche, luego
descongeladas a temperatura ambiente y centrifugadas a
2600 g por treinta minutos. El sobrenadante fue sometido
a fraccionamiento con sulfato de amonio (0,231 g/mL de
solucién) bajo agitacion suave y constante a 4 °C por
una hora. Nuevamente se centrifugé (2600 g por 30 min)
y el pellet obtenido, con los anticuerpos aislados, fue
resuspendido en 10 mL de PBS pH 7,4 y dializado contra
el mismo.

DETECCION DE ANTICUERPOS POR
INMUNODIFUSION DOBLE

Fue realizada segun el método descrito por Ouchterlony
y Nilsson (1978) ('), La agarosa fue preparada con PBS
pH 7,4 y NaCl 1M. Se emplearon los sueros de sangrias
parciales y los extractos de IgY obtenidos semanalmente
(8,5 £ 1,35 mg/mL) a partir de yema de huevo, utilizando
como controles positivo y negativo antiveneno botrépico
producido en el Instituto Nacional de Salud (lote:
1000376) y solucion salina, respectivamente.

DETERMINACION DEL TITULO DE ANTICUERPOS

Para ello se emplearon placas de 96 pocillos las cuales
fueron cubiertas con 100 pl/pocillo de veneno de B. atrox
(0,5 pg/mL) diluido en amortiguador de cubierta (Na,CO,
0,015M; NaHCO, 0,035M; pH 9,6) durante una noche a
4 °C. Al dia siguiente, luego de tres lavados sucesivos
(NaCl 0,15 M, Tween-20 0,1%) se bloguearon las placas
por una hora a 37 °C (leche descremada 3%, Tween-20
0,1%, PBS pH 7.,4). Se aplicaron 100 pL/pocillo de
suero de gallina o extracto de yema de huevo diluidos
seriadamente con factor 0,5 desde 1/800 y se incubaron
una horaa 37 °C. Luego de lavados sucesivos, se adiciond
anti-lgY comercial (SIGMA Co.) producido en conejo,
conjugado con fosfatasa alcalina (1/4000 en amortiguador
de bloqueo) y se incubd por una hora a 37 °C. Las placas
fueron lavadas nuevamente y fue adicionado el sustrato
p-nitrofenil fosfato (100 pL/pocillo). Después de 30 min,
la reaccion fue detenida mediante la adicion de 50 uL/

pocillo de NaOH 3 M vy las lecturas de absorbancia a
405 nm se registraron en un lector de placas Titertek
Multiskan PLUS MKII. El titulo correspondi6 a la inversa
de la dilucion de extracto de yema que produjo el 50% de
la maxima absorbancia registrada.

PRUEBAS DE REACTIVIDAD CRUZADA CON OTROS
VENENOS

Se evalud la reactividad cruzada con venenos del mismo
género (B. barnetti, B. brazili, B. pictus) ademas de los
venenos de L. muta y C. durissus mediante ensayos
de ELISA (1/800 de IgY aislada) y Western blot con el
suero inmune (1/1000) o anticuerpos IgY anti-B.atrox
purificados por cromatografia de afinidad (1/400).

ENSAYO DE NEUTRALIZACION DE LA LETALIDAD

Para realizar este ensayo, se preparé el antiveneno aviar
a una concentracion de 35 mg/mL. Posteriormente, se
hicieron mezclas en proporciones de 1; 0,5 y 0,25 pyL
antiveneno/mg veneno usando una dosis reto calculada
de 3,34 DL, (200 pg de veneno). Como control positivo
y negativo se utilizaron las dosis reto y solucion salina,
respectivamente. Las mezclas fueron incubadas por
una hora a 37 °C y luego inoculadas via intraperitoneal
(0,2 mL) en grupos de cuatro ratones albinos machos de
18 a 20 g. Cada raton fue observado por 48 h y se anoto el
numero de muertes. Posteriormente, se efectud el analisis
estadistico por el método computarizado de Probits (1),
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Figura 1. Analisis electroforético en gel de poliacrilamida con
SDS (concentracion del gel 10%, condiciones no reductoras)
del extracto acuoso durante el protocolo de aislamiento de
anticuerpos IgY.

Carril 1: extracto luego del primer paso con acido caprilico.
Carril 2: extracto inicial a pH7 en el segundo paso con sulfato
de amonio. Carril 3: sobrenadante obtenido luego del proceso
de salting-out con sulfato de amonio. Carril 4: precipitado luego
del proceso de salting-out con sulfato de amonio. La flecha
indica la banda correspondiente a las inmunoglobulinas IgY.
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Figura 2. Aparicién de anticuerpos contra veneno de Bothrops en gallinas durante la inoculacion experimental.

(A) Curva de aparicion de IgY anti-B. atrox en yema de huevo (dilucion 1/800) durante el protocolo de inmunizacién. Las flechas
indican la semana de inoculaciéon de antigeno. (B) Curva de aparicion de anticuerpos IgY-anti-B. atrox posrefuerzo de gallinas
previamente sensibilizadas con el protocolo de trabajo. (¢) valores encontrados en yema. () valores encontrados en suero.

RESULTADOS
AISLAMIENTO DE IgY

La metodologia descrita proporcion6 anticuerpos con
escasos contaminantes (Figura 1). La banda principal
corresponde a las inmunoglobulinas IgY. La concentracién
proteica de cada extracto obtenido fue de 8,5+1,35 mg/mL
de yema, esto es 127,5 mg por yema. Considerando que
cada gallina puede poner como minimo cinco huevos por
semana, esto seria 2 550 mg de anticuerpos especificos
por mes obtenido de una sola gallina.

RESPUESTA INMUNOLOGICA Y TITULO

La Figura 2 muestra la cinética de aparicion de
anticuerpos durante el protocolo de inmunizacion,
lograndose titulos altos desde la sexta semana. Por otro
lado, la cinética de aparicion de anticuerpos en suero
y en yema posrefuerzo muestra la rapida respuesta
a partir de la segunda semana debido a células B de

0,7
—+— 2da Sem
0,6 —=— 3ra Sem
~ - 4ta Sem
—< 5ta Sem
'g 05 6ta Sem
2 :,\ —O- 8va Sem
g 0,4 \ —— 9na Sem
o Pre-Inmune
[72) \
Qo
< 0,3
0,2 |
0,1

25 3 3,5 4 4,5 5 55 6 6,5
Log de la dilucién
Figura 3. Perfil del titulo de anticuerpos de yema de huevo
(IgY) anti-B. atrox por ELISA indirecto.
El titulo (12800) corresponde al antilogaritmo de la dilucion de
extracto de yema que produjo el 50% de la maxima absorbancia
registrada utilizando 50 ng de antigeno ligado a la placa.
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memoria (Figura 2). El titulo méas alto obtenido fue de
12 800 a la octava semana del protocolo (Figura 3),
permaneciendo alta por cuatro semanas como minimo.

REACTIVIDAD CRUZADA

Los porcentajes de reactividad cruzada encontrados
cuando los anticuerpos anti-B. atrox fueron enfrentados
con los venenos de B. barnetti, B. brazili, B. pictus, C.
durissus 'y L. muta utilizando la técnica de ELISA fueron
37; 47; 41; 12 y 19%, respectivamente.

Cuando se enfrentaron las IgY anti B-atrox con los
venenos de serpientes del género Bothrops, Lachesis
y Crotalus sobre membranas de nitrocelulosa se
obtuvieron bandas de reactividad cruzada mas nitidas
con las IgY purificadas que con el suero hiperinmune
de gallina. El veneno de B. brazili presenta una banda
principal muy marcada, responsable de la reactividad
cruzada. En los venenos de Lachesis muta y Crotalus
durissus se han reconocido bandas de bajo peso
molecular cercanas a 14 kDa; en cambio, en el veneno
de B. pictus solo se reconocen dos bandas de ~20
y ~14kDa por los anticuerpos IgY-anti B.atrox. En
contraste, el veneno de B. barnetti presenta varias
bandas de distintos pesos reconocidas por las IgY.

NEUTRALIZACION DE LA LETALIDAD

La dosis letal media (DL,,) calculada para el veneno
de B. atrox fue de 3,33 + 0,5 pg/g ratén, cuyo valor
fue utilizado para determinar la dosis reto cuando se
inocularon 200 pg de veneno/raton (3,34 DL,)). El
antiveneno aviar tuvo una dosis efectiva media (DE,,)
de 575 pL de antiveneno/mg de veneno.

La necropsia de todos los ratones utilizados mostro
hemorragia intraperitoneal con excepcion de los
controles negativos.
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DISCUSION

Warr et al., "® informaron que los anticuerpos de gallina
muestran propiedades precipitantes solo en altas
concentraciones de sal, con un valor 6ptimo de 1,5
M de NaCl. Es asi que Mc Laren et al. "® describieron
anticuerpos IgY precipitantes para a-lactoalbumina
(14,4 kDa), de la misma manera, Kumar y Gowda ©,
en fracciones toxicas de bajo peso molecular del
veneno de Daboia russelii. En este aspecto la técnica
de inmunodifusion doble fue exitosa para evidenciar
bandas de bajo peso molecular, especialmente en
venenos procedentes de la India.

Al ser la ponzofia de B. atrox del Perd, una mezcla
de proteinas principalmente en el ambito de 55 kDa-
11 kDa (® es posible que se formen complejos precipita-
bles con NaCl 1M. La conformacion molecular de la IgY
es responsable de este fendmeno; los brazos de unién
al antigeno (Fab) podrian adquirir independencia fun-
cional, es decir, flexibilidad una de la otra, permitiendo
el entrecruzamiento con los epitopes de dos antigenos
(Ag) en el veneno completo. Segun nuestros resultados,
el método de inmunodifusion doble puede ser utilizado
para evaluar la presencia de anticuerpos IgY reactivos
al Ag de B. atrox tanto con suero como con extractos
de yema.

El método de dilucion acuosa, desarrollado por Akita y
Nakai @, es el mas simple y rapido para el aislamiento
de IgY de la yema, pero permite el coaislamiento de
varios contaminantes que reducirian la reactividad del
antiveneno. Almeida et al. ®, combinaron la precipitacion
positiva del sulfato de sodio y la precipitacion negativa
usando acido caprilico y concluyeron que el método logra
anticuerpos mejor aislados y un antiveneno mas eficiente.
En el presente trabajo se ha adaptado el método de Mc
Laren (%, que combina el tratamiento con acido caprilico
de la yema diluida y la posterior precipitacion con sulfato de
amonio, con lo que se obtiene toda la masa de anticuerpos
con pocas proteinas contaminantes (Figura 1). Los ajustes
experimentales llevados a cabo @'?? fueron confirmadas
como Optimos y necesarias por Araujo et al. @ en un
estudio sobre el desarrollo del proceso del antiveneno
botrépico basado en IgY. Con este procedimiento se logro
obtener una concentracién proteica de 8,5 + 1,35mg/
mL de yema, en concordancia con lo descrito por Ruan
et al. ®® quienes usaron la misma técnica de aislamiento
y obtuvieron 9 + 2mg/mL; asimismo, obtuvimos 127,5 mg
por yema total, lo que esté en el intervalo de 100 a 250 mg
establecido en estudios previos (159

Por otro lado, el titulo alcanzado fue de 12800 a
partir de la octava semana de iniciado el protocolo
de inmunizacion, estos valores son similares tanto
en el suero como en la yema aviares. Asimismo, se

observa la rapida aparicion de anticuerpos a las dos
semanas cuando es inyectado un refuerzo, respuesta
que puede explicarse debido a la presencia de células
B de memoria producidas en las gallinas inmunizadas
(Figura 2). Almeida et al. ® informaron titulos similares
en los antivenenos IgY contra los géneros Bothrops y
Crotalus, valores que se mantuvieron hasta 24 semanas.
Los antivenenos IgY producidos por Meenatchisundaram
et al. contra los venenos de las especies asiaticas Naja
naja y Bungarus caeruleus tuvieron titulos mayores a
10 000 hasta por 180 dias ©. En el presente trabajo,
el precipitado obtenido fue resuspendido en el mismo
volumen inicial de yema extraida (10 mL) para asi
comparar los niveles de anticuerpos tanto en suero
como en extractos de yema (Figura 2). Segun Van
Dong et al. ?¥, puede considerarse un titulo alto
para antivenenos sobre el valor de 32 000, esto es
casi tres veces mas alto que el determinado en el
presente trabajo; sin embargo, se debe considerar
la concentracion proteica de un antiveneno equino,
el cual oscila entre 51- 105 mg/mL para liofilizados o
liquidos respectivamente (2528),

Nuestros resultados indican que el veneno de B. atrox
es un buen inmundgeno, a juzgar por el porcentaje
conseguido de anticuerpos IgY especificos purificados y
detectados en este trabajo, cuyos valores fueron: 8,3%
utilizando cromatografia de afinidad cuantitativa @y 6%
por ELISA.

Sobre el uso de IgY como herramienta inmunoanalitica
en la caracterizacion de venenos, existe aln escasa
informacion, estando las publicaciones en su mayoria
orientadas a ensayos de neutralizacion de actividades
biolégicas de venenos. Los resultados de esta
investigacion muestran la reaccion cruzada entre los
venenos de B. atrox y especies del mismo género,
determinado por ELISA, siendo el veneno de B. brazili
el que presenté un mayor porcentaje (46%), resultado
que indicaria la presencia de un mayor numero
de determinantes antigénicos compartidos por los
componentes de ambos venenos, la presencia de una
banda altamente reactiva (revelada por Western blot) de
37 kDa en el veneno de B. brazili seria responsable de
este porcentaje. En el ambito de bajo peso molecular el
veneno de B. pictus muestra dos bandas reactivas de
aproximadamente ~20 kDa y ~14 kDa cuyos pesos se
encuentran en la region donde se ubican las fosfolipasas
del tipo A, en los venenos botropicos #; por otro lado,
el veneno de B. barnetti no presenté bandas reactivas
en esta region donde si son observadas bandas tenidas
dentro de su perfil electroforético, indicando que dichas
proteinas no comparten epitopes antigénicos.

Se ha demostrado por Western blot que las IgY reconocen
predominantemente bandas proteicas de bajo peso
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molecular (10-20 y 20-29 kDa) ), en cambio las IgG
reconocen de preferencia proteinas de alto peso molecular
(entre 46 y 77 kDa). En nuestro trabajo, la banda obtenida
por la crotoxina de C. durissus con IgY en este trabajo, es
mas densa y notoria que la registrada cuando se emplea
IgG anti-B.atrox producida en conejos ?®, lo que indicaria
un mejor reconocimiento de epitopes sobre crotoxina
con las IgY en estudio. En resumen, las IgY reconocen
un menor nimero de bandas de reactividad cruzada
que las descritas para IgG de conejos por Western blot
pero por ELISA la sefial de reconocimiento de epitopes
comunes fue mayor. Estos datos evidencian la ventaja de
utilizar gallinas las cuales proveen un repertorio nuevo de
anticuerpos Uutiles, abundantes y baratos.

La DL, determinada en el presente trabajo
(3,3+0,5ug/g de ratén) esta en el intervalo de
58-100 ug /ratén descrito por Segura A. et al. @9
mostrando que el veneno utilizado es un referente de
buena potencia.

La neutralizacion de la actividad letal de este veneno
fue ensayada usando razones de 1000, 500 y 250 yL
de antiveneno/veneno. Se demostro la eficiencia del
antiveneno IgY a concentracionde 35 mg/mL, conunaDE,
de 575 pL de antiveneno/mg de veneno. Es importante
mencionar la cantidad en miligramos de proteina de
antivenenos aviares y equinos para fines comparativos y
debe considerarse también que la efectividad o potencia
de un antiveneno es influenciada por algunos factores
como la pureza de las inmunoglobulinas aisladas y los
métodos utilizados para su obtencién.

Dentro de los estudios preclinicos de antivenenos
descritos en los ultimos afios, el antiveneno preparado
de origen aviar tiene una efectividad comparable con
la DE,, determinada para el antiveneno botrépico
producido por el INS de Peru: 127+ 67 uL de antiveneno/
mg de veneno utilizando una dosis reto de 4 DL, 9.

En comparacion con los resultados obtenidos para
antivenenos botrépicos de origen aviar, Almeida et al. ®
obtuvieron valores de DE,  de 592,5 uL/2 LD, utilizando
una mezcla de venenos botrdpicos, dichos valores fueron
menores en relacion a los obtenidos en el presente trabajo.

Una de las caracteristicas del antiveneno aviar es que
permite ajustar su concentracion aumentando asi su
potencia, es decir, la cantidad de veneno neutralizado
por cada mililitro de antiveneno. Segun la WHO, en
su guia de antivenenos de serpiente, la concentracion
proteica no debe exceder los 100 mg/mL, de esta manera
garantizamos que el antiveneno aviar preparado este
dentro de una concentracion normal de contenido proteico,
queda por resolver aun la concentraciéon critica de un
antiveneno aviar debido a la solubilidad del anticuerpo IgY.

74

Araujo et al. @ produjeron un antiveneno botrépico
contra venenos de cinco especies brasilefas, logrando
que el antiveneno IgY tenga una concentracion proteica
de 2,57 mg/mL de yema con una DE_; de 365 uL/2 LD,
Hay que mencionar que en la produccién de antivenenos
equinos de la region brasilefia se utilizan mezclas de
venenos botrépicos que no incluyen B. atrox debido
a que la reactividad cruzada de la mezcla con este
veneno es utilizada para neutralizar su actividad letal,
por lo tanto, estos valores de comparacion relativos son
importantes porque nos dan un indicio de la calidad del
antiveneno aviar producido.

El estudio tiene limitaciones. En la elaboracion de
antivenenos utilizando la tecnologia IgY son necesarios
estudios utilizando otros venenos de serpientes peruanas
para generar mas evidencia cientifica que garantice la
eficacia in vivo de este tipo de inmunoglobulinas, asi como
se requiere estudios relacionados con su inocuidad. Los
protocolos de inmunizacidon con venenos de serpiente
deben considerar el efecto sobre el rendimiento en la
postura ya que influye drasticamente sobre la relacion
costo/beneficio. Ademas, esta investigacion es un
modelo experimental, por lo que la eficacia neutralizante
en humanos necesita un disefio distinto para ser
confirmada.

En conclusion, se ha obtenido IgY purificada contra
el veneno de B. atrox con capacidad neutralizante
y se ha demostrado su utilidad como herramienta
inmunoanalitica para evaluar la reactividad cruzada
con venenos de otras especies. Podemos sefalar
que gracias a la tecnologia IgY desarrollada para la
presente investigacién, se pueden preparar anticuerpos
IgY que pueden ser potencialmente empleados como
antivenenos luego de la evaluaciéon que establecen las
normas internacionales.
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