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RESUMEN 

 La intoxicación por picadura de alacrán en seres humanos se debe 

principalmente a péptidos con actividad neurotóxica presentes en cantidades <5% 

dentro del veneno, actuando sobre los canales de Na+ dependientes de voltaje 

expresados en células excitables. En México, el tratamiento específico disponible 

es un antiveneno obtenido de caballos hiperinmunizados con una mezcla de 

venenos de alacranes del género Centruroides (C. limpidus, C. noxius, C. 

tecomanus y C. suffusus). 

 En el presente trabajo, se obtuvieron las fracciones tóxicas a mamíferos de 

la mezcla de venenos mediante su interacción con CM-32, dentro de éstas se 

identificaron las toxinas Cn2 y Cll1m, principales componentes tóxicos de los 

venenos de C. noxius y C. limpidus, respectivamente. Mientras que dentro de los 

componentes que no fueron afines a la resina ni tóxicos en ratones, se identificó la 

toxina Ct16, del alacrán C. tecomanus. La letalidad generada por la fracción tóxica 

fue aproximadamente 3.2 veces más potente que la del veneno completo. 

Se produjeron anticuerpos policlonales en conejos y caballos utilizando como 

inmunógeno la fracción tóxica enriquecida con la resina CM-32. Las características 

de reconocimiento y neutralización de los sueros hiperinmunes obtenidos fueron 

comparadas con las de sueros de conejos y caballos hiperinmunizados con la 

mezcla de venenos de Centruroides. Las evaluaciones in vitro de todos los sueros 

hiperinmunes revelaron que hubo reconocimiento hacia los componentes de la 

mezcla de venenos de Centruroides, y en los análisis in vivo mostraron su capacidad 

al neutralizar los síntomas de intoxicación y la letalidad generada por la mezcla de 

venenos en ratones. No obstante, la DE50 conferida por los anticuerpos producidos 

en los animales inmunizados con la fracción tóxica enriquecida con CM-32 fue 

menor que la obtenida al inmunizar con la mezcla de venenos. 

 El uso de carboximetil celulosa para separar y aislar toxinas de alacranes ha 

demostrado ser eficiente, sin embargo, al ser utilizada como parte del inmunógeno 

(con las fracciones tóxicas acopladas), los resultados obtenidos fueron inferiores a 

los que se obtienen utilizando la mezcla de venenos de Centruroides.  
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ABSTRACT 

Scorpion sting poisoning in humans is mainly due by peptides with neurotoxic 

activity present in amounts <5% within the venom, acting on voltage-gated Na+ 

channels expressed in excitable cells. In Mexico, the specific treatment available is 

an antivenom obtained from hyperimmunized horses with a mixture of venoms from 

scorpions of the genus Centruroides (C. limpidus, C. noxius, C. tecomanus and C. 

suffusus). 

In the present work, the mammalian toxic fractions of the venom mixture were 

obtained through its interaction with CM-32, within these the toxins Cn2 and Cll1m 

were identified, they are the main toxic components in the venoms of C. noxius and 

C. limpidus, respectively. While within the components that were not related to the 

resin or toxic in mice, the Ct16 toxin, from the scorpion C. tecomanus, was identified. 

The lethality generated by the toxic fraction was approximately 3.2 times more potent 

than that of the complete venom. 

Polyclonal antibodies were produced in rabbits and horses using the toxic 

fraction enriched with CM-32 as immunogen. The recognition and neutralization 

characteristics of the hyperimmune sera obtained were compared with those of sera 

from rabbits and horses hyperimmunized with the Centruroides venom mixture. The 

in vitro evaluations of all the hyperimmune sera revealed that there was recognition 

towards the components of the Centruroides venom mixture, and in the in vivo 

analysis they showed their ability to neutralize the symptoms of intoxication and the 

lethality generated by the venom mixture in mice. However, the ED50 conferred by 

the antibodies produced in the animals immunized with the toxic fraction enriched 

with CM-32 was lower than that obtained when immunizing with the venom mixture. 

The use of carboxymethyl cellulose to separate and isolate toxins from 

scorpions has proven to be efficient, however, when used as part of the immunogen 

(with the toxic fractions bound), the results obtained were lower than those obtained 

using Centruroides venom mixture. 
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I. INTRODUCCIÓN                                                                                                                           

La picadura de alacrán y su subsecuente intoxicación debido al veneno 

administrado, es considerado uno de los principales problemas en varias partes del 

mundo, incluyendo a México, donde se considera la primera causa de intoxicación 

por animales ponzoñosos, ya que alberga una gran cantidad de especies de 

alacranes, muchas de ellas de importancia médica. Hasta la fecha se han registrado 

9 familias, 38 géneros y 281 especies diferentes, lo cual representa el 12% de la 

diversidad que hay en todo el mundo. Sin embargo, la única familia considerada de 

importancia para la salud pública es la Buthidae (Koch, 1837), que está 

representada por el 21% de la diversidad de escorpiones mexicanos y, dentro de la 

cual se incluye el género Centruroides (Marx, 1860), con 42 especies. 

 Debido a la importancia de estas especies, los componentes de sus venenos 

han sido estudiados y caracterizados desde 1960, con el fin de determinar las 

toxinas relevantes en la intoxicación generada en humanos. Se ha encontrado que 

más del 73% de estos componentes corresponden a péptidos que afectan canales 

iónicos dependientes de voltaje, ya sea modificando su mecanismo de apertura, 

como es el caso de los canales de sodio (Na+), o bloqueándolos, en el caso de los 

de potasio (K+), y como consecuencia de ello, se desencadena el cuadro clínico de 

intoxicación. 

Por lo tanto, el desarrollo de los antivenenos para tratar las intoxicaciones a 

consecuencia de la picadura de alacrán ha evolucionado rápidamente, dado que la 

primera generación, compuesta de suero hiperinmune equino crudo, provocaba 

reacciones de hipersensibilidad, debido a la presencia de altas concentraciones de 

proteínas extrañas, los científicos se vieron obligados a buscar soluciones, dando 

lugar a los antivenenos de segunda generación conformados por inmunoglobulinas 

(Ig) purificadas del suero de los caballos, sin embargo, el problema no cesó, por lo 

que se realizaron las investigaciones pertinentes y se determinó que la causa del 

problema era un fragmento que componía a las inmunoglobulinas, el fragmento 

cristalizable, este fragmento fue eliminado mediante precipitación con sal y digestión 

con pepsina, logrando así, eliminar las reacciones adversas, dando lugar a los 
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faboterápicos (antivenenos de tercera generación) constituidos por fragmentos 

F(ab’)2, dirigidos contra todos los componentes del veneno (incluyendo 

componentes no tóxicos). 

En México, los pacientes intoxicados por picadura de alacrán son tratados 

con el faboterápico Alacramyn®, fabricado por la empresa Bioclon, constituido por 

fragmentos F(ab’)2, obtenidos a partir de la hiperinmunización de caballos con una 

mezcla de venenos de cuatro especies de alacrán (Centruroides limpidus, C. 

suffusus, C. noxius y C. tecomanus), con una capacidad neutralizante de 150 dosis 

letales medias (DL50), equivalente a 1.8 mg de veneno de alacrán del género 

Centruroides.  

Es importante reiterar que para lograr una adecuada neutralización de los 

componentes tóxicos de los venenos, es necesario administrar el antiveneno, lo cual 

implica introducir altas concentraciones de anticuerpos extraños al organismo, y 

dado que muchos de ellos no son terapéuticamente relevantes, como parte del 

mejoramiento del antiveneno actual, en el presente trabajo se propone utilizar la 

fracción enriquecida con las toxinas letales a mamíferos (de la mezcla de venenos 

de las cuatro especies antes mencionadas) que han sido ya reportadas, como 

inmunógenos, para generar únicamente anticuerpos específicos contra las 

fracciones relevantes de los venenos y mejorar la potencia neutralizante del 

antiveneno. 
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II. ANTECEDENTES 

2.1 Características generales de Centruroides y su veneno  

Los alacranes son artrópodos quelicerados de la clase Arachnida, 

pertenecientes al orden Scorpiones, están considerados entre los artrópodos más 

antiguos del mundo, hasta el momento, se han reportado 2,231 especies, 

clasificadas en 20 familias diferentes, de las cuales nueve habitan en México, siendo 

una de ellas Buthidae, representada por el género Centruroides, único de 

importancia para la salud pública (Santibáñez-López, et al., 2015; Ponce-Saavedra 

et al., 2016). 

Morfológicamente, el cuerpo del alacrán está cubierto por un exoesqueleto, 

constituido principalmente por quitina, dividido en tres segmentos (prosoma, 

mesosoma y metasoma), unidos por un tejido conjuntivo. En el último segmento, el 

metasoma, se encuentra el telsón, que contiene dos glándulas de veneno en su 

interior, y debajo de éste, se encuentra el aguijón (Zavala et al., 2004) (figura 1). La 

regulación del veneno expulsado es voluntaria, y está dada por una capa muscular 

estriada que recubre la base del telsón, esta capacidad puede justificar la variación 

en la intensidad de los síntomas en las personas intoxicadas después de la 

picadura, y a su vez, la posibilidad de picaduras sin inoculación de veneno 

(Chippaux, 2012). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Segmentos en los que se divide el cuerpo del alacrán y las estructuras que se 
encuentran en el telsón (Fotografía tomada y modificada de: UNAM al día, 2015). 
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Las especies del género Centruroides son de color amarillo claro (alacrán 

güero), tienen en el dorso líneas longitudinales bien definidas de color café obscuro 

o negro (figura 2). No obstante, existe una excepción, el alacrán de Nayarit 

(Centruroides noxius), que es de color rojizo obscuro (Possani, 2005) (figura 3), 

considerado uno de los más letales, dado el potente efecto de su veneno, el cual, 

tiene una DL50 de 5 µg por 20 g de peso corporal de ratón de la cepa CD1 (Dent et 

al., 1980). Sin embargo, es una especie que normalmente no cohabita con los 

humanos, a diferencia de Centruroides limpidus que se puede encontrar 

frecuentemente en los techos, grietas y pisos de las casas, provocando así un 

mayor número de intoxicaciones. 

 

 

 

 

Figura 2. Centruroides limpidus (Karsch, 1879) (Fotografía tomada de: Peralta, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Centruroides noxius (Hoffman, 1932) (Fotografía tomada de: Jumalero, 2018). 
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En la tabla 1 se muestran las especies de alacranes de importancia médica 

y su distribución geográfica. 

Tabla 1. Distribución geográfica de distintas especies de alacranes del género 
Centruroides. 

 

En cuanto al veneno que producen estos artrópodos cabe destacar, que la 

función principal es facilitar su alimentación y posteriormente, su defensa de ser 

necesario, la acción del veneno irrumpe las funciones vitales de las presas al 

reconocer los canales iónicos e interferir con la comunicación celular, lo cual, les ha 

permitido subsistir a lo largo del tiempo (Fry et al., 2009; Casewell et al., 2013). 

2.2 El alacranismo como problema de salud pública en México 

Debido a la amplia distribución de las especies de alacranes de interés en 

salud pública, la gran mayoría de los estados de la República mexicana se ven 

afectados por numerosas intoxicaciones cada año, de acuerdo con el Sistema 

Nacional de Vigilancia Epidemiológica (SINAVE) de la Secretaría de Salud, entre 

los años de 2008 a 2017, se registraron un total de 2,922,027 casos por 

alacranismo, siendo el 2013 el año con mayor número de casos registrados (figura 

Especie Distribución Referencia 

Centruroides limpidius 

(Karsch, 1879). 

Morelos, Guerrero, Michoacán, Estado 

de México, Querétaro, Hidalgo y 

Puebla. 

 (Cid Uribe et al., 2019) 

Centruroides suffusus 

(Pocock, 1902). 

Durango, Zacatecas y este de Sinaloa.   

  

  

  

(Armas et al., 2003) 

  

  

  

  

Centruroides 

tecomanus (Hoffmann, 

1932). 

Sureste de Jalisco, Nayarit y Colima. 

Centruroides elegans 

(Thorell, 1877). 

Parte occidental de Jalisco, las costas 

de Nayarit y el sur de Sinaloa. 

Centruroides meisei 

(Hoffman, 1939). 

Costa de Guerrero y Oaxaca. 

Centruroides noxius 

(Hoffmann, 1932). 

Nayarit, Sinaloa y Jalisco. 



 

6 
 

4), y Jalisco el estado más afectado, seguido de Guerrero, Guanajuato, Michoacán 

y Morelos (Secretaría de Salud, 2019). 

 

 

 

 

 

 

La mortalidad por la picadura de alacrán a nivel nacional varía, de acuerdo 

con el Instituto Nacional de Estadística y Geografía (INEGI) se ha presentado una 

tendencia decreciente, en comparación con los años de 1990 a 1995, donde se 

registraron un total de 1,495 casos, mientras que durante los años de 2009 a 2018 

en total se registraron solo 405 casos, siendo Nayarit, Guerrero y Jalisco, los 

estados con mayor número de defunciones (INEGI, 2018). 

La sintomatología clínica ocasionada después de la picadura de alacrán es 

variada, y dependiente de varios factores, principalmente, la especie del alacrán y 

la cantidad de veneno inoculada, así como la edad, peso y la condición de salud del 

paciente, siendo los niños y los adultos de la tercera edad los que corren mayor 

riesgo (Ghalim et al., 2000; Chippaux, 2012).  

Antes de proceder con el tratamiento, lo ideal es que el alacrán sea 

identificado, sin embargo, es complicado, por lo que el diagnóstico se basa 

principalmente en los síntomas clínicos que presenta el paciente, los cuales inician 

con dolor, parestesia y cambio de temperatura en el sitio de la picadura, 

posteriormente, se puede manifestar sialorrea, prurito nasal y faríngeo, sensación 

Figura 4. Morbilidad por alacranismo en México, se muestra la incidencia del año 2008 al 
año 2017 (Datos tomados de: Secretaría de Salud, 2019). 
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de un cuerpo extraño en la faringe, lagrimeo, fasciculaciones linguales, nistagmus, 

distensión abdominal y en casos más severos, bradicardia, disnea, taquicardia, 

vómito, ataxia, dificultad para enfocar imágenes, convulsiones, edema pulmonar e 

incluso la muerte; el veneno afecta tanto el sistema nervioso simpático como el 

parasimpático (Erickson y Cheema, 2017), por consiguiente, con el tratamiento se 

busca detener el efecto tóxico que causa el veneno en el organismo lo antes posible, 

para así evitar que éste se pueda unir con su receptor, mediante la administración 

de fragmentos F(ab’)2 de inmunoglobulinas del isotipo G de origen equino, los cuales 

poseen las regiones necesarias para neutralizar a los componentes proteicos 

responsables de la intoxicación. Los efectos secundarios que se pudieran 

manifestar al administrar el antiveneno se disminuyen mediante la purificación de 

las IgG, sin embargo, esta estrictamente establecido que para la administración del 

antiveneno en pacientes es necesario que haya síntomas presentes (Şahin et al., 

2018).   

2.3 Características del veneno y su mecanismo de acción sobre los canales 

dependientes de voltaje 

El veneno de los alacranes está compuesto por una gran variedad de 

componentes como mucopolisacáridos, sales, aminoácidos, lípidos, proteínas 

(algunas de éstas son enzimas) y péptidos de bajo peso molecular (3-7 kDa). Entre 

las enzimas destacan las fosfolipasas, proteinasas y hialuronidasas, éstas últimas 

hidrolizan el ácido hialurónico, promoviendo una rápida difusión del veneno 

inoculado en los tejidos, así mismo facilitando su absorción (Chippaux, 2012). Por 

otra parte, se ha demostrado que los causales del cuadro de intoxicación son 

principalmente los péptidos de bajo peso molecular, los cuales reconocen, 

modifican y bloquean los canales iónicos dependientes de voltaje de crustáceos, 

insectos, peces o mamíferos, incluyendo al hombre.  

Los canales iónicos dependientes de voltaje son una superfamilia compuesta 

por 143 proteínas, que se encuentran en la membrana celular de forma 

transmembranal, son consideradas como uno de los grupos más grandes de 

proteínas de traducción de señales, permiten y controlan el paso de iones tales 
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como Na+, K+, Ca2+ y Cl- a través de la membrana plasmática, por lo tanto, 

intervienen en el funcionamiento de diversos procesos fisiológicos mediante 

impulsos eléctricos, con los cuales se controla la contracción del músculo, la 

secreción de hormonas, el procesamiento de información en el cerebro y su salida 

hacia los tejidos periféricos (Yu y Catterall, 2004; Callado, 2011). 

Para los venenos del género Centruroides se han identificado cuatro familias 

de toxinas que afectan a mamíferos, clasificadas de acuerdo con el canal sobre el 

que ejercen su acción: canales de Na+, K+, Cl- y Ca2+, siendo las principales y más 

estudiadas las que afectan a los canales K+ y Na+. La primera familia, compuesta 

de 20-43 residuos de aminoácidos unidos por 3 o 4 puentes de disulfuro, bloquea 

los canales de potasio dependientes de voltaje, y la segunda, que es la más 

relevante desde el punto de vista médico, está formada por 58-76 aminoácidos 

unidos por 4 puentes disulfuro, la cual afecta los canales de sodio dependientes de 

voltaje retardando su activación y modificando su activación hacia potenciales más 

negativos (Possani y Rodríguez de la Vega, 2006; Laraba-Djebari et al., 2015). 

2.3.1 Toxinas que actúan en canales de sodio (Na+) 

 El canal de sodio dependiente de voltaje en mamíferos está compuesto de 

proteínas transmembranales responsables de la iniciación y propagación del 

potencial de acción en las células excitables, como las musculares, neuronales, 

esqueléticas y neuroendocrinas (Goldin, 2001). Hasta ahora, se han descrito nueve 

distintas subunidades α (Nav1.1 a Nav1.9), las cuales se expresan en distintos 

sitios: Nav 1.1, Nav 1.2, Nav 1.3 y Nav 1.6 en el sistema nervioso central, Nav 1.7, 

Nav 1.8 y Nav 1.9 en el sistema nervioso periférico, Nav 1.4 en músculo esquelético 

y Nav 1.5 en músculo cardíaco y gastrointestinal (Goldin, 2001; Panigel y Cook, 

2011). 

 Su estructura consiste en un ensamblaje de subunidades α (260 kDa) que 

forman el poro y diversas subunidades β (33-36 kDa) las cuales modifican la 

dependencia de voltaje de la activación del canal. Las subunidades α se organizan 

en cuatro dominios homólogos (DI-DIV), cada uno con seis segmentos 
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transmembrana alfa helicoidales (S1-S6) y un asa entre los segmentos S5 y S6, el 

cual determina la selectividad del poro, los segmentos S4 en cada dominio cargados 

positivamente actúan como sensores de voltaje y se mueven a través de la 

membrana para iniciar la activación del canal en respuesta de la despolarización de 

la membrana. La inactivación está dada por el asa intracelular corta que conecta a 

DIII y DIV, la cual funciona como compuerta de inactivación durante la 

despolarización  (Guy y Seetharamulu, 1986; Yu y Catterall, 2004; Pedraza et al., 

2013) (figura 5). 

 Se han caracterizado dos toxinas (α y β) que afectan a este canal, las cuales 

se clasifican dependiendo las características de unión al canal y su mecanismo de 

acción. Las α-toxinas, reportadas principalmente en alacranes del género 

Androctonus o Leiurus, interactúan con el sitio 3 del canal, ubicado en el DIV sobre 

el segmento S3-S4, bloqueando la inactivación de los canales y generando una 

corriente persistente (Bosmans y Tytgat, 2007; Martin-Eauclaire et al., 2019). 

Mientras que las β-toxinas, encontradas especialmente en alacranes del género 

Centruroides, se unen al sitio 4, en los segmentos S3-S4 del DII, modificando el 

proceso de activación del canal, haciendo que cambie la dependencia de voltaje a 

potenciales más negativos (Cestèle et al., 1998; Cestèle y Catterall, 2000) (Figura 

5). 

 

 

Figura 5. Esquema del canal de sodio dependiente de voltaje y los sitios que son afectados 

por las toxinas α y β (Imagen tomada y modificada de: Catterall et al., 2005). 



 

10 
 

 Sin embargo, aunque los alacranes mexicanos son considerados una rica 

fuente de β-toxinas, hasta ahora, los efectos electrofisiológicos de muchas de ellas 

solo se han caracterizado parcialmente (Schiavon et al., 2012). Se ha observado 

que actúan de forma preferencial, pero no exclusiva, sobre las subunidades α 

expresadas en el sistema nervioso central (Nav 1.1, Nav 1.2 y Nav 1.6), 

particularmente sobre Nav 1.6, lo que se atribuye a su composición aminoacídica, la 

cual, provoca que haya una mejor manifestación de los efectos de las toxinas 

(Catterall et al., 2007). Esta subunidad α (Nav 1.6) específicamente se expresa en 

una distribución somatodentrítica, en el córtex cerebral, el cerebelo y el hipocampo 

(Solé y Tamkun, 2020).   

 Por otro lado, se han descrito estructuralmente, algunas de las toxinas 

existentes en el veneno de las diferentes especies de Centruroides, siendo sus 

secuencias de aminoácidos, sus masas moleculares teóricas (MW) y sus puntos 

isoeléctricos (pI) muy similares entre sí  (tabla 2), así mismo se ha determinado que 

las toxinas Cll1m, Cll2, CssII y Cn2, pertenecientes a las especies C. limpidus, C. 

suffusus y  C. noxius, respectivamente, se unen con alta especificidad a los Nav 1.6, 

mientras que la CssIV  afecta a los Nav 1.2 y 1.6 (Possani y Wanke, 2006; Schiavon 

et al., 2012). Es importante mencionar que las pequeñas diferencias estructurales 

entre estas toxinas pueden modificar la especificidad sobre las subunidades, y como 

consecuencia, producir distintos efectos.  

Tabla 2. Alineamiento de las secuencias de algunas de las toxinas específicas de 
Centruroides que afectan los canales de Na+ (Consortium, 2019). 

a Masa molecular; b Punto isoeléctrico 

 

 

Especie Toxina Secuencia aminoacídica de las toxinas 
Mm

 a
(Da) pI

 b
 

C. limpidus 

Cll1m KEGYINVLSTGCKYECYKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPKKTCT 7541.6 8.15 

Cll2 KEGYLVNHSTGCKYECFKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGCWCNHLYEQAVVWPLPKKTCN 7575.6 8.15 

C. tecomanus Ct1a KEGYLVNHSTGCKYECFKLGDNDYCLRECRQQYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPNKTCS 
7549.5 7.69 

C. noxius 

Cn2 KEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFACWCTHLYEQAIVWPLPNKRCS 
7589.7 8.15 

Cn3 KEGYLVELGTGCKYECFKLGDNDYCLRECKARYGKGAGGYCYAFGCWCTQLYEQAVVWPLKNKTCR 
7544.7 8.44 

Cn4 -EGYLVNSYTGCKYECFKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLKNKTCN 
7477.4 7.74 

C. suffusus 

CssII KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN 
7538.6 8.15 

CssIV KEGYLVNSYTGCKFECFKLGDNDYCLRECRQQYGKGSGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN 
7602.6 7.68 

CssVI KEGYLVNSYTGCKFECFKLGDNDYCKRECKQQYGKSSGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN 
7619.6 8.15 
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2.3.2 Toxinas que actúan en canales de potasio (K+) 

 Los canales de potasio dependientes de voltaje son clasificados en 12 

subfamilias diferentes (Kv1-Kv12), cada una formada por subunidades α y β, las 

cuales determinan la función y cinética, respectivamente; dentro de las funciones 

están, mantener el potencial de membrana en reposo y controlar el potencial de 

acción de las células excitables (Kuzmenkov et al., 2015; Nerbonne, 2016).  

El canal está constituido por cuatro subunidades α, cada una con seis 

segmentos (S1-S6), siendo la región S5-S6 donde se forma el poro del canal, y la 

región entre los segmentos S1-S4 donde se detecta el voltaje (figura 6). Estos 

canales son activados mediante la despolarización de la membrana celular, y 

posteriormente, repolarizada al iniciar el transporte de iones de K+ para finalizar el 

potencial de acción (Possani y Rodríguez de la Vega, 2006; Jiménez-Vargas et al., 

2017). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Esquema de una de las subunidades α que constituyen al canal de potasio 
dependiente de voltaje (Imagen tomada y modificada de: Grizel et al., 2014). 

 Uno de los ligandos de los canales de K+ son las toxinas de alacrán (KTx), 

las cuales tienen unos pesos moleculares estimados de menos de 4,000 Da y 

actúan bloqueando los poros del canal impidiendo el paso de los iones (Smith et al., 

2011) (figura 7). Éstas toxinas se dividen en seis familias α, β, γ, κ, λ y ε, las cuales 
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interactúan con los diferentes subtipos de canales, siendo los más afectados Kv1, 

Kv3, Kv4, Kv7, Kv11 y KCa  (Bergeron y Bingham, 2012; Kuzmenkov et al., 2015).  

 El mecanismo de acción de las toxinas sobre los canales, se lleva a cabo 

mediante tres mecanismos, el interno, el intermedio y el externo, en los cuales se 

involucran distintas partes del canal (Rodriguez De la Vega et al., 2003; Chen et al., 

2012). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Esquema del sitio de acción de las toxinas de alacrán sobre el canal de potasio 

dependiente de voltaje (Imagen tomada y modificada de: Zhao et al., 2019).  

Hasta ahora se han identificado aproximadamente 400 ligandos 

polipeptídicos de canales de K+ en venenos de animales (caracoles cono, 

anémonas de mar, serpientes, entre otros), de los cuales 250 de ellos pertenecen a 

venenos de alacranes, lo que representa cerca del 0.5% del número total de 

componentes potencialmente activos (Sifi et al., 2016). Sin embargo, ninguna de 

estas toxinas está asociada exclusivamente con una determinada especie animal 

(Panyi et al., 2006).  

Los primeros estudios que revelaron la unión de toxinas a los canales Kv 

dependientes de voltaje se realizaron en membranas sinaptosomáticas de cerebro 

de rata y de ratón, utilizando distintas toxinas obtenidas de venenos de escorpiones; 

la caribdotoxina (ChTX) del veneno del escorpión Leiurus quinquestriatus (Miller et 

al., 1985), la margatoxina (MgTX) del veneno de Centruroides margaritatus (Knaus 
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et al., 1995) y la noxiustoxina (NTX) del veneno de Centruroides noxius (Valdivia et 

al., 1988).  

La importancia de estas toxinas radica principalmente en su utilidad para la 

investigación, ya que han jugado un papel clave en la comprensión estructural y 

funcional de los canales de K+ (Bergeron y Bingham, 2012). Asimismo, se ha 

contemplado la posibilidad de su aplicación en el desarrollo de fármacos para el 

tratamiento de trastornos neurológicos en los que  están implicados estos canales 

(Nerbonne, 2016). 

2.4 Producción de antivenenos  

2.4.1 Generación de la respuesta inmune humoral inducida por las proteínas 

de los venenos  

 Los anticuerpos o inmunoglobulinas son las moléculas efectoras de la 

inmunidad humoral, se encuentran en el plasma de la sangre y se distribuyen por 

todo el organismo, son secretadas por los linfocitos B y, se encargan de reconocer 

antígenos externos de microorganismos y sus toxinas, así como también de mediar 

las funciones efectoras para neutralizarlos o eliminarlos de ser necesario (Kindt et 

al., 2007; Owen et al., 2014a).  

Su estructura está dada por cuatro cadenas polipeptídicas, dos ligeras y dos 

pesadas (cada una de ellas idénticas entre sí) unidas mediante enlaces disulfuro, 

formando una “Y”, cada cadena posee regiones variables y regiones constantes, las 

regiones variables de las cadenas ligeras y pesadas se encuentran yuxtapuestas 

para formar el sitio de unión al antígeno, por lo que en cada inmunoglobulina 

presenta dos sitios de unión y reconocimiento antigénico (constituidos por dos 

fragmentos Fab’); por otra parte, la región constante (Fc), constituida por los 

extremos carboxilo terminal (COOH) de las cadenas pesadas, determina el isotipo 

de la inmunoglobulina, es capaz de unirse a los receptores de las células efectoras 

inmunitarias y activar el complemento, considerada como la región más 

inmunogénica de toda la inmunoglobulina (García Merino, 2011; Owen et al., 2014a)   

(figura 8). 
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Figura 8. Estructura de una inmunoglobulina. Las cadenas pesadas se muestran en color 
negro y las ligeras en color gris claro. CH: dominios de la región constante de la cadena 
pesada; CL: dominio constante de la cadena ligera; NH: extremo amino terminal; VH: 
dominio variable de la cadena pesada; VL: dominio variable de la cadena ligera; - - - -: 
puentes disulfuro. (Imagen tomada de: García Merino, 2011). 

Por medio de enzimas proteolíticas, es posible obtener distintos fragmentos 

de la inmunoglobulina, por ejemplo, para la obtención del fragmento F(ab’)2 utilizado 

en la producción de antivenenos se utiliza la pepsina, que corta la molécula a la 

altura de la región bisagra, dejando la región variable intacta y unida; mientras que 

con la papaína la molécula es digerida más arriba, dejando tres fragmentos, dos 

Fab y uno constante (García Merino, 2011). 

La producción de anticuerpos neutralizantes para la fabricación de 

antivenenos es realizada en animales, se administran dosis muy bajas al inicio del 

esquema de inmunización, éstas son crecientes a lo largo de distintos tiempos 

(dependiendo de muchos factores), con el fin de que el animal desarrolle una 

respuesta inmune específica contra el antígeno administrado. Además, para 

garantizar un antiveneno polivalente (mezcla de venenos de varias especies) 

efectivo y que sea capaz de neutralizar la actividad neurotóxica de los venenos de 

varias especies del mismo género, es necesario seleccionar como inmunógeno 

componentes tóxicos del veneno de individuos que representen una determinada 

población de alacranes, que puedan reaccionar de forma cruzada con algunas de 

las toxinas presentes en otros venenos (Dehesa-Dávila y Possani, 1994; Espino-
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Solis et al.,  2009). También se debe considerar que, la inmunogenicidad y la 

concentración de las moléculas contenidas en el veneno crudo varía 

significativamente entre ellas, sin embargo, los componentes tóxicos como los no 

tóxicos participan en la estimulación del sistema inmune del animal, dando lugar a 

la producción de anticuerpos, provenientes de diferentes clonas de linfocitos B, con 

diferente especificidad, ya que reconocen distintas regiones (epítopes) de un mismo 

antígeno, dando lugar a anticuerpos séricos heterogéneos cada uno específico para 

un epítope, de los que solo un pequeño porcentaje son neutralizantes (León et al., 

2011; Owen et al., 2014a). 

Tras inocular el veneno se genera una reacción inflamatoria en el tejido 

dañado, con una subsecuente infiltración celular que en primera instancia, está 

constituida en su mayoría por neutrófilos, los cuales son células fagocíticas con 

actividad microbicida encargados de eliminar tejido necrótico, sin embargo, no son 

células presentadoras de antígenos (CPA), por lo que posteriormente, son 

reemplazados por un infiltrado compuesto de células dendríticas y macrófagos, que 

fragmentan por acción proteolítica las proteínas de los venenos a péptidos, los 

cuales se unen al complejo mayor de histocompatibilidad tipo II (MHC II), para 

formar el complejo péptido-MHC II, que posteriormente, es expresado en la 

superficie celular de las CPA y transportado a los linfonodos, para que pueda ser 

reconocido por los receptores de membrana de los linfocitos T cooperadores, en 

interacción con el correceptor CD4+. Posteriormente, se lleva a cabo la proliferación 

y diferenciación en linfocitos T de memoria y T efectores, así como también la 

liberación de algunas citocinas como la interleucina-2 (lL-2), interleucina-4 (lL-4), 

interleucina-5 (lL-5), interleucina-6 (lL-6) e interleucina-10 (lL-10), derivadas de 

linfocitos del tipo Th, linfocitos B, mastocitos, eosinófilos y algunas por macrófagos 

(lL-6), éstas son necesarias para estimular a los linfocitos B a proliferar y 

diferenciarse en linfocitos B de memoria y en células plasmáticas secretoras de 

anticuerpos clono específicos (Dias da Silva y Tambourgi, 2011; León et al., 2011; 

Owen et al., 2014a). 
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La primera vez que el antígeno entra en contacto con el organismo solo las 

células con un receptor apropiado serán capaces de unirse, generando una 

respuesta mínima, donde el isotipo de anticuerpos secretados en más abundancia 

son las IgM de baja afinidad, y en menor proporción las IgG. Sin embargo, tras 

inmunizaciones continuas, la capacidad para generar la respuesta será más rápida 

y estará determinada por la estimulación de los clones previamente expandidos de 

linfocitos B de memoria, lo cual se ve reflejado en un incremento en la cantidad de 

anticuerpos del isotipo IgG de alta afinidad (figura 9). A este incremento en la calidad 

de anticuerpos en el suero centrada hacia a la respuesta inmune de un antígeno en 

particular, se le llama maduración de la afinidad (Abbas et al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Concentración e isotipo de anticuerpos séricos presentes después de la 
inmunización primaria y secundaria con el antígeno (Imagen tomada de: Owen et al., 2014). 

 El diseño de un protocolo de inmunización adecuado dependerá de varios 

factores, principalmente del objetivo que se tiene sobre los anticuerpos que se 

generarán, de esta manera se deberá seleccionar el modelo animal que será 

inmunizado, tomando en cuenta que sea de fácil manejo y manutención, así como 

la duración del protocolo, las propiedades fisicoquímicas de los inmunógenos, las 

dosis, los adyuvantes, la vía y los sitios de administración, las fechas de inoculación, 

el monitoreo y cuantificación de la respuesta inmune, etc. En la actualidad, los 
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caballos son la especie selecta cuando se requiere obtener un gran volumen de 

plasma con anticuerpos neutralizantes, la duración de los protocolos varía de 9 a 12 

meses (Dias da Silva y Tambourgi, 2011; León et al., 2011). 

 Se ha reportado que la vía de administración del inmunógeno tiene una gran 

influencia en los órganos y las poblaciones celulares que participaran en la 

respuesta inmune, por ejemplo, si la administración es intravenosa el inmunógeno 

se ubicará en primera instancia en el bazo, mientras que si es por vía subcutánea, 

en los linfonodos retrofaríngeos, submandibulares, preescapulares, subescapulares 

o prefemorales; asimismo, al ser inoculado en múltiples sitios, se disminuye la 

reacción inflamatoria y se aumenta la superficie de contacto entre el antígeno y el 

área anatómica del animal inmunizado, optimizando la respuesta (Dias da Silva y 

Tambourgi, 2011; León et al., 2011).  

Con respecto a las dosis de inmunógeno a administrar, es bien sabido que 

dosis muy pequeñas pueden resultar indetectables y dosis elevadas pueden causar 

daños en el animal, por lo que se recomienda iniciar con dosis pequeñas e ir 

incrementando, en conjunto con sustancias adyuvantes, las cuales son esenciales 

para generar una respuesta inmune más eficiente. Éstos adyuvantes garantizan la 

liberación paulatina del inmunógeno, aumentan su inmunogenicidad y, a su vez, 

disminuyen la cantidad necesaria de éste para inducir la respuesta inmune 

requerida. Además, generan una respuesta inflamatoria en el sitio de inoculación, 

que promueve la infiltración celular, facilitando el paso de macrófagos y células 

dendríticas, responsables de captar y presentar los antígenos a los linfocitos 

(Batista-Duharte et al., 2013; Siel et al., 2014).   

 Entre los adyuvantes de elección para la producción de antivenenos están 

las sales de aluminio, como el hidróxido, el fosfato y el sulfato potásico de aluminio, 

donde la sal precipita al antígeno, lo cual le confiere una lenta liberación e 

incremento de tamaño, facilitando la fagocitosis, luego, están los adyuvantes 

compuestos de agua y aceite que forman emulsiones, como el adyuvante 

incompleto de Freund (IFA), que contiene un agente emulsificador como el 

monooleato de manida, el cual dispersa el aceite en gotas pequeñas que rodean al  
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antígeno para luego ser liberado lentamente, y el adyuvante completo de Freund 

(CFA), que fue el primer adyuvante formulado eficaz, que adicionalmente, contiene 

micobacterias inactivadas, mediante las cuales tiene la capacidad de producir una 

respuesta potente, y a su vez, altamente dañina en el sitio de inoculación, por lo 

cual las pautas internacionales han prohibido su uso, dando como alternativa el uso 

de IFA en su lugar, el cual se debe administrar en pequeños volúmenes y múltiples 

sitios para reducir el daño local (Kindt et al., 2007; León et al., 2011; Batista-Duharte 

et al., 2013).  

 La evaluación de los anticuerpos generados se puede hacer mediante 

diversas técnicas, tanto in vivo como in vitro, en las primeras se evalúa la capacidad 

que tienen los anticuerpos para neutralizar los efectos neurotóxicos inducidos por 

las toxinas inoculadas en animales, principalmente en ratones, y las segundas están 

enfocadas a la capacidad que pudieran tener los anticuerpos para formar 

inmunocomplejos.  

2.4.2 Antivenenos 

Debido a la alta incidencia de mortalidad a consecuencia de la picadura de 

alacrán desde tiempos inmemorables, la búsqueda de un tratamiento efectivo 

basado en la transferencia de inmunidad pasiva fue necesario. El inicio de dicha 

búsqueda comenzó en 1909, cuando mediante la maceración del telsón del alacrán 

Buthus quinquestriatus se obtuvo veneno, se resuspendió, centrifugó y utilizó para 

inmunizar caballos, sin embargo, estos presentaron signos clínicos de intoxicación, 

y para contrarrestarlos se añadió yodo a la mezcla antes de inmunizar (Todd, 1909), 

luego, en 1915 Maurano repitió el método utilizando el veneno de Tityus bahiensis 

para generar el primer antiveneno contra esa especie, sin embargo, al no ser eficaz, 

éste fue mejorado en 1917 por Vilela y producido a gran escala en 1918, los sucesos 

anteriores dieron inicio al periodo de producción de antivenenos de primera 

generación, los cuales estaban constituidos de anticuerpos que reconocían a los 

componentes del veneno con el que se inmunizaba a los animales, pero también 

las proteínas usuales que componían al suero, las cuales eran irrelevantes para que 

se llevará a cabo la neutralización y resultaban contraproducentes, provocando 
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reacciones de hipersensibilidad después de su administración. A partir de esto el 

mejoramiento de los antivenenos fue uno de los objetivos principales de los 

científicos y laboratorios (Alvarenga et al., 2014). Así, en 1927 se dio paso a la 

segunda generación de antivenenos, donde las inmunoglobulinas contenidas en el 

plasma de caballos eran purificadas, para disminuir las reacciones de 

hipersensibilidad, a pesar de ello, las reacciones persistieron, ya que uno de los 

fragmentos que componen a las inmunoglobulinas, el fragmento cristalizable, 

resultaba altamente inmunogénico al ingresar al organismo humano. Razón por la 

cual surgieron los antivenenos de tercera generación, compuestos de fragmentos 

F(ab’)2 purificados mediante una digestión enzimática con pepsina de las 

inmunoglobulinas equinas, obtenidas para eliminar el fragmento cristalizable, 

reduciendo así su inmunogenicidad y manteniendo su capacidad neutralizante, 

posterior a su obtención, éstas son liofilizadas para ser conservadas por un periodo 

de tiempo razonable (Carmo et al., 2015) (figura 10).  

Figura 10. Proceso actual para la producción de antivenenos en caballos contra las toxinas 
de alacranes (Imagen tomada de: Luján et al.,  2014). 



 

20 
 

En México el antiveneno distribuido actualmente llamado Alacramyn®, de 

carácter polivalente, se genera mediante la inmunización de equinos con el veneno 

de cuatro especies diferentes de alacranes del mismo género: Centruroides 

limpidus, C. tecomanus, C. noxius y C. suffusus, por lo tanto, éste tiene la capacidad 

de neutralizar de forma cruzada el veneno de diferentes especies de Centruroides, 

lo cual, se asocia con lo similar que son en su estructura y conformación las toxinas 

que componen los venenos de este género. La administración de este antiveneno 

es imprescindible para reducir los efectos neurotóxicos causados por péptidos 

contenidos en el veneno del alacrán (Possani, 2005; Luján et al., 2014). 

2.4.3 Uso de la resina catiónica carboximetil celulosa 

 Generar una respuesta inmune lo suficientemente potente y específica para 

que se produzcan anticuerpos que sean capaces de reconocer y neutralizar las 

proteínas tóxicas de los venenos es el elemento clave en la producción de 

antivenenos efectivos en animales (León et al., 2011), por el momento se ha 

demostrado que la terapia con fragmentos F(ab’)2 es efectiva e inocua, incluso 

cuando se utiliza repetidamente (Padilla et al., 2005), a pesar de ello, continuamente 

se busca mejorar el protocolo clásico de inmunización, donde se utilizan los venenos 

crudos como inmunógenos, con la finalidad de optimizar la potencia neutralizante 

de los anticuerpos, desarrollando así métodos que utilizan venenos detoxificados, 

toxinas recombinantes, péptidos sintéticos, entre otros. No obstante, hasta donde 

se sabe, ninguno de estos inmunógenos se ha utilizado en la producción de 

antivenenos comerciales (Carmo et al., 2015). 

 Aunado a ello, se encontró que la resina catiónica de ácido débil carboximetil 

celulosa, empleada como matriz en la cromatografía de intercambio iónico para la 

purificación de proteínas, fue utilizada en 1963 para mejorar la actividad 

inmunogénica de la neurotoxina contenida en el veneno de la víbora de Palestina 

(Vipera palestinae), con la finalidad de obtener un suero neutralizante en conejos 

contra el veneno completo, utilizando como inmunógenos la neurotoxina acoplada 

a la resina, seguido del veneno completo también acoplado a la resina, ambos 

mezclados con CFA, para generar anticuerpos que permitieran reconocer tanto a la 
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fracción neurotóxica, como al resto de los componentes del veneno. 

Posteriormente, basándose en el esquema anterior, en 1966, fue producido en 

caballos (Kochwa et al., 1959; Moroz et al., 1963; Moroz et al., 1966). Una de las 

ventajas obtenidas al utilizar este esquema, fue la optimización del tiempo de 

producción, razón por la cual, más tarde, Liau (1978) utilizó el mismo método, para 

producir un suero contra las toxinas del veneno de la cobra china o cobra de Taiwán 

(Naja atra) en conejos, obteniendo como resultado que 1 mL de suero era capaz de 

neutralizar 445 DL50 del veneno completo y luego al hacerlo en caballos, el 

antiveneno mejoró considerablemente (Liau et al., 1982). Cabe destacar que la 

resina empleada es un compuesto orgánico polimérico derivado de la celulosa, 

caracterizado principalmente por la presencia del grupo carboxilo –COOH como 

grupo funcional (figura 11), el cual le confiere la capacidad de unión a proteínas 

cargadas positivamente (Cummins et al., 2011; Mayolo-Deloisa et al., 2012). 

 

 

 

 

 

Figura 11. Estructura de la resina catiónica carboximetil celulosa (Imagen tomada de y 
modificada de: Berg et al., 2008). 

 La resina también ha sido empleada con venenos de alacranes, en 1980, con 

la finalidad de purificar y caracterizar las toxinas del veneno de Centruroides 

tecomanus que afectaban a mamíferos, Possani y colaboradores, reportaron que 

luego de separar el veneno completo por cromatografía de exclusión molecular y 

obtener la fracción tóxica para mamíferos, ésta fue purificada por cromatografía de 

intercambio iónico en una columna de carboximetil celulosa microgranular, 

comercializada por Whatman Inc., con lo cual se observó una alta afinidad de las 

toxinas hacia la resina, ya que se acoplaron con facilidad, y al ser eluídas con el 

contraión NaCl en un gradiente lineal de 0 a 0.4 M, de esta manera se recuperó la 
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fracción tóxica en varias subfracciones (Possani et al., 1980). Luego, en 1988 y 1994 

utilizando el mismo método para caracterizar las toxinas de los venenos de 

Centruroides limpidus limpidus y Centruroides noxius, se obtuvieron ocho 

subfracciones al eluir la columna de CM-32 en un gradiente lineal de NaCl 0 a 0.55 

M a un flujo de 40 mL/h, de las cuales solo cinco fueron letales en ratones (Alagón 

et al., 1988) y catorce distintas subfracciones al eluir con un gradiente de NaCl de 0 

a 0.5 M, respectivamente, en éste último solo las subfracciones que requirieron una 

alta fuerza iónica para ser eluídas fueron tóxicas para los ratones (Valdivia et al., 

1994). 

 Los antecedentes descritos anteriormente, sugieren que las toxinas de 

alacranes del género Centruroides que son letales a mamíferos pueden unirse a la 

resina CM-32 para ser utilizadas como inmunógenos y de esta manera favorecer la 

respuesta por anticuerpos. Contribuyendo así con la mejora en la potencia 

neutralizante del antiveneno distribuido actualmente, al generar anticuerpos 

específicos hacia las toxinas que causan el cuadro clínico de intoxicación en 

humanos.  
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Los alacranes están considerados entre los animales (artrópodos) 

ponzoñosos de mayor importancia en la República mexicana, ya que son los 

agentes responsables de un número considerable de intoxicaciones (292,203 

casos) (Secretaría de Salud, 2019) y defunciones (un promedio de 84.6) (INEGI, 

2018), afectando en su mayoría a niños y personas de la tercera edad. Razón por 

la cual, el conocimiento que se tiene sobre la composición de sus venenos, 

especialmente de los componentes médicamente relevantes, es amplio.  

Actualmente, el tratamiento de elección que es administrado a las personas 

con síntomas de intoxicación es el antiveneno Alacramyn®, el cual se comenzó a 

comercializar a partir de 1994 y marcó una notable disminución en el número de 

defunciones que se presentaban por año (INEGI, 2018). Este antiveneno está 

compuesto por fragmentos F(ab’)2 purificados, a partir de inmunoglobulinas G, las 

cuales se producen al inmunizar equinos con una mezcla de 4 venenos de distintas 

especies de alacranes del género Centruroides (C. limpidus, C. noxius, C. suffusus 

y C. tecomanus), este antiveneno es capaz de neutralizar 150 DL50 o 1.8 mg de 

veneno de alacrán del mismo género. 

Sin embargo, al utilizar venenos completos como inmunógenos, existe gran 

diversidad en los anticuerpos producidos en caballos, ya que reconocen a todos los 

componentes de los venenos, siendo únicamente una pequeña porción de ellos los 

asociados con las intoxicaciones en humanos (péptidos neurotóxicos de entre 4.5 y 

8 kDa) (Venancio et al., 2013), por lo tanto, es probable que la potencia neutralizante 

del antiveneno se vea afectada.  

Teniendo este contexto, la propuesta de este trabajo estuvo basada en la 

inmunización de animales exclusivamente con los componentes tóxicos de cada 

veneno acoplados a la resina catiónica CM-32, con la intención de generar 

anticuerpos específicos contra los componentes médicamente relevantes que 

afectan los canales iónicos de mamíferos, capaces de neutralizar el cuadro clínico 

intoxicación en humanos causado por el veneno completo de Centruroides, 

mejorando así la potencia neutralizante del antiveneno actual.  
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IV. JUSTIFICACIÓN 

La obtención de los fragmentos F(ab’)2 de inmunoglobulinas equinas 

mediante digestión enzimática con pepsina le ha conferido al antiveneno actual, 

tolerancia y eficacia en la neutralización de las toxinas letales a mamíferos, sin 

embargo, la búsqueda nuevos métodos de inmunización, purificación y uso de las 

inmunoglobulinas y sus fragmentos continua, dado que es de vital importancia 

mejorar la potencia neutralizante de los anticuerpos.  

Al inmunizar a los animales con los 4 venenos de Centruroides completos (C. 

limpidus, C. noxius, C. suffusus y C. tecomanus), los anticuerpos policlonales que 

se obtienen son heterogéneos en términos de isotipo, afinidad y epítopes 

reconocidos; y tan solo un pequeño conjunto de éstos tiene valor terapéutico, ya 

que el veneno de los alacranes contiene otros compuestos aparte de las 

neurotoxinas, que no son tóxicos, induciendo la producción de anticuerpos poco 

relevantes que pueden reducir la potencia neutralizante del antiveneno. Por lo tanto, 

es necesario centrar la respuesta inmune en los componentes tóxicos. 
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V. OBJETIVOS DE CAPÍTULO 

5.1 Objetivo general 

Caracterizar los anticuerpos policlonales obtenidos utilizando como 

inmunógeno las fracciones tóxicas de Centruroides enriquecidas con carboximetil 

celulosa en caballos y conejos.  

5.2 Objetivos particulares  

1. Obtener las fracciones tóxicas a mamíferos mediante su pegado diferencial 

a carboximetil celulosa (CM-32). 

2. Caracterizar tanto la fracción unida a CM-32 como la no unida a través de 

SDS-PAGE, cromatografía en fase reversa (incluyendo análisis de masas de 

algunos de los componentes separados) y determinar su letalidad en ratones. 

3. Medir la respuesta inmune humoral y la potencia neutralizante de los sueros 

obtenidos de conejos, así como de caballos hiperinmunizados con la fracción 

obtenida.  
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VI. HIPÓTESIS 

El suero polivalente de conejos y caballos hiperinmunizados con las 

fracciones tóxicas a mamíferos acopladas a CM-32 reconocerá y neutralizará la 

mezcla de venenos de Centruroides, con lo cual se espera mejorar la potencia 

neutralizante de los sueros obtenidos con la mezcla de estos venenos.  
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VII. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1 Tipo de estudio  

 Cuantitativo, prospectivo y experimental. 

 Los conejos de la cepa Nueva Zelanda y los ratones de la cepa CD-1 que se 

utilizaron para los experimentos de este proyecto fueron proporcionados por el 

bioterio del Instituto de Biotecnología (IBT) de la UNAM. 

Por otra parte, los caballos utilizados para la producción de anticuerpos 

fueron proporcionados y manejados por el Rancho Ojo de Agua, Venustiano 

Carranza, Puebla. 

El proyecto fue aprobado por el comité de bioética del IBT, con número de 

registro 345. 

7.2 Localización 

 El estudio se realizó en las instalaciones del IBT (figura 12), ubicado en el 

municipio de Cuernavaca (figura 13), en la colonia Chamilpa, en el Estado de 

Morelos. El municipio cuenta con una temperatura media anual de 21.1°C, siendo 

abril y mayo, los meses en los que se presenta una mayor temperatura, que varía 

de los 24°C a los 28°C, y los meses que desciende diciembre y enero, donde la 

temperatura llega hasta menos de 15°C. Asimismo, presenta una temporada de 

lluvias que comienza desde mediados de mayo y finaliza en el mes de octubre, 

alcanzando una precipitación pluvial promedio anual de 1,021 mm3 al año.  
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Figura 12. Localización del IBT (Imagen tomada de: Instituto de Biotecnolgía UNAM, 2019). 

E) Entroque 1 (Libramiento o Autopista #95d), 1) Glorieta de "La Paz", 2) Distribuidor vial 

Emiliano Zapata", 3) Estadio "Centenario", 4) Entrada Universidad Autónoma del Edo. de 

Morelos (UAEM) (glorieta), 5) Edificio principal de la Universidad Autónoma del Edo. de 

Morelos (UAEM), cuadros anaranjados: gasolineras.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Ubicación del municipio de Cuernavaca (Imagen tomada de: Battroid, 2013). 
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7.3 Metodología 

 En la figura 14 se muestra la metodología general realizada para cumplir con 

los objetivos establecidos de este proyecto.  

 

 

 

 

Figura 14. Diagrama de flujo de la metodología general (Imagen de: elaboración propia).  

7.3.1 Obtención de las fracciones tóxicas a mamíferos unidas a CM-32 

7.3.1.1 Preparación de las soluciones de veneno y su cuantificación proteica 

por absorbancia (A280nm) 

 Cada uno de los venenos que se emplearon en este proyecto, fueron 

proporcionados por el banco de venenos del laboratorio perteneciente al 

Departamento de Medicina Molecular y Bioprocesos del IBT de la UNAM, a cargo 

del Dr. Alejandro Alagón Cano; estos se encontraban liofilizados y correspondían a 

una mezcla de varios individuos de las especies de alacranes C. limpidus, C. 

suffusus, C. noxius y C. tecomanus. 

 Se pesaron 100 mg de cada uno de los venenos en una balanza analítica 

(Adventure Ohaus™), y posteriormente, se mezclaron (400 mg) en un tubo para 

centrífuga de 50 mL (marca Falcon) y se resuspendieron en 8 mL de agua destilada, 

para quedar a una concentración final de 50 mg/mL. 

 La concentración de proteína de esta solución fue determinada por 

absorbancia a 280 nanómetros (A280nnm) mediante un espectrofotómetro BioMate 
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(Thermo Scientific™) y una celda de cuarzo (marca Beckman) de 1 cm de longitud. 

Esta técnica está basada en la presencia de 3 aminoácidos aromáticos (tirosina, 

triptófano y fenilalanina) cuya absorbancia es a esa longitud de onda.  

Para ello, la solución de los 4 venenos fue centrifugada a 3,000 rpm por 15 

min a temperatura ambiente utilizando la centrifuga TJ-6 (marca Beckman). El 

sobrenadante fue recuperado, se realizó una dilución 1:50 en agua destilada y se 

leyó la concentración de proteína, utilizando agua como blanco analítico. Su valor 

fue estimado considerando que de acuerdo con la ley de Lambert-Beer una unidad 

de absorbancia (UA) corresponde a 1mg/mL de proteína y multiplicándolo por el 

factor de dilución. La mezcla de venenos fue etiquetada y almacenada a -20°C hasta 

su utilización. 

7.3.1.2 Acoplamiento de los venenos de Centruroides a la resina CM-32 

La resina carboximetil celulosa en forma microgranular (Whatman Chemical 

Separation Ltd.) utilizada para acoplar la mezcla de venenos de las cuatro especies 

de Centruroides fue preparada mediante el protocolo que se muestra en el anexo 1, 

posteriormente, se equilibró con buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 6.0, se 

centrifugó a 3,000 rpm por 15 min a temperatura ambiente utilizando la centrífuga 

TJ-6 (marca Beckman), se retiró el líquido y se adicionó 1 volumen de agua, para 

obtener una suspensión 1:1. 

A continuación, en un tubo para centrífuga (marca Falcon) de 50 mL se 

agregaron 8 mL de la suspensión de CM-32, y se adicionaron 3.8 mL de la mezcla 

de venenos de Centruroides (equivalentes a 190 mg/205.2 UA280nm), 2.6 mL de agua 

destilada y 1.6 mL de buffer de fosfatos de sodio 0.2 M, pH 6.0, se colocaron en 

agitación suave durante 60 min a temperatura ambiente. Una vez transcurrido ese 

tiempo, se etiquetaron y almacenaron a -20°C hasta su utilización (anexo 2). 

7.3.2 Caracterización de la fracción unida y la no unida a CM-32 

 Con la finalidad de conservar únicamente las moléculas de la mezcla de 

venenos de Centruroides que son afines a la resina, se tomaron 14.6 mL de la 

suspensión de la resina con los venenos acoplados anteriormente (equivalentes a 
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23.75 mg/mL), y se cargaron en una columna, donde se lavaron con buffer de 

fosfatos de sodio 0.02 M pH 6.2. Las fracciones obtenidas fueron recolectadas para 

ser caracterizadas y posteriormente, fueron cuantificadas. Para ello, fue utilizado un 

colector (modelo 2128) y tubos de ensayo, en cada tubo se recolectaron 40 gotas 

(1.9 mL). Se determinó y registró la concentración de cada fracción, continuando 

con el lavado de la resina hasta que la A280nm llegó a menos de 0.05. Se obtuvieron 

un total de 135 fracciones.  

Posteriormente, tomando en cuenta los valores de las lecturas de A280nm de 

las fracciones recolectadas, se seleccionaron y combinaron distintas de ellas, 

formando varios grupos, los cuales se denominaron con las letras del alfabeto (A, 

B, C D, E, F y G), a continuación, se determinó nuevamente la concentración de 

cada mezcla de fracciones, los valores obtenidos se registraron y graficaron 

mediante el software GraphPad Prism Versión 6.01. Todas las mezclas fueron 

etiquetadas y almacenadas a -20°C hasta su utilización. 

Por otro lado, con la finalidad de cuantificar el porcentaje de veneno que 

quedo acoplado a la resina, se tomaron 0.7 mL de la resina lavada y se colocaron 

en una columna de centrifugado, donde se eluyeron con buffer de fosfatos de sodio 

0.1 M pH 7.7 + NaCl 0.5 M hasta que la A280nm llegó a menos de 0.05. Una vez 

finalizada la elución, el porcentaje fue determinado mediante una regla de tres. 

Posteriormente, de las fracciones obtenidas al eluir, se seleccionaron y combinaron 

aquellas que contenían una mayor concentración de proteína, se determinó su 

concentración nuevamente, se etiquetaron y almacenaron a -20°C hasta su 

utilización. 

 El resto de la resina lavada fue etiquetada y almacenada a -20°C para su 

posterior uso como inmunógeno. 

7.3.2.1 Toxicidad de las fracciones obtenidas de la mezcla de venenos de 

Centruroides  

 Para evaluar si las fracciones obtenidas de la mezcla de venenos de 

Centruroides producían un cuadro clínico de intoxicación o muerte en mamíferos, 
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se realizaron ensayos de toxicidad en ratones de la cepa CD-1 de sexo indistinto de 

18 a 20 g de peso. Se inoculó un ratón por dosis, de la siguiente manera: fracción 

A, se inocularon 100 y 150 µg; fracciones B y C, se inocularon 100 µg; y fracciones 

E, F y G, se inocularon 20 y 50 µg. La administración fue realizada por vía 

intravenosa en la vena caudal del ratón.  

Los animales se monitorearon durante 24 h, se registró la ausencia o 

presencia del cuadro clínico de intoxicación y el número de muertes.  

7.3.2.2 Análisis por SDS-PAGE 

 De las fracciones obtenidas previamente, se seleccionaron las más 

relevantes para el estudio, es decir, aquellas que produjeron toxicidad o mortalidad 

en los ratones, o en su defecto, las que contenían una mayor concentración de 

proteína. Posteriormente, se utilizó la técnica de electroforesis en gel de 

poliacrilamida en presencia de detergente dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), 

descrita por Laemmli en 1970. Con la finalidad de identificar y comparar los 

componentes proteicos de las fracciones de interés con la mezcla de venenos de 

Centruroides sin fraccionar. En esta técnica las proteínas se separan en función de 

su peso molecular (PM), el cual posteriormente es determinado al comparar su 

movilidad relativa con proteínas de PM conocido. 

 Para ello, se prepararon en geles al 15% y se corrieron en condiciones 

reductoras (con β-mercaptoetanol) en una cámara de electroforesis BIO-RAD®, 

cargando previamente con una jeringa microliter (marca Hamilton) 15 µg de la 

mezcla de venenos de Centruroides, y 15 µg de las fracciones de interés en los 

diferentes carriles. Al finalizar la separación, los geles se tiñeron con azul de 

Coomassie R-250 y se destiñeron con solución de destinción. El peso molecular se 

estimó con marcadores de 8 a 140 kDa (marca Bio-Rad) (anexo 3). 

7.3.2.3 Fraccionamiento por HPLC en fase reversa 

Con la finalidad de separar los componentes de la mezcla de venenos de 

Centruroides y las fracciones de interés se utilizó la técnica de cromatografía líquida 
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de alta resolución en fase reversa (RP-HPLC, por sus siglas en inglés), utilizando 

un equipo marca Varian PROSTAR 210® y una columna C18 analítica (250 x 4.6 mm, 

con tamaño de partícula de 5 µm) marca ZORBAX®. Se inyectó 1 mg de cada 

fracción o veneno seleccionado disuelto en 500 µL de agua destilada más ácido 

trifluoroácetico (TFA) al 0.1% (solución A), previamente centrifugado a 14,000 rpm 

durante 5 min, para eliminar los residuos insolubles existentes. La columna fue 

eluída con un gradiente de solución B (acetonitrilo más 0.1% de ácido 

trifluoroácetico) de 0-80% a un flujo de 1 mL/min por 80 min (anexo 4). 

  Las fracciones fueron monitoreadas a 214 nm y colectadas manualmente en 

tubos para microcentrífuga (marca eppendorf) de 1.5 mL, y posteriormente, 

sometidas a un proceso de secado en un savant (Speedvac Savant SDP1010, 

Thermo Scientific), con la finalidad de eliminar los solventes contenidos. Cada 

fracción fue etiquetada y almacenada a -20°C hasta su uso posterior. 

 Por otro lado, los perfiles cromatográficos obtenidos se compararon y se 

seleccionaron las fracciones más relevantes, las cuales, fueron resuspendidas en 

20 µL de agua destilada y cuantificadas a una longitud de onda de 280nm en el 

sistema NanoDrop (1000 Spectrophotometer Thermo Scientific), estos datos dieron 

a conocer las concentraciones de cada fracción. 

7.3.2.4 Determinación de masa moleculares 

 La determinación de las masas moleculares de las fracciones de interés fue 

realizada mediante el espectrofotómetro de masas (ESI-MS Finnigan LCQDUOion 

trap mass spectrometer) con la asistencia técnica del Dr. Fernando Zamudio. 

7.3.2.5 Determinación de la dosis letal media  

 Para conocer el grado de toxicidad de la mezcla de venenos de Centruroides 

y su fracción tóxica se determinó la dosis letal media (DL50), definida como la dosis 

de veneno capaz de producir la muerte del 50% del total de una población 

representativa de animales bajo experimentación (expresada en µg/ratón o mg/kg).  
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 Se utilizaron grupos de tres ratones de sexo indistinto de 18 a 20 g de peso 

de la cepa CD-1. Cada grupo se inoculó con diferentes cantidades de la mezcla de 

venenos (5 a 20 µg) y de la fracción tóxica (2 a 15 µg) en un volumen final de 0.5 

mL de cloruro de sodio (NaCl) 0.15 M por ratón (anexo 5). La administración se 

realizó por vía intravenosa en la vena caudal del ratón. A las 24 h posteriores a la 

inoculación se registró el porcentaje de mortalidad de cada grupo.  

7.3.3 Inmunización de conejos con la fracción tóxica unida a CM-32 

Para evaluar la capacidad inmunogénica de la fracción tóxica de 

Centruroides unida a CM-32 en conejos se utilizaron como unidades experimentales 

dos grupos con tres conejos hembras de la cepa Nueva Zelanda con la clave de 

bioterio 70, 71, 72, 73, 74 y 75, seleccionados por conveniencia. 

7.3.3.1 Preparación de inmunógeno  

Para preparar el inmunógeno, se tomaron 0.7 mL de la suspensión con los 

venenos acoplados a la resina (equivalente a 16.6 mg de la mezcla de venenos de 

Centruroides) y se colocaron en una columna de centrifugado, donde se lavaron con 

buffer de fosfatos de sodio 0.02 M pH 6.2, hasta que la A280nm llegó a menos de 

0.05, lo cual, fue determinado mediante un espectrofotómetro BioMate (Thermo 

Scientific™) y una celda de cuarzo (marca Beckman) de 1 cm de longitud, con la 

finalidad de obtener únicamente las fracciones que se acoplaron a la resina. A 

continuación, la resina lavada fue resuspendida en un volumen total de 3.3 mL de 

agua destilada para alcanzar una concentración equivalente a 5 mg/mL, esta 

suspensión con la fracción tóxica enriquecida con CM-32 se utilizó para inmunizar 

al grupo 1 (70, 71 y 72). 

Por otro lado, como método de comparación, el grupo 2 (73, 74, 75) se 

inmunizó con la mezcla de venenos de Centruroides sin fraccionar, para ello se 

tomaron 350 µL del stock de la mezcla de venenos a una concentración de 50 

mg/mL y se les adicionaron 3.15 mL de agua destilada para alcanzar un equivalente 

de 5 mg/mL. 
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7.3.3.2 Esquema de inmunización 

 El diseño de los esquemas de inmunización fue realizado con base en la 

experiencia del laboratorio que está bajo la dirección del Dr. Alejandro Alagón Cano 

(Calderón, 2011; Pérez, 2019), perteneciente al Departamento de Medicina 

Molecular y Bioprocesos en el IBT de la UNAM. A continuación, en las tablas 3 y 4 

se muestran dichos esquemas. 

Tabla 3. Esquema de inmunización de conejos del grupo 1 con la fracción tóxica 
enriquecida con CM-32. 

No. 
 

inmunización 

Día Dosis de 
veneno 

(µg/conejo) 

Adyuvante   Ruta  
(2 a 4 puntos) 

Sangría 
(mL) 

 
0 Preinmune 2 

1 1 5 IFA SC - 

2 7 5 IFA  SC 1 

3 14 10 ALUM SC 1 

4 21 15 IFA SC 1 

5 28 25 Sin adyuvante SC 1 

6 35 50 ALUM  SC 1 

7 49 200 IFA  SC 1 

8 63 400 Sin adyuvante SC 1 

9 77 700 ALUM SC 1 

10 91 1000 IFA SC 1 

11 105 1250 ALUM SC 1 

12 119 1500 Sin adyuvante SC 1 

 
126 Sangría a blanco 

IFA: Adyuvante incompleto de Freund; ALUM: Hidróxido de Aluminio; SC: vía subcutánea. 
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Tabla 4. Esquema de inmunización de conejos del grupo 2 con la mezcla de venenos de 
Centruroides. 

No. 
 

inmunización 

Día Dosis de 
veneno 

(µg/conejo) 

Adyuvante  
(mL) 

Ruta  
(2 a 4 puntos) 

Sangría 
(mL) 

 
0 Preinmune    2 

1 1 10 IFA SC - 

2 7 10 IFA SC 1 

3 14 20 ALUM SC 1 

4 21 30 IFA SC 1 

5 28 50 Sin adyuvante SC 1 

6 35 100 ALUM SC 1 

7 49 200 IFA SC 1 

8 63 400 Sin adyuvante SC 1 

9 77 700 ALUM SC 1 

10 91 1000 IFA SC 1 

11 105 1250 ALUM SC 1 

12 119 1500 Sin adyuvante SC 1 
 

126 Sangría a blanco 
IFA: Adyuvante incompleto de Freund; ALUM: Hidróxido de Aluminio; SC: vía subcutánea. 

 La duración de ambos esquemas de inmunización fue de 119 días, donde se 

inocularon los inmunógenos en cantidades crecientes partiendo de 5 µg/conejo para 

el grupo 1 y 10 µg/conejo para el grupo 2, hasta alcanzar una dosis de 1,500 

µg/conejo. Cada aplicación fue realizada en un volumen total de 1.0 a 1.2 mL por 

conejo, empleando el adyuvante incompleto de Freund e hidróxido de aluminio de 

manera alterna; y en algunas ocasiones se inoculó el antígeno sin adyuvante. La 

inoculación se realizó por vía subcutánea en 4 diferentes puntos del lomo de los 

conejos.  

 En cada inmunización se obtuvieron muestras de sangre mediante punción 

de la vena marginal de la oreja, las cuales se colocaron en tubos (marca Eppendorf) 

sin anticoagulante, y se centrifugaron en la centrífuga 5418 (marca Eppendorf) a   
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13,000 rpm por 5 min a temperatura ambiente para obtener el suero. 

Posteriormente, una semana después de la 12ª inmunización (día 126), se realizó 

la sangría a blanco de ambos grupos de conejos, mediante punción cardiaca, 

administrando previamente Xilacina (PROCIN®) y Ketamina (ANESKET®) como 

parte del protocolo de anestesia establecido por el bioterio del IBT. 

 Todos los sueros obtenidos se etiquetaron por fecha y se almacenaron en 

congelación a -20°C para su uso posterior en las pruebas in vitro e in vivo.  

7.3.3.3 Medición de la respuesta inmune humoral 

Para determinar el nivel de producción de anticuerpos generados por los 

conejos hiperinmunizados se llevó a cabo el ensayo inmunoenzimático (ELISA) de 

tipo indirecto con el diseño mostrado en la figura 15. La preparación de los buffers 

y soluciones empleadas se muestran en el anexo 6. 

 

 

 

 

 

Figura 15. Esquema de ELISA indirecto para detección de anticuerpos (Imagen tomada y 

modificada de: Lomonte, 2007). 1. Microplaca para el ELISA; 2. Antígeno: mezcla de 

venenos de Centruroides, fracción tóxica o fracción no tóxica; 3. Ig’s de conejo; 4. Anti-IgG 

de conejo producido en cabra conjugado con HRP (Goat anti-rabbit IgG HRP); 5. Sustrato 

ABTS. 

Para este ensayo se sensibilizaron microplacas de poliestireno con fondo 

plano (marca Thermo Scientific®) de 96 pozos con una solución de la mezcla de 

venenos de Centruroides, su fracción tóxica o su fracción no tóxica a una 

concentración de 5 µg/mL en 100 µL/pozo de buffer de carbonatos (0.1 M de 

NaHCO3 pH 9.5) durante 2 h a 37°C, con excepción de la 12a columna que fungió 

como blanco. Concluida la incubación, las placas fueron lavadas con 200 µL/pozo 
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de solución de lavado (0.05 M Tris-HCl pH 8, 0.15 M NaCl, 0.05% Tween 20) por 

triplicado y se bloquearon los sitios en donde pudiese haber uniones inespecíficas 

con 200 µL/pozo de solución de bloqueo (5 mg/mL de gelatina y 0.2% Tween 20 en 

0.05 M Tris/HCl pH 8) por 2 h a 37°C.  

Después del lavado de las microplacas, en la primera columna se colocaron 

por duplicado 150 µL de los sueros de conejo correspondientes a las sangrías 

obtenidas en una dilución 1:30 en buffer de reacción (0.05 M Tris-HCl pH 8, 5 M 

NaCl, 0.2 mg/mL de gelatina y 0.2% Tween 20). En los pozos restantes se 

dispensaron 100 µL de buffer de reacción y se realizaron diluciones seriadas 1:3 

hasta la 10a columna de las microplacas en un volumen final de 100 µL; las 

columnas 11 y 12 fungieron como blancos, y se incubaron por 1 h a 37°C.  

Para la aplicación del anticuerpo secundario, tras haber lavado las placas, se 

añadieron 100 µL/pozo de suero anti-IgG de conejo producido en cabra acoplado a 

peroxidasa (marca GeneTex), en una dilución 1:2000 en solución de reacción y se 

incubaron 1 h a 37°C. Por último, posterior al lavado de las placas, para detectar la 

interacción antígeno-anticuerpo, se añadieron 100 µL/pozo de solución de revelado 

(0.07 M buffer citrato-fosfato pH 4.2, solución de ABTS 50 mg/mL y 0.04% de H2O2), 

la cual contiene un sustrato (ABTS) que al ser degradado por la enzima peroxidasa 

de rábano picante (HRP) produce una reacción de color, se dejó que la reacción 

prosiguiera durante 15 min a temperatura ambiente, y se detuvo mediante la adición 

de 25 µL/pozo de solución de paro (SDS al 20%). A continuación, se procedió a la 

lectura de absorbancia en el lector de microplacas Tecan, de la línea Sunrise a una 

longitud de onda de 405 nm.   

7.3.3.4 Medición de la potencia neutralizante de los sueros de conejo hacia la 

mezcla de venenos de Centruroides 

Para conocer la potencia neutralizante de los sueros de conejo se determinó 

la dosis efectiva media (DE50), definida como la dosis de suero mezclada con 3 DL50 

de veneno necesaria para la sobrevivencia del 50% del total de una población 

representativa de animales bajo experimentación. Se utilizaron grupos de tres 

ratones de sexo indistinto de 18 a 20 g de peso de la cepa CD-1. Se administraron 
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por vía intravenosa diferentes volúmenes de la mezcla de sueros del día 126 de 

ambos grupos (véase en el anexo 8, inciso 1 y 2) incubados previamente, a 37°C 

por 30 min, con 3 DL50 de la mezcla de venenos de Centruroides, en un volumen 

final de 0.5 mL de solución amortiguadora de fosfatos (PBS) por ratón (anexo 5). A 

las 24 h posteriores a la administración, se registró el porcentaje de sobrevivencia 

de cada grupo. Por otro lado, como control positivo, con la finalidad de asegurar que 

la sobrevivencia observada correspondió al efecto neutralizante de los sueros, se 

inyectó un ratón por vía intravenosa, únicamente con el equivalente a 3 DL50 de la 

mezcla de venenos de Centruroides, ajustada a 0.5 mL con PBS, y como control 

negativo, se administró únicamente el pool de suero que fue probado en cada 

ensayo.  

7.3.4 Inmunización de equinos con la fracción tóxica unida a CM-32 

Para evaluar la capacidad inmunogénica de la fracción tóxica de 

Centruroides unida a CM-32 en caballos fueron utilizados dos grupos con tres 

caballos cada uno, designados con los números 304, 306, 310, 311, 312 y 313, 

seleccionados por conveniencia. 

7.3.4.1 Preparación de inmunógeno 

En la preparación del inmunógeno se utilizó como stock la CM-32 

previamente lavada, en la cual se encontraba acoplada la fracción tóxica de la 

mezcla de venenos de Centruroides (12.83 mg/mL en suspensión de agua). Se 

tomaron 1600 µL del stock y se les agregaron 2.5 mL de agua destilada para 

alcanzar un equivalente de 5 mg/mL para las inmunizaciones de la 1 a la 8, y de la 

9 a la 13 se utilizó el stock a 12.83 mg/mL en agua destilada, y se tomó la cantidad 

de microlitros necesaria para cada una de las inmunizaciones. Este inmunógeno 

(fracción tóxica enriquecida con CM-32) fue utilizado para inmunizar al grupo 1 (306, 

312 y 313). 

Por otro lado, como método de comparación, se inmunizó el grupo 2 (304, 

310, 311) con la mezcla de venenos de Centruroides sin fraccionar, utilizando un 

stock con una concentración de 50 mg/mL. Para las inmunizaciones de la 1 a la 8 
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se tomaron 400 µL del stock de la mezcla de venenos, y se agregaron 3.6 mL de 

agua para alcanzar un equivalente de 5 mg/mL. Posteriormente, para las 

inmunizaciones de la 9 a la 11 se tomaron 1120 µL del stock de la mezcla de 

venenos y se agregaron 1.7 mL de agua destilada para alcanzar una concentración 

equivalente a 20 mg/mL, y para las inmunizaciones de la 12 a la 13, únicamente se 

utilizó el stock de la mezcla de venenos. 

7.3.4.2 Esquema de inmunización 

 Los esquemas de inmunización se muestran a continuación en las tablas 5 y 

6. 

Tabla 5. Esquema de inmunización de caballos del grupo 1 con la fracción tóxica 
enriquecida con CM-32. 

No. 
 

inmunización 

Día Dosis de 
veneno 

(µg/caballo) 

Adyuvante  
(mL) 

Ruta  
(2 a 4 puntos) 

Sangría 
(mL) 

 
0 Preinmune 50 

1 1 50 IFA ID - 

2 7 50 IFA SC 50 

3 14 100 ALUM SC 50 

4 21 250 IFA SC 50 

5 28 500 Sin adyuvante SC 50 

6 35 1000 ALUM SC 50 

7 49 1500 IFA SC 50 

8 63 3000 Sin adyuvante SC 50 

9 77 4500 ALUM SC 50 

10 91 6000 IFA SC 50 

11 105 7500 Sin adyuvante SC 50 

12 119 9000 ALUM SC 50 

13 133 11500 IFA SC 50 
 

140 Sangría 250 
IFA: Adyuvante incompleto de Freund; ALUM: Hidróxido de Aluminio; ID: vía intradérmica; 
SC: vía subcutánea. 
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Tabla 6. Esquema de inmunización de caballos del grupo 2 con la mezcla de venenos de 
Centruroides. 

No. 
 

inmunización 

Día Dosis de 
veneno 

(µg/caballo) 

Adyuvante  
(mL) 

Ruta  
(2 a 4 puntos) 

Sangría 
(mL) 

 
0 Preinmune 50 

1 1 50 IFA ID - 

2 7 50 IFA SC 50 

3 14 100 ALUM SC 50 

4 21 250 IFA SC 50 

5 28 500 Sin adyuvante SC 50 

6 35 1000 ALUM SC 50 

7 49 1500 IFA SC 50 

8 63 3000 Sin adyuvante SC 50 

9 77 4500 ALUM SC 50 

10 91 6000 IFA SC 50 

11 105 7500 Sin adyuvante SC 50 

12 119 9000 ALUM SC 50 

13 133 11500 IFA SC 50 
 

140 Sangría 250 
IFA: Adyuvante incompleto de Freund; ALUM: Hidróxido de Aluminio; ID: vía intradérmica; 
SC: vía subcutánea. 

 La duración de ambos esquemas de inmunización fue de 133 días, donde se 

inocularon los inmunógenos en cantidades crecientes partiendo de 50 µg/caballo en 

ambos grupos, hasta alcanzar una dosis de 11,500 µg/caballo. La primera 

inmunización se realizó por vía intradérmica, en un volumen total de 2 mL/caballo, 

en 10 puntos distintos a lo largo del cuello del animal, con el fin de maximizar el área 

de superficie de contacto con el inmunógeno, mejorando la interacción con las 

células presentadoras de antígeno y la respuesta inmune. Posteriormente, las 

inmunizaciones fueron realizadas por vía subcutánea en 2 o 4 puntos diferentes.  
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 Cada aplicación fue realizada en un volumen total de 1 a 2 mL/caballo, 

empleando el adyuvante incompleto de Freund e hidróxido de aluminio de manera 

alterna; y en algunas ocasiones se inoculó el inmunógeno sin adyuvante. En cada 

inmunización se obtuvieron muestras de sangre mediante punción de la vena 

yugular, las cuales fueron colectadas en matraces estériles, donde se dejaron 

reposar durante 1.5 h aproximadamente, para permitir la formación del coágulo, 

posteriormente se obtuvo el suero y se centrifugó a 13,000 rpm para colectar un 

suero libre de células.  

 Todos los sueros obtenidos se etiquetaron por fecha y se almacenaron en 

congelación a -20°C para su uso posterior en las pruebas in vitro e in vivo. 

7.3.4.3 Medición de la respuesta inmune humoral 

 La respuesta inmune humoral de los caballos también fue evaluada por el 

ensayo inmunoenzimático de tipo ELISA indirecto, para ello, se realizaron los 

mismos pasos descritos en la sección 7.3.3.3 (medición de la respuesta inmune 

humoral de los conejos). Con las siguientes excepciones: como anticuerpo primario 

se utilizó la mezcla de sueros de los caballos y como anticuerpo secundario, el suero 

comercial de cabra anti-IgG de caballo (marca GeneTex), acoplado a HRP, en una 

dilución 1:2000 (anexo 7). 

7.3.4.4 Medición de la potencia neutralizante de los sueros de equinos hacia 

la mezcla de venenos de Centruroides 

La determinación de la DE50 de los sueros de caballo fue llevada a cabo bajo 

el mismo esquema que la de los conejos. Con excepción de que, los diferentes 

volúmenes de la mezcla de sueros que se incubaron previamente con las 3 DL50 de 

la mezcla de venenos de Centruroides, fueron del día 140, de ambos grupos (véase 

en el anexo 8, inciso 3 y 4). De igual manera, se llevó a cabo un control positivo y 

un control negativo.  

7.3.5 Análisis de datos 

Para determinar las DL50 y las DE50 en este trabajo, los datos obtenidos 

fueron procesados utilizando el software GraphPad Prism Versión 6.01, mediante el 
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cual, se realizó un análisis de regresión no lineal a través de una curva sigmoide 

dosis-respuesta, graficando el porcentaje de mortalidad (DL50) o la supervivencia 

(DE50) en función del logaritmo de la dosis de veneno o suero inoculado.  

Por otro lado, los valores obtenidos en el ELISA indirecto fueron procesados 

para calcular el título de anticuerpos (EC50), el cual, fue determinado como la 

dilución de suero a la cual se obtiene el 50 % del máximo de reconocimiento (A405 

nm). Para ello, se graficaron los valores obtenidos en función del logaritmo de la 

dilución de la mezcla de sueros evaluado para obtener una curva sigmoide dosis-

respuesta utilizando de igual manera el software GraphPad Prism Versión 6.01. 

 Los títulos de anticuerpos de cada microplaca fueron normalizados utilizando 

como control la mezcla de sueros del último día (día 126 en los grupos de conejos 

y día 140 en los grupos de caballos). De esta manera, se promediaron los títulos del 

suero control de cada microplaca y se calculó el factor de corrección para cada 

microplaca, el cual fue determinado al dividir el promedio de los títulos del suero 

control entre el título del suero control de cada microplaca. A continuación, se 

determinaron los títulos de anticuerpos normalizados de cada mezcla de sueros al 

dividir el título de anticuerpos entre el factor de corrección de cada microplaca. 
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

8.1 Cuantificación de la proteína y obtención de las fracciones tóxicas a 

mamíferos enriquecidas con CM-32 

Aunque existen muchos componentes en el veneno de los alacranes, las 

toxinas que se unen a los canales de Na+ dependientes de voltaje son consideradas 

las más importantes en lo que respecta a mamíferos, en particular, los seres 

humanos (Chippaux, 2012; Laustsen et al., 2016); estas toxinas están presentes en 

un porcentaje inferior al 5% del peso seco del veneno (Miranda et al., 1970; 

Chippaux y Goyffon, 2008). En el presente trabajo para la obtención de estas toxinas 

se emplearon los venenos de C. limpidus, C. tecomanus, C. suffusus y C. noxius. 

Una vez pesados y resuspendidos los 4 venenos de Centruroides se midió la 

concentración de la proteína, por A280nm, el valor obtenido fue de 54 mg/mL, por lo 

que se realizó el ajuste de la concentración por peso para quedar a una 

concentración de 50 mg/mL. 

Posteriormente, de la solución de venenos anterior, un total de 190 mg 

(equivalentes a 205.2 UA280nm), fueron acoplados a la resina CM-32 mediante 

uniones electrostáticas, bajo las condiciones antes descritas.  

Para conservar únicamente los componentes de la mezcla de venenos afines 

a la CM-32, se tomaron 14.6 mL (equivalentes a 187.24 UA280nm) de la suspensión 

anterior, y fueron cargados en una columna, donde se lavaron con un buffer de 

fosfatos de sodio 0.02 M pH 6.2, obteniendo un total de siete fracciones, 

denominadas A, B, C, D, E, F y G (figura 16). 
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Figura 16. Cromatograma de las fracciones recolectadas al lavar la CM-32 con los venenos 
de Centruroides acoplados. Se cargaron en una columna 187.7 UA280nm de la mezcla de 
venenos de Centruroides acoplados a la resina CM-32 y se lavaron con buffer de fosfatos 
de sodio 0.02 M pH 6.2. En el eje X se muestra el volumen recolectado de cada fracción, y 
en el eje Y la A280nm. Lo recolectado se separó en siete fracciones, siendo la A y la E las 
que contenían una mayor concentración de proteína. 

 En lo que respecta al porcentaje de veneno recuperado, el total fue de 55.7%, 

siendo las fracciones A y E las más abundantes con un 18.7% y 24.9%, 

respectivamente (tabla 7). 

Tabla 7. Fracciones de los venenos de Centruroides no retenidas por la resina. Las UA280nm 
iniciales fueron 187.24, de manera que, el porcentaje recuperado en las siete fracciones fue 
de 55.7%. 

Fracción 
Número de 

tubos 
Volumen colectado 

(mL)  A280nm
 UA280nm

 Recuperación 
(%) 

A  1-19 36.1 0.969 34.98 18.7 

B  20-34 26.6 0.158 4.20 2.2 

C  35-57 43.7 0.063 2.75 1.5 

D  58-75 33.5 0.043 1.44 0.8 

E  76-91 29 1.608 46.63 24.9 

F  92-111 38 0.253 9.61 5.1 

G  112-135 46.5 0.101 4.70 2.5 

Total 135 253.4 - 104.31 55.7 
  

 A continuación, se realizó la cuantificación del veneno que quedó acoplado a 

la resina mediante la elución de 0.7 mL (equivalentes a 8.9 UA280nm de la mezcla de 
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venenos) con buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.7 + 0.5 M NaCl, obteniendo 

cinco fracciones, recuperando con ellas un total de 2.7 UA280nm, lo cual representa 

el 30% del total de veneno acoplado a la resina.  

Posteriormente, las fracciones fueron combinadas y se determinó la A280nm, 

obteniendo un valor de 1.719 mg/mL. Se evaluó su toxicidad por vía intravenosa en 

un ratón de la cepa CD1 de 18 a 20 gr, administrando 20 µg, los cuales resultaron 

letales, el ratón murió en los primeros 3 minutos post-inoculación, lo que indica que 

las toxinas que afectan a mamíferos están presentes dentro de los componentes 

que se retuvieron en la resina. Los signos clínicos observados fueron 

hiperexcitabilidad, sialorrea, disnea, disfagia y distención abdominal. Esta fracción 

se denominó “Fracción tóxica”.  

Por otro lado, ninguna de las fracciones no retenidas por la resina resultó 

tóxica y/o letal para los ratones al ser inoculadas por vía intravenosa con dosis de 

20 a 150 µg, lo cual sugiere que dentro de estos componentes no se encuentran los 

péptidos de interés. 

 Se sabe que una proteína que no tiene carga neta a un pH equivalente a su 

punto isoeléctrico (pI), no interactuará con un medio cargado. Sin embargo, a un pH 

por encima de su pI, la proteína se unirá a un medio con carga positiva y, a un pH 

por debajo de su pI, se unirá a un medio con carga negativa (Cummins et al., 2011). 

Por lo tanto, al seleccionar un pH de fase móvil se garantiza que la carga neta de 

las proteínas de interés dentro de una mezcla sea opuesta a la del grupo funcional 

de la matriz (en este caso, el grupo carboxilo –COOH), asegurando que desplazará 

al contraión del grupo funcional y se unirá a la matriz (Xu et al., 2013). En cambio, 

las proteínas con carga opuesta, no se retendrán.  

 Las toxinas de interés en este trabajo tienen puntos isoeléctricos que van de 

7.68 a 8.44 (véase en la tabla 2, pág. 10), por lo que se trata de proteínas 

ligeramente básicas. Este carácter básico ha sido encontrado en varias toxinas 

aisladas de otros venenos de alacrán, lo cual ha resultado útil, ya que estas 
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proteínas han podido ser separadas utilizando cromatografía de intercambio 

catiónico (Borges et al., 1990; Escobar et al., 2002). 

 Con base en ello, mediante lavados a pH 6.2 se desplazaron aquellas 

proteínas no específicas de la mezcla de venenos cargadas inicialmente en la CM-

32, recuperando un 55.7% del total del veneno en siete fracciones, de las cuales 

ninguna de ellas fue tóxica para los ratones. De acuerdo con lo reportado por varios 

autores, los componentes de los venenos de C. tecomanus, C. limpidus y C. noxius 

que afectan a mamíferos requieren una fuerza iónica considerable para eluirse de 

la CM-32, así mismo, se ha reportado que al separar la fracción II (~65% del veneno 

soluble) que contiene dichos componentes, mediante su elución con gradientes 

lineales de NaCl, se recupera del 89 al 99% de la proteína cargada (Alagón et al., 

1988; Lebreton y Delepierre, 1994; Valdivia et al., 1994; Dehesa-Davila et al., 1996). 

La elución en gradiente permite que las moléculas se vayan desplazando en forma 

secuencial de acuerdo con la fuerza de unión que posean hacia los grupos 

funcionales de la resina (Bährle-Rapp, 2007). 

 No obstante, según lo reportado por Borges y colaboradores (1990), en la 

separación del veneno de T. discrepans (12.5 mg) (DL50IC 0.32 µg/ratón (20 g)), 

cuya estrategia no incluyó una separación previa del veneno, también se obtuvieron 

resultados satisfactorios, con un porcentaje de recuperación de proteína (A280nm) del 

77.7%, en nueve fracciones (Tdl-TdlX), de las cuales, únicamente las más básicas 

(TdIV, TdV, TdVI, TdVII, TdVIII y TdIX), eluídas tras aplicar el gradiente de 

concentración (bicarbonato de amonio de 0,05 M a 1,0 M a pH 8,1), resultaron 

tóxicas para ratones, siendo la fracción TdVIII la más tóxica (DL50IC 0.158 µg/ratón 

(20 g)), es decir, 2 veces más tóxica que el veneno completo. En el presente trabajo, 

el porcentaje de proteína recuperada tras el lavado y la elución de la CM-32, se 

aproxima a lo reportado para los venenos de Centruroides y T. discrepans, ya que 

fue del 85.7%. 

 Por otro lado, la toxicidad producida por la fracción de la mezcla de venenos 

eluída con 0.5 M NaCl, en ratones, fue mayor que la reportada por Possani y 

colaboradores (1980) para las subfracciones II-8 (8.7%), II-9 (10.5%) y II-10 (9.4%) 
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del veneno de C. tecomanus, que fueron letales para ratones (20 g) a dosis mayores 

de 40 µg por vía intraperitoneal.  

 Por su parte, Olamendi-Portugal y colaboradores (2017), reportaron que tras 

finalizar la elución en gradiente (0 a 0.55 M NaCl) del veneno de C. limpidus, y lavar 

la columna con 1 M NaCl se obtuvo una subfracción tóxica para crustáceos, 

semejante a la toxina 1 obtenida por Dehesa-Davila y colaboradores (1996) del 

veneno de C. noxius (los valores de toxicidad no están reportados). Sin embargo, a 

pesar de que dichas toxinas no fueron parte de los objetivos de este trabajo, es 

importante considerar que dentro de los componentes que se acoplaron a la CM-32 

es posible que se encuentren algunos péptidos que afecten a invertebrados.  

 De cualquier manera, todo parece indicar que la obtención de las fracciones 

tóxicas a mamíferos a través de su pegado diferencial a CM-32 fue satisfactoria, no 

obstante, es necesaria su caracterización para determinar y confirmar el tipo de 

componentes contenidos, así como la toxicidad generada, para realizar una 

comparación más precisa. 

8.2 Caracterización de la mezcla de venenos de Centruroides y sus fracciones  

 Debido a que ninguna de las fracciones obtenidas al lavar la resina tuvo 

toxicidad en ratones, se seleccionaron las fracciones con mayor concentración de 

proteína (A, E), y la fracción que se acopló a la resina, que fue letal en ratones (Ft), 

para su análisis mediante SDS- PAGE al 15% bajo condiciones reductoras, con la 

finalidad de comparar los componentes presentes en las fracciones con los de la 

mezcla de venenos de Centruroides (figura 17).  
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Figura 17. Perfil electroforético de la mezcla de venenos de Centruroides y sus fracciones. 

SDS-PAGE 15% en condiciones reductoras, 15 µg/carril. Marcador de peso molecular 

(MPM); veneno completo (Vc); fracciones no tóxicas (A y E) y fracción tóxica (Ft). Lo que 

se indica con la flecha son los componentes de bajo peso molecular, presentes tanto en el 

veneno completo como en sus fracciones, en diferentes proporciones, en lo cual, 

posiblemente se encuentran las toxinas que afectan canales de Na+ dependientes de 

voltaje. 

Los resultados del SDS-PAGE mostraron que tanto en el veneno completo 

como en sus fracciones estaban presentes componentes de bajo peso molecular de 

entre 3 y 7 kDa, en diferentes proporciones, dados los distintos grados de tinción. 

Por otro lado, se observaron dos bandas más en el veneno completo, de mediano 

y alto peso molecular, de 24 a 31 kDa y de 41 kDa, respectivamente. Ésta última 

banda, también estuvo presente en la fracción tóxica en una proporción similar, por 

su parte, en la fracción E se observó una banda con una tinción muy tenue por 

encima de los 31 kDa. La fracción A, a pesar de ser una de las fracciones en las 

que se obtuvo más proteína, únicamente presentó una banda en muy baja 

proporción correspondiente a componentes de bajo peso molecular de entre 3 y 4 

kDa.  
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Dentro de los componentes que contiene el veneno, hay dos grupos 

peptídicos principales, uno que va de 3,001 a 4,500 Da y otro, de 6,001 a 7,500 Da, 

los cuales corresponden con el rango de masas de las toxinas que bloquean canales 

de potasio y modulan canales de sodio, respectivamente (Rodríguez de la Vega et 

al., 2010); se sabe que las últimas son las que causan la muerte en diferentes 

modelos animales experimentales (Possani, 1984). Por lo que, en la banda que se 

observa por debajo de los 8 kDa, presente tanto en el veneno completo como en 

sus fracciones se podrían encontrar los grupos peptídicos antes mencionados. 

Existiendo la probabilidad de que en la fracción A se encuentren toxinas que 

bloquean canales de potasio, y en la fracción tóxica, ambos tipos de toxinas, siendo 

las más abundantes las que afectan canales de sodio, particularmente porque dicha 

fracción fue letal en ratones.  

Por otro lado, se ha reportado que componentes con pesos moleculares de 

31 a 45 kDa podrían corresponder a enzimas, como fosfolipasas y 

metaloproteinasas (enzimas hidrolíticas) (Estrada-Gómez et al., 2017; Cid Uribe et 

al., 2019). De igual manera, se han identificado las hialuronidasas, las cuales, no 

son tóxicas por sí mismas, pero potencian indirectamente la toxicidad de los 

venenos (Costal-Oliveira et al., 2012; Venancio et al., 2013), y cuyo peso molecular 

puede oscilar entre 45 y 82 kDa (Bordon et al., 2015). Estas enzimas son 

consideradas difíciles de aislar, dado que se encuentran en pequeñas cantidades 

dentro de los venenos y su actividad enzimática se elimina con mucha facilidad 

(Stern y Csóka, 2000). En el alacrán C. limpidus se observó que las hialuronidasas 

tienen un peso molecular de 47.5 kDa (Cevallos et al., 1992), mientras que en los 

alacranes del género Tityus se encontró un componente de 44.8 kDa con la 

actividad de la misma (Batista et al., 2007).  

También se ha demostrado que las hialuronidasas desempeñan un papel 

esencial en la distribución del veneno desde el torrente sanguíneo a los órganos 

diana (Oliveira-Mendes et al., 2019), dado que alteran la integridad de la matriz 

extracelular y los tejidos conectivos que rodean los vasos sanguíneos en el punto 

de picadura.  
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8.2.1 Obtención y análisis de las fracciones de la mezcla de venenos de 

Centruroides por HPLC en fase reversa 

 En la figura 18 se muestran los perfiles cromatográficos resultantes de la 

separación de la mezcla de venenos de Centruroides, su fracción tóxica y su 

fracción no tóxica (fracción E), la cantidad aplicada de cada uno fue de 1 mg. Todas 

las fracciones fueron recolectadas manualmente mediante la visualización de los 

cromatogramas obtenidos a una longitud de onda de 214 nm.   
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C)  

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Perfiles cromatográficos de la separación de la mezcla de venenos de 

Centruroides y sus fracciones por HPLC en fase reversa. A) Veneno completo; B) Fracción 

tóxica; C) Fracción no tóxica. Se aplicó 1 mg de cada uno en una columna C18, el monitoreo 

del veneno y sus fracciones fue a 214 nm, a un gradiente de 0-80% acetonitrilo con 0.1 % 

TFA en 80 minutos. Se determinó la masa molecular de los picos señalados con las flechas.  

Se recolectaron un total de 78 fracciones para el veneno completo, 60 

subfracciones para la fracción tóxica y 41 subfracciones para la fracción no toxica, 

la comparación visual de los tres perfiles cromatográficos indica claramente que 

existen diferencias, sin embargo, se puede observar que los componentes más 

abundantes se eluyeron entre los 35 y 50 minutos.  

Por consiguiente, se enviaron 2 g de los picos considerados los más 

relevantes, tanto de la fracción tóxica como de la no tóxica, para su análisis 

mediante un espectrofotómetro de masas (ESI-MS Finnigan LCQDUOion trap mass 

spectrometer). Los picos se seleccionaron mediante la sobreposición de los 

cromatogramas de las fracciones con el del veneno completo, obteniendo así los 

picos de las fracciones presentes también en el veneno completo, eluidos dentro de 

los 35 y 45 minutos, ya que se ha observado que las fracciones de los venenos de 

Centruroides que son eluidos en ese lapso de tiempo corresponden a péptidos que 

afectan la función de canales de Na+, siendo algunos de ellos tóxicos para 

mamíferos, y otros para invertebrados (Salazar et al., 2018). Además, se sabe que 

de los 20 a los 31 minutos los componentes que se encuentran frecuentemente 
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corresponden con toxinas que afectan canales K+ dependientes de voltaje, con 

masas moleculares de entre 3,000 a 5,000 Da (Batista et al., 2004; Batista et al., 

2007), mientras que dentro de los componentes eluidos después de los 50 minutos 

están enzimas como hialuronidasas y proteasas (Salazar et al., 2018). 

A continuación, en las tablas 8 y 9 se muestran los tiempos de retención y las 

masas moleculares obtenidas por espectrometría de masas a partir de los 

componentes colectados en la separación de la fracción tóxica y no tóxica por RP-

HPLC.  

Tabla 8. Separación y masa molecular             Tabla 9. Separación y masa molecular    
de la fracción tóxica.                                           de la fracción no tóxica. 

 

Se identificaron un total de 15 componentes (ocho para la fracción tóxica y 

siete para la fracción no tóxica) de los picos seleccionados, cuyo rango de masas 

moleculares va de 6,463.26 a 7,681.55 Da. Los componentes con una masa 

molecular de alrededor de 6,000 Da se eluyeron de la columna a los 36-39 minutos, 

mientras que los de 7,000 se eluyeron entre 38 y 43 minutos. En algunos casos, se 

obtuvieron más de dos componentes por pico, lo cual de acuerdo con Olamendi-

Portugal y colaboradores (2005), se debe a que el tiempo de elución de ciertos 

péptidos se comparte comúnmente dentro de picos cromatográficos cercanos. 

Se ha observado en la separación por RP-HPLC del veneno de un alacrán 

de la familia Buthidae que los componentes con masas moleculares alrededor de 

3,000 a 5,000 Da corresponden a péptidos específicos de canales de K+, mientras 

que los componentes de entre 6,000 y 8,000 Da se sabe que contienen péptidos 

específicos de canales de Na+ (Batista et al., 2004). De modo que, los valores de 

TR (min) MM (Da) 
36.41 6,510.7; 6,538.1 
37.19 7,374; 6,603 
38.15 7,290.22 
42.97 7,135.6 
43.61 7,134.94 

TR (min) MM (Da) 
38.68 7,324.6; 6,481.7 
39.53 6,463.26 
41.15 7,681.55 
41.84 7,680.51; 7,588.7; 7,234.6 
43.47 7,542.6 

TR: tiempo de retención; MM: masa molecular.  
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las masas moleculares obtenidas experimentalmente están dentro del rango que se 

supone corresponde a péptidos que afectan canales de sodio dependientes de 

voltaje. 

Por consiguiente, se calcularon las masas moleculares teóricas de las toxinas 

letales para mamíferos, que componen los venenos de las 4 especies de 

Centruroides, con la finalidad de identificar si dentro de las masas obtenidas 

experimentalmente se encontraban algunas de ellas (figura 19).  

Figura 19. Secuencias de las toxinas de Centruroides que afectan a mamíferos 
(Consortium, 2019). 

a Masa molecular calculada; b Masa molecular experimental; NE: No encontrada. En color 
rojo se muestran las cisteínas responsables de la formación de puentes disulfuro.  

 
De manera que, uno de los componentes de la fracción tóxica eluido 

aproximadamente a los 41 min cuya masa molecular fue de 7,588.7 Da, coincidió 

con la toxina Cn2, cuya masa teórica calculada con base a la secuencia de sus 

aminoácidos fue de 7,589.7 Da. La Cn2 representa el principal componente tóxico 

dentro del veneno del alacrán C. noxius, constituye aproximadamente el 6.8% del 

veneno completo (Possani et al., 1981; Riaño-Umbarila et al., 2011). Por el 

contrario, las toxinas Cn3 y Cn4 cuyas masas teóricas calculadas fueron de 7,544.7 

Da y 7,477.4 Da, respectivamente, no coincidieron con ninguna de las masas 

obtenidas experimentalmente.  

De manera similar, se encontró otro componente con una masa molecular 

correspondiente a la de la toxina CIIm1 (7,541.6 Da) del alacrán C. limpidus, éste 

fue eluido a los 43.47 min y se obtuvo una masa molecular de 7,542.6 Da. La toxina 

 

 

Especie Toxina Secuencia 

Mmcala 

(Da) 

Mmexp b 

(Da)  

C. 

limpidus 

Cll1m KEGYINVLSTGCKYECYKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPKKTCT 7541.6 7542.6 

Cll2 KEGYLVNHSTGCKYECFKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGCWCNHLYEQAVVWPLPKKTCN 7575.6 NE 

C. 

tecomanus 
Ct1a KEGYLVNHSTGCKYECFKLGDNDYCLRECRQQYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPNKTCS 

7549.5 NE 

C. noxius 

Cn2 KEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFACWCTHLYEQAIVWPLPNKRCS 
7589.7 7588.7 

Cn3 KEGYLVELGTGCKYECFKLGDNDYCLRECKARYGKGAGGYCYAFGCWCTQLYEQAVVWPLKNKTCR 
7544.7 NE 

Cn4 -EGYLVNSYTGCKYECFKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLKNKTCN 
7477.4 NE 

C. 

suffusus 

CssII KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN 
7538.6 NE 

CssIV KEGYLVNSYTGCKFECFKLGDNDYCLRECRQQYGKGSGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN 
7602.6 NE 

CssVI KEGYLVNSYTGCKFECFKLGDNDYCKRECKQQYGKSSGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN 
7619.6 NE 
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Cllm1, junto con la toxina Cll2 están consideradas dentro de los componentes 

principales del veneno, constituyen un 0.5% y 1.5%, respectivamente (Riaño-

Umbarila et al., 2013; Olamendi-Portugal et al., 2017).  

En cuanto a las toxinas que contienen los venenos de las demás especies de 

alacranes, se ha reportado que al separar el veneno de C. suffusus por RP-HPLC 

en condiciones similares, las toxinas CssII y CssIV se eluyen alrededor de los 42-

46 min, conteniendo masas moleculares de 7,537.6 y 7,601.6 Da, respectivamente 

(Espino-Solis et al., 2011). Cabe mencionar que la toxina CssII es considerada uno 

de los componentes más abundantes y más importantes en términos de letalidad 

(Martin et al., 1987; Estrada-Gómez et al., 2017), constituye el 2.8% del total del 

veneno (Riaño-Umbarila et al., 2011). No obstante, con referencia a la toxina CssVI, 

se ha reportado que puede o no estar presente en el veneno, lo cual, podría deberse 

a variaciones en el contenido de toxinas dentro de las muestras de veneno de 

especies recolectadas en distintos lugares ( Espino-Solis et al., 2011). En el veneno 

del alacrán Androctonus australis hector se encontró que inclusive, las proporciones 

de las toxinas AaH I, II y III variaban de acuerdo con el origen geográfico de los 

especímenes (Miranda et al., 1970; El Ayeb y Rochat, 1985). 

Por otro lado, al separar el veneno de C. tecomanus mediante la misma 

técnica, se encontró que el 19% de sus componentes correspondían a péptidos que 

afectan canales de potasio, mientras que el 29% a péptidos que afectan canales de 

sodio, dentro de los cuales, se identificó un componente que probablemente 

correspondía a la toxina Ct1a o también conocida como II.20.3.4, descrita como un 

péptido de 66 residuos de aminoácidos que afecta a mamíferos (Ramírez et al., 

1988), presente en un 1.8% dentro del veneno (Riaño-Umbarila et al., 2019), dicho 

componente fue eluído de la columna a los 35.19 minutos (Valdez-Velázquez et al., 

2013). Adicionalmente, se identificó otra de las toxinas de C. tecomanus, llamada 

Ct16 con una masa teórica reportada de 7,292.2 Da (Consortium, 2019), en uno de 

los componentes obtenidos en la separación de la fracción no tóxica, cuyo tiempo 

de retención fue 38.15 minutos, con una masa de 7,290.22 Da. En 2016 Valdez-

Velazquéz y colaboradores  al separar varias fracciones del veneno de C. 
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tecomanus, dentro de uno de los componentes obtenidos, identificaron la misma 

toxina, contenida en la fracción VI, con una masa molecular de 7,294 Da, dicha 

toxina causó síntomas de intoxicación al inocularse en ratones, sin embargo, no 

resultó letal; por otro lado, los mismos autores observaron que componentes de 

entre 6,300 y 7,450 Da fueron letales para camarones, y que de 6,300 a 7,550 Da 

hubo componentes letales a grillos. 

Los datos obtenidos sugieren que las toxinas que no fueron encontradas 

dentro de los componentes analizados podrían tener otro tiempo de retención mayor 

o menor al del rango seleccionado (36.41 a 43.61 minutos).  

8.2.2 Letalidad de la mezcla de venenos y su fracción tóxica 

 Con la finalidad de evaluar la letalidad y los signos clínicos que se presentan 

en mamíferos tras la intoxicación, se determinó la dosis letal media (DL50) de la 

mezcla de venenos de Centruroides y su fracción tóxica. Para ello, se inocularon 

grupos de tres ratones CD-1 con diferentes dosis, por vía intravenosa (véase en las 

tablas del anexo 7). Los signos clínicos observados en los ratones durante ambos 

ensayos fueron sialorrea, hiperactividad, distensión abdominal y disnea. El tiempo 

de mortalidad osciló de 5 a 10 min posterior a la inoculación. La DL50 obtenida para 

para la fracción tóxica fue aproximadamente 3.2 veces más baja que la del veneno 

completo tal como se esperaba, pues las toxinas importantes están enriquecidas en 

esta fracción (figura 20).  
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Figura 20. Ajuste sigmoideo dosis-respuesta calculado para la determinación de la dosis 
letal media de la mezcla de venenos de Centruroides A) y su fracción tóxica B). C) Valores 
de DL50 obtenidos con su respectivo intervalo de confianza (I.C.) y coeficiente de 
determinación (R2).  

 Es importante destacar que, dentro de la literatura revisada, no se encontró 

ningún reporte previo de las DL50 que fueron determinadas en el presente trabajo. 

Sin embargo, se sabe que, en su mayoría, los venenos de las especies de alacranes 

del género Centruroides presentan una toxicidad de entre 10 y 15 µg/ratón (20 g), 

dependiendo de la vía de administración empleada, siendo 1.1 a 1.3 veces menos 

tóxicos cuando se inyectan por vía intraperitoneal en comparación con la vía 

intravenosa, lo cual es atribuido a fenómenos relacionados con la absorción y la 

distribución de los componentes del venenos en el torrente sanguíneo, incluido el 

tamaño de las moléculas que son letales (Oukkache et al., 2014).  

 Únicamente, para las especies de C. noxius (5 µg/ratón (20 g)) (Dent et al., 

1980) y C. suffusus (8.75 µg/ratón (20 g)), cuyos venenos son considerados los más 

tóxicos, se han reportado DL50 inferiores, calculadas por vía intraperitoneal. Por el 

contrario, para C. limpidus la DL50 oscila entre 13 y 15 µg/ratón (20 g), y para C. 

tecomanus va de 10.2 a 13 µg/ratón (20 g) (Riaño-Umbarila et al., 2017). 

 DL50 

(µg/ratón) I.C. (95%) R
2 

Mezcla de venenos de 
Centruroides 13.97 12.25 - 15.94 0.97 

Fracción tóxica 4.31 3.60 - 5.16 0.96 
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 El resultado que se obtuvo para la fracción tóxica (4.31 µg/ratón), podría 

deberse a la abundante presencia de componentes de bajo peso molecular, donde 

se sabe que se encuentran los componentes tóxicos responsables de la 

neurotoxicidad que producen los venenos de Centruroides (Catterall et al., 2007). 

Además, se ha observado que al tratarse de moléculas pequeñas, el tiempo de 

residencia en el sitio de inoculación es más corto, y la biodisponibilidad más rápida 

(Oukkache et al., 2014). Adicionalmente, Miranda y colaboradores (1970) reportaron 

que al mezclar diferentes fracciones tóxicas puede haber presencia de fenómenos 

sinérgicos, y dependiendo de la toxicidad y cantidad de cada fracción, la toxicidad 

puede aumentar hasta un 60%. En lo que respecta a los signos clínicos observados 

en los ratones durante los ensayos, éstos coinciden con los reportados por otros 

autores, entre ellos Vergara (2010), cuya investigación fue realizada con el veneno 

de C. limpidus. 

8.3 Evolución de los títulos de anticuerpos de sueros de los grupos de conejos 

hacia la mezcla de venenos de Centruroides, su fracción tóxica y su fracción 

no tóxica 

 La respuesta inmune generada tras la exposición continua a los venenos de 

alacrán depende tanto de las diferencias anatómicas, fisiológicas y del sistema 

inmunológico entre especies, como de la estructura y masa molecular de cada 

toxina, y la cantidad en la que están representadas dentro del veneno (Schunk y 

Macallum, 2005; León et al., 2011).  

Para evaluar el nivel de reconocimiento de los anticuerpos presentes en los 

sueros hacia los distintos componentes de la mezcla de venenos de Centruroides, 

se realizaron ensayos inmunoenzimáticos (ELISA) de tipo indirecto. Los títulos de 

anticuerpos se determinaron como la dilución de suero a la cual se obtiene el 50% 

del máximo de reconocimiento (Absorbancia a 405 nm). 

En la figura 21 se muestra la evolución de los títulos de anticuerpos de los 

sueros de conejo hacia la mezcla de venenos de Centruroides y sus fracciones. Los 

títulos fueron determinados en 13 muestras colectadas a lo largo de 126 días. 
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Figura 21. Reconocimiento de los anticuerpos de conejos hacia: A) la mezcla de venenos 
de Centruroides; B) la fracción tóxica; C) la fracción no tóxica. Cada punto representa el 
título de anticuerpos determinado por el ELISA en los sueros de conejos inmunizados con 
la fracción tóxica enriquecida con CM-32 (grupo 1) y la mezcla de venenos de Centruroides 
(grupo 2). *La línea punteada indica la cantidad de veneno o fracción administrada a lo largo 
del esquema de inmunización.  
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Al inicio (día 0), se evaluaron los sueros preinmunes de ambos grupos, en 

los cuales no se generó reconocimiento alguno hacia los componentes de la mezcla 

de venenos de Centruroides y sus fracciones.  

En el grupo inmunizado con la fracción tóxica enriquecida con CM-32 se 

observó que los títulos aumentaron significativamente a partir del día 49, lo cual 

coincidió con un incremento de la cantidad de veneno empleado para inmunizar. 

Posterior a esto, como se muestra en el inciso A, los títulos se mantuvieron a un 

nivel similar hasta el día 91, luego, incrementaron alcanzando su nivel máximo el 

día 119, y a partir de ello, decrecieron ligeramente hasta el día 126.  

En el inciso B, se observó que posterior al día 49 los títulos continuaron 

aumentando significativamente hasta el día 77, ya que para la siguiente sangría (día 

91), hubo un aumento en el reconocimiento de casi el doble, y a continuación, se 

observó una tendencia similar al inciso anterior, dado que el mayor reconocimiento 

se alcanzó el día 119. En cambio, en el inciso C, el día 91 aumentó el 

reconocimiento notablemente, y en seguida, en el día 105 se alcanzó el nivel 

máximo, y a partir de esto, los títulos decrecieron ligeramente para las siguientes 

dos sangrías.  

Como se esperaba, el reconocimiento del grupo anterior (inmunizado con la 

fracción tóxica enriquecida con CM-32) hacia la fracción tóxica fue 

significativamente alto, con un valor de 20,703. Por su parte, los títulos obtenidos 

hacia el veneno completo y la fracción no tóxica también fueron importantes, se 

obtuvieron valores de 9,018 y 13,041, respectivamente. Lo anterior, sugiere que 

dentro de lo que se acopló a la resina, podría haber otros componentes aparte de 

las fracciones de interés, para las que se generaron anticuerpos o que el hecho de 

contener resina contribuyó a un mejor efecto antigénico.  

Por el contrario, en el grupo de conejos que fue inmunizado con la mezcla de 

venenos de Centruroides, se observó que a partir de la sangría tomada el día 21, 

ya se estaba generando un reconocimiento hacia la mezcla de venenos y sus 

fracciones, lo cual indica que los componentes que conforman los venenos con los 
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que se inmunizó son altamente inmunogénicos, y como consecuencia, los títulos 

obtenidos por este grupo fueron superiores desde el principio, respecto a los 

alcanzados por el grupo 1; de manera que para el día 63 ya se había generado un 

aumento importante en el título de anticuerpos, con variación en la intensidad de 

reconocimiento hacia los distintos antígenos, siendo los más altos hacia la fracción 

tóxica (18,972), luego hacia la mezcla de venenos de Centruroides (13,932) y por 

último, hacia la fracción no tóxica (10,131). Esta tendencia continuó, alcanzándose 

el pico más alto en la última sangría hacia el veneno completo (46,600) y hacia la 

fracción no tóxica (29,635), mientras que hacia la fracción tóxica (52,598) se alcanzó 

el día 119.   

Como puede observarse la respuesta inmune humoral generada por los 

conejos hacia los diferentes antígenos fue aumentando como respuesta al 

incremento gradual de los inmunógenos administrados a lo largo del periodo de 

inmunización. A este respecto, Schunk y Macallum (2005) han observado 

resultados óptimos con dosis de refuerzo de al menos 4 semanas después de la 

primera inmunización, también se ha indicado que inmunizaciones demasiado 

frecuentes pueden disminuir la producción de anticuerpos, y una concentración 

demasiado alta puede generar tolerancia. 

Por otra parte, en cuanto al modelo animal utilizado, Jiménez-Vargas y 

colaboradores (2017) sugieren el uso de conejos para la producción de anticuerpos, 

ya que tras la obtención de sueros neutralizantes al inmunizar conejos utilizando 

cuatro proteínas híbridas purificadas que contenían toxinas recombinantes de los 

venenos de C. noxius, C. suffusus y C. limpidus en conjunto con adyuvantes, 

reportaron que a partir de la 6ª inmunización se observó un aumento significativo en 

los títulos de anticuerpos, similar a la respuesta obtenida en este trabajo por los 

grupos de conejos inmunizados con la mezcla de venenos de Centruroides y la 

fracción toxica enriquecida con CM-32. Además, se sugiere que la mezcla de 

inmunógenos que incluyen toxinas de diferentes especies de alacranes puede 

producir un cierto grado de reactividad cruzada, que mejora el tipo de anticuerpo 

producido. 
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8.4 Evolución de los títulos de anticuerpos de sueros de los grupos de 

caballos hacia la mezcla de venenos de Centruroides, su fracción tóxica y su 

fracción no tóxica 

 La respuesta inmune humoral de los caballos fue determinada en 14 

muestras colectadas a lo largo de 140 días, periodo de duración del esquema de 

inmunización; con la titulación de dichas muestras se obtuvo el título de anticuerpos 

específicos hacia la mezcla de venenos de Centruroides y sus fracciones. La 

evolución de la respuesta se muestra en la figura 22. 
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C)  

 

 

 

 

 

Figura 22. Reconocimiento de los anticuerpos de caballos hacia: A) la mezcla de venenos 
de Centruroides; B) la fracción tóxica; C) la fracción no tóxica. Cada punto representa el 
título de anticuerpos determinado por el ELISA de los sueros de caballos inmunizados con 
la fracción tóxica enriquecida con CM-32 (grupo 1) y la mezcla de venenos de Centruroides 
(grupo 2). *La línea punteada indica la cantidad de veneno o fracción administrada a lo largo 
del esquema de inmunización.  

 Al igual que en los conejos, el resultado obtenido para las primeras muestras 

de suero (preinmune) de los grupos de caballos, se observó la ausencia de 

anticuerpos capaces de reconocer los componentes de la mezcla de venenos de 

Centruroides y sus fracciones. No obstante, en las sangrías tomadas el día 21, se 

observó un aumento en los títulos de anticuerpos bastante significativo, tanto hacia 

el veneno completo como hacia las fracciones. Este patrón estuvo presente en el 

suero de ambos grupos, en distintas intensidades; el grupo inmunizado con la 

mezcla de venenos de Centruroides mostró títulos más altos, respecto al grupo 

inmunizado con la fracción tóxica enriquecida con CM-32, por parte del primero el 

valor más alto fue hacia la fracción no tóxica (6,259), mientras que en el segundo 

fue hacia la fracción tóxica (1,705).   

Posteriormente, los títulos de anticuerpos comenzaron a decrecer, hasta el 

día 63, en donde se observó incremento importante en la intensidad del 

reconocimiento hacia los tres antígenos evaluados.  

Para el día 105, se obtuvieron los siguientes títulos de anticuerpos hacia la 

mezcla de venenos 4,939 en el grupo 1 y 19,467 en el grupo 2; hacia la fracción 
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tóxica 8,783 en el grupo 1 y 18,829 en el grupo 2; y hacia la fracción no tóxica 3,310 

en el grupo 1 y 11,685 en el grupo 2. 

En la sangría posterior, tomada el día 119, se registró una disminución súbita 

en el título de anticuerpos por parte del grupo 2 hacia la mezcla de venenos y las 

fracciones evaluadas. En cambio, en el grupo 1 se registró el efecto contrario, lo 

cual se atribuye a un problema técnico relacionado con la obtención y etiquetado de 

las muestras, dado que, en las sangrías posteriores para ambos grupos, los valores 

regresaron nuevamente a la tendencia en la que se encontraban. Al finalizar el 

esquema de inmunización, los títulos obtenidos para ambos grupos fueron mayores 

que los iniciales como se esperaba, por lo que se puede afirmar que, después de 

haber realizado inmunizaciones continuas con la fracción tóxica enriquecida con 

CM-32 y con la mezcla de venenos de Centruroides, se propició un incremento en 

el grado de afinidad de los anticuerpos.  

A este respecto, algunos autores mencionan que la maduración por afinidad 

está dada por un proceso de hipermutación somática, el cual ocurre en las células 

B tras la exposición continua con el antígeno, por lo tanto, al producirse anticuerpos 

con regiones variables con una mayor afinidad por el antígeno, se forman complejos 

antígeno-anticuerpo que inducen señales que originan una disminución en la 

diferenciación de las células B, y a su vez, una disminución en el nivel de 

anticuerpos secretados (Abbas et al., 2012; Owen et al., 2014a; Prieto Martín et al., 

2017).  

Según lo observado por Calderón (2011) la respuesta inmune que se genera 

por caballo es distinta, incluso cuando se utiliza el mismo esquema de inmunización, 

lo cual está influenciado por la edad, el peso y las predisposiciones genéticas de 

cada animal, lo que explica la variación en los títulos obtenidos. León y 

colaboradores (2011) y Xu y colaboradores (2017) mencionan que las 

inmunizaciones no garantizan una generación proporcional de anticuerpos 

específicos hacia cada componente que se está inoculando, particularmente al 

utilizar una mezcla conformada por 4 venenos distintos como es el caso, lo que 
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afecta mayormente la forma en la que se estimula el sistema inmunológico de cada 

animal, promoviendo en algunos de los individuos una mejor respuesta.  

Por otro lado, Calderón (2011) afirma que la adición de adyuvantes promueve 

la elevación de los títulos de anticuerpos, ya que con ellos se garantiza que los 

antígenos se liberen lenta y prolongadamente, contribuyendo con el desarrollo de 

una respuesta inmunitaria más efectiva, al ayudar en la activación de células B y T 

específicas para los antígenos, mediante la activación del sistema inmunitario innato 

(Heegaard et al., 2011; Batista-Duharte et al., 2013; Owen et al., 2014b). 

8.5 Potencia neutralizante del suero de conejos y caballos inmunizados con la 

mezcla de venenos de Centruroides y con la fracción tóxica enriquecida con 

CM-32 

 La evaluación de la potencia neutralizante de los sueros de conejos y 

caballos inmunizados con la mezcla de venenos de Centruroides (grupo 2) y su 

fracción toxica enriquecida con CM-32 (grupo 1) se realizó mediante la 

determinación de la dosis efectiva media (DE50). Para este ensayo se administraron 

diferentes volúmenes de la mezcla de suero obtenidos de la última sangría de los 

conejos y caballos incubados previamente con 3 DL50 de la mezcla de venenos de 

Centruroides, equivalentes a 41.91 µg (véase en el anexo 8). Los resultados 

obtenidos se muestran en la tabla 10. 
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Tabla 10. Comparación de la potencia neutralizante de los sueros de conejos y caballos 
contra 3 DL50 de la mezcla de venenos de Centruroides. La DE50 se determinó como la 
dosis de suero mezclada con 3 DL50 de veneno necesaria para que sobreviva el 50% del 
total de la población de ratones inyectados por vía intravenosa. 

 

 Los sueros de todos los grupos experimentales fueron capaces de neutralizar 

la letalidad de 3 DL50 de la mezcla de venenos de Centruroides, sin embargo, 

aquellos pertenecientes a los grupos inmunizados con el veneno completo tuvieron 

una mayor potencia neutralizante. En conejos, la DE50 del grupo 2 fue de 120 µL 

suero/3 DL50, es decir, aproximadamente 1.8 veces mejor que la obtenida por el 

grupo 1 (224.7 µL suero/3 DL50). Por su parte, en los caballos se obtuvo algo similar, 

siendo la DE50 del grupo 2 (16.28 µL suero/3 DL50), alrededor de 2.8 veces superior 

a la alcanzada por la del grupo 1 (45.96 µL suero/3 DL50). De manera que, al realizar 

la comparación entre las DE50 de los caballos versus las de los conejos, se observó 

una notable mejora en la respuesta producida por los caballos.    

 La preparación de inmunógenos utilizando una mezcla de fracciones tóxicas 

parcialmente purificadas para efectuar la neutralización de la letalidad, ha dado 

buenos resultados, como lo mencionan Calderón-Aranda y colaboradores (1993) 

quienes generaron sueros en ratones utilizando como inmunógeno la fracción II del 

veneno de C. noxius, obtenida mediante cromatografía de exclusión molecular, con 

una capacidad neutralizante 1.6 veces más efectiva (83 DL50/mL suero) que la 

obtenida al inmunizar con el veneno soluble (50 DL50/mL suero). Del mismo modo, 

los sueros generados en conejos por García Y Pérez (1988), al utilizar como 

inmunógeno la fracción tóxica de C. suffusus, fueron capaces de neutralizar tanto la 

misma fracción, como también las de otros venenos de Centruroides, con casi la 

 
Grupo Inmunógeno DE

50
 

(µL suero/3 DL
50

) 

I.C. 95% 

 
Conejos 

1 Fracción tóxica-CM32 224.7 214.5 a 235.4 

2 Veneno completo 120 118.5 a 121.6 

 
Caballos 

1 Fracción tóxica-CM32 45.96 45.65 a 46.28 

2 Veneno completo 16.28 16.26 a 16.30 



 

67 
 

misma eficacia (70-55 DL50/mL suero), no obstante, se reportó una capacidad 

neutralizante ligeramente inferior contra el veneno de C. suffusus al utilizar su 

fracción tóxica como inmunógeno (60 DL50/mL suero) en comparación con la 

obtenida tras inmunizar con el veneno completo (70 DL50/mL suero). Estos 

resultados fueron similares a los del presente trabajo, donde la potencia 

neutralizante obtenida por los sueros de los grupos inmunizados por la fracción 

tóxica unida a CM-32 fue inferior a la obtenida por los grupos inmunizados con la 

mezcla de venenos de Centruroides.  

 Por su parte, el uso de la carboximetil celulosa como vehículo de moléculas 

poco inmunogénicas ha sido satisfactorio. Liau y colaboradores (1982) obtuvieron 

un antiveneno en caballos capaz de neutralizar el veneno de la cobra Naja atra, bajo 

un esquema de inmunización que incluyó inmunizaciones con el veneno acoplado 

a la resina y con la neurotoxina acoplada a la resina, obteniendo así un antiveneno 

22 veces más potente que el generado inmunizando únicamente con el veneno.  A 

diferencia del esquema de inmunización utilizado en este trabajo para inmunizar a 

los caballos y conejos del grupo 1, el cual únicamente incluyó inmunizaciones con 

la fracción tóxica unida a CM-32, dando como resultado sueros capaces de 

neutralizar los venenos de Centruroides.   

 Los sueros obtenidos tras la última inmunización de los grupos de conejos y 

caballos con la fracción tóxica unida a CM-32 utilizados para determinar la DE50 

fueron capaces de neutralizar la mezcla de venenos de Centruroides, a pesar de 

que los títulos de anticuerpos no fueron tan altos como los obtenidos por los del 

grupo 2. A este respecto, De la Rosa y colaboradores (2019) mencionan que no 

existe relación directa entre el título de anticuerpos y la potencia neutralizante. 

 No obstante, se sugiere que la razón por la cual los sueros del grupo 1 no 

fueron tan eficientes como los del grupo 2, fue que la presencia de anticuerpos 

contra moléculas no tóxicas (confirmado mediante los ensayos in vitro) dentro de 

dicho inmunógeno pudieron causar una merma en la producción de los anticuerpos 

neutralizantes. León (2011) menciona que, si los componentes de relevancia 
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toxicológica están presentes en concentraciones bajas, se complica la generación 

de una respuesta inmune neutralizante adecuada. 

 Además, algunos autores reportan que durante la inmunización puede ocurrir 

una competencia antigénica y como consecuencia, la producción de anticuerpos 

contra las toxinas pueda reducirse por otros componentes (Liau et al., 1982; Calvete 

et al., 2009), particularmente por la existencia de epítopes compartidos entre las 

toxinas que bloquean los canales de Na+ dependientes de voltaje, resultado de la 

gran similitud estructural que presentan (Calderón-Aranda et al., 1993). Como 

consecuencia, es necesario administrar volúmenes considerables de suero para 

efectuar la neutralización, que a su vez puede desencadenar algún efecto adverso 

(Boyer et al., 2013). 

 Por otro lado, la potencia neutralizante generada por los sueros de caballos 

fue mayor a la de los conejos, Gowtham y colaboradores (2014) señalan que la 

respuesta inmunológica en animales puede variar tanto individualmente, como entre 

especies. En 2016 Tanaka y colaboradores reportaron que los caballos, en 

comparación con ratones y conejos, generan una mejor respuesta. Por su parte, los 

antivenenos producidos en ovejas contienen una mayor concentración de 

anticuerpos específicos que los producidos en caballos, además de que estas son 

de fácil manejo e inmunización y la producción es menos costosa  (Sjostrom et al., 

1994).  

  En términos generales, al utilizar como inmunógeno la fracción tóxica 

enriquecida con CM-32, se obtuvieron sueros de conejos y caballos capaces de 

neutralizar la mezcla de venenos de Centruroides, sin embargo, el esquema 

utilizado actualmente para producir el antiveneno comercializado en México, 

empleando como inmunógeno los venenos de C, limpidus, C. noxius, C. tecomanus 

y C. suffusus continúa siendo la mejor opción. No obstante, este trabajo ha 

generado más conocimiento respecto al uso de las fracciones tóxicas contenidas en 

los venenos como inmunógenos, y sobre la considerable afinidad que tienen las 

toxinas de alacrán hacia la resina carboximetil celulosa.  
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IX. CONCLUSIONES 

 Se caracterizaron los anticuerpos policlonales obtenidos utilizando como 

inmunógeno las fracciones tóxicas de Centruroides enriquecidas con 

carboximetil celulosa en caballos y conejos.  

 

- Las fracciones con actividad tóxica a mamíferos de los venenos de C. 

limpidus, C. noxius, C. tecomanus y C. suffusus se obtuvieron mediante su 

pegado diferencial a CM-32. 

- Los componentes que se acoplaron a la resina fueron en su mayoría de bajo 

peso molecular, y se identificaron mediante espectrometría de masas las 

toxinas Cn2 de C. noxius y Cll1m de C. limpidus.  

- Las fracciones no afines a la resina presentaron componentes de alto y bajo 

peso molecular, y se identificó la toxina Ct16 de C. tecomanus. 

- La DL50 determinada para la fracción acoplada a CM-32 fue de 4.31 µg/ratón, 

aproximadamente 3.2 veces más letal que la obtenida con el veneno 

completo (13.97 µg/ratón).  

- El suero polivalente que se obtuvo de conejos y caballos hiperinmunizados 

con las fracciones tóxicas reconoce y neutraliza la mezcla de venenos de 

Centruroides, sin embargo, no mejora la potencia neutralizante del suero 

obtenido con la mezcla de estos venenos. 
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X. PERSPECTIVAS 

 Evaluar la especificidad de los anticuerpos obtenidos mediante la inmunización 

de los animales con la fracción tóxica enriquecida con CM-32 a los componentes 

de los cuatro venenos de Centruroides mediante ensayos de inmunoblot. 

 Determinar la producción de anticuerpos contra los venenos de Centruroides 

utilizando otros modelos animales con intención de obtener una mejor 

producción de anticuerpos con un mejor efecto neutralizante.  
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XII. ANEXOS 

12.1 Anexo 1 

Preparación de intercambiador catiónico CM-32 

 Pesar 2 g de CM-32 y resuspender en 100 mL de NaOH 0.5 M, en un vaso 

de precipitado; agitar intermitentemente, con una espátula durante 15 min. 

Posteriormente remover el NaOH 0.5 M mediante filtración, utilizando un filtro 

Buckner y un matraz Kitasato. En seguida, lavar con 300 mL de agua destilada 

utilizando el filtro Buckner, finalizado esto, transferir la CM-32 a un vaso de 

precipitado limpio y agregar 100 mL de HCl 0.5 M, agitar intermitentemente con una 

espátula durante 15 min. Luego, lavar nuevamente con 300 mL de agua destilada 

utilizando el filtro Buckner. Colocar la CM-32 lavada en una probeta y aforar a 100 

mL con agua destilada, dejar reposar hasta que se sedimente. Remover los “finos” 

con una pipeta Pasteur conectada a la manguera de bomba de vacío y dejar reposar 

toda la noche.  

Soluciones para preparación de CM-32 

❖ Hidróxido de sodio 0.5 M (100 mL). 

 Pesar y disolver 2 g en 100 mL de agua destilada. Etiquetar y 

almacenar a 4°C. 

❖ Ácido clorhídrico 0.5 M (100 mL). 

Diluir 4.3 mL de ácido clorhídrico en 80 mL de agua destilada y aforar 

a 100 mL. Etiquetar y almacenar a 4°C. 

12.2 Anexo 2 

Buffers para cromatografía de intercambio iónico 

Preparar las siguientes soluciones stock:  

a) Fosfato de sodio monobásico 0.2 M: Pesar y disolver 2.76 g de 

NaH2PO4●H2O en 100 mL de agua destilada. Etiqueta y almacenar a 4°C. 

b) Fosfato de sodio dibásico 0.2 M: Pesar y disolver 2.84 g de Na2HPO4 en 100 

mL de agua destilada. Etiquetar y almacenar a 4°C. 

La preparación de ambos stocks se repetirá cada vez que sea necesario. 
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❖ Buffer de fosfatos de sodio 0.2 M pH 6.0 (100 mL). 

Mezclar 87.6 mL de fosfato de sodio monobásico con 12.3 mL de 

fosfato de sodio dibásico. Etiquetar y almacenar a 4ºC.  

❖ Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 6.0 (40 mL). 

Diluir 20 mL de buffer de fosfatos 0.2 M pH 6.0 en 20 mL de agua 

destilada. Etiquetar y almacenar a 4ºC.  

❖ Buffer de fosfatos de sodio 0.02 M pH 6.0 (400 mL). 

Diluir 40 mL de buffer de fosfatos 0.2 M pH 6.0 en 360 mL de agua 

destilada. Ajustar pH a 6.2 con potenciómetro. Etiquetar y almacenar a 4ºC. 

❖ Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.7 + NaCl 0.5 M (100 mL). 

Mezclar 10 mL de fosfato de sodio monobásico con 90 mL de fosfato 

de sodio dibásico y agregar 2.9 g de NaCl. Etiquetar y almacenar a 4ºC. 

12.3 Anexo 3 

Soluciones para SDS-PAGE 

❖ Solución de acrilamida/bis-acrilamida (100 mL). 

Pesar y disolver 30 g de acrilamida y 0.8 g de bis-acrilamida en 50 mL 

de agua destilada. Aforar a 100 mL con agua destilada. Etiquetar y almacenar 

a 4°C. 

❖ Buffer inferior (100 mL). 

Disolver 18.17 g de tris-base en 50 mL de agua destilada y adicionar 

2 mL de SDS al 20%. Ajustar el pH a 8.8 con HCl concentrado y aforar a 100 

mL con agua destilada. Etiquetar y almacenar a 4°C. 

❖ Buffer superior (100 mL). 

Disolver 6.06 g de tris-base en 50 mL de agua destilada y adicionar 2 

mL de SDS 20%. Ajustar el pH a 6.8 con HCl concentrado y aforar a 100 mL 

con agua destilada. Etiquetar y almacenar a 4°C. 

❖ Buffer de corrida 10x (500 mL). 

Disolver 15.2 g de tris-base y 72.1 g de glicina en 300 mL de agua 

destilada y adicionar 25 mL de SDS al 20%. Ajustar el pH a 8.6 con 10 M 

NaOH. Aforar a 500 mL con agua destilada. Etiquetar y almacenar a 4°C.  
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❖ Buffer de muestra desnaturalizante 5X (10 mL).  

En un tubo para centrífuga de 15 mL (marca Falcon), mezclar 2.5 mL 

de glicerol, 3.13 mL de SDS al 20%, 1.25 mL de tris-HCl pH 6.8, 1.25 mL de 

2- β- mercaptoetanol y 0.5 mL de azul de bromofenol al 1%. Aforar a 10 mL 

con agua destilada, mezclar y preparar alícuotas de 1 mL. Etiquetar y 

almacenar a -20°C.  

❖ Persulfato de amonio al 10% (1 mL). 

Disolver 0.1 g de persulfato de amonio en 1 mL de agua destilada. 

Etiquetar y almacenar a 4°C. 

❖ Solución de tinción (500 mL). 

Disolver 1 g de azul de Coomasie R-250 en 125 mL de isopropanol, 

añadir 50 mL de ácido acético y aforar a 500 mL con agua destilada. Etiquetar 

y almacenar a 4°C. 

❖ Solución para destinción (500 mL).  

Mezclar 50 mL de isopropanol con 50 mL de ácido acético y aforar a 

500 mL con agua destilada. Etiquetar y almacenar a temperatura ambiente. 

Geles separadores de diferentes concentraciones 

Reactivos 4% 6% 10% 11% 12% 12.5% 15% 17% 20% 

Buffer inferior (mL) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 

Sol. Acrilamida (mL) 0.8 1.2 1.95 2.2 2.4 2.5 3 3.4 4.05 

Agua destilada (mL) 3.7 3.3 2.55 2.3 2.1 2 1.5 1.1 0.45 

TEMED (µL) 20 20 20 20 20 20 20 20 20 

10% PSA (µL) 40 40 40 40 40 40 40 40 40 
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Gel concentrador 4% 

Reactivos Volumen 

Buffer superior 0.63 mL 

Agua destilada 1.54 mL 

Sol. Acrilamida 0.33 mL 

TEMED (µL) 15 

10% PSA (µL) 30 
 

12.4 Anexo 4 

Soluciones para HPLC en fase reversa 

❖ Solución A (TFA 0.1%) (1 L). 

En 1 L de agua destilada añadir 1 mL de ácido trifluoroácetico (TFA) y 

filtrar utilizando un filtro hidrofílico. Etiqueta y almacenar a temperatura 

ambiente. 

❖ Solución B (acetonitrilo con 0.1% TFA) (1 L) 

En 1 L de acetonitrilo añadir 1 mL de TFA y filtrar utilizando un filtro 

hidrofóbico. Etiquetar y almacenar a temperatura ambiente.  

12.5 Anexo 5 

Soluciones para dosis letal media y potencia neutralizante 

❖ Solución de cloruro de sodio 0.15 M (100 mL). 

Diluir 3 mL de NaCl 5 M con 97 mL de agua destilada. Etiquetar y 

almacenar a 4°C. 

❖ Solución stock de PBS 10x (1 L). 

Pesar y disolver 80 g de NaCl (1.4 M), 2 g de KCl (0.03 M), 14.4 g de 

Na2HPO4 (0.1 M) y 2.4 g de KH2PO4 (0.017 M) en 800 mL de agua destilada. 

Ajustar el pH a 7.2 con NaOH (10 N) y aforar a 1 L con agua destilada. 

❖ Solución de PBS 1x (1 L). 

Tomar 100 mL de PBS 10x y diluir en 900 mL de agua destilada. 

Etiquetar y almacenar a 4°C. 
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12.6 Anexo 6 

Soluciones para el ELISA 

❖ Buffer Tris-HCL 1 M pH 8.0 (1 L).  

Pesar 121.1 g de tris-base y disolver en 800 mL de agua destilada. 

Ajustar el pH a 8.0 con HCl bajo agitación constante y aforar a 1 L con agua 

destilada. Etiquetar y almacenar a temperatura ambiente.  

❖ Buffer de carbonatos (500 mL).  

Pesar y diluir 4.2 g de NaHCO3 en agua destilada. Ajustar pH a 9.5 con 

NaOH 5 N bajo agitación constante y aforar a 500 mL con agua destilada. 

Etiquetar y almacenar, en uso rutinario a 4°C, de lo contrario a -20°C. 

❖ Solución de bloqueo (500 mL).  

Mezclar 25 mL de Tris-HCl 1 M pH 8.0 con 2.5 g de gelatina 

previamente predisuelta en 100 mL de agua caliente (50-60°C) y 

atemperada. Agregar 1 mL de Tween 20 y aforar con 500 mL de agua 

destilada. Etiquetar y almacenar, en uso rutinario a 4°C, de lo contrario a           

-20°C. 

❖ NaCl 5 M (1 L). 

Pesar y disolver 292.2 g de NaCl en 750 mL de agua destilada. Aforar 

a 1 L con agua destilada. Etiquetar y almacenar a temperatura ambiente.  

❖ Solución de lavado 10x (1 L). 

Mezclar 500 mL de Tris-HCl 1 M pH 8.0 con 300 mL de NaCl 5 M. 

Aforar a 1 L con agua destilada, etiquetar y almacenar a 4°C. 

❖ Solución de lavado 1x (1 L). 

Tomar 100 mL de solución de lavado 10x y diluir en 900 mL de agua 

destilada, agregar 500 µL de tween 20. Etiquetar y almacenar a 4°C. 

❖ Solución de reacción (500 mL).  

Mezclar 25 mL de Tris-HCl 1 M pH 8.0 con 50 mL de NaCl 5 M y 100 

mg de gelatina previamente predisuelta en 100 mL de agua caliente (50-

60°C) y atemperada. Agregar 1 mL de Tween 20 y aforar a 500 mL con agua 

destilada. Etiquetar y almacenar a 4°C. 

❖ Solución stock ABTS. 
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 Pesar 50 mg de ABTS y disolver en 1 mL de agua destilada. Etiquetar 

y almacenar a 4°C. 

❖ Buffer para ABTS (500 mL). 

Preparar las siguientes soluciones stock: 

a) Solución A (ácido cítrico anhidro 0.1 M): Pesar y disolver 3.8 g de ácido 

cítrico anhidro en 100 mL de agua destilada. Aforar a 200 mL, etiquetar 

y reservar.  

b) Solución B (fosfato de sodio dibásico 0.2 M): Pesar y disolver 10.7 g 

de Na2HPO4●7H2O en 100 mL de agua destilada. Aforar a 200 mL, 

etiquetar y reservar. 

Mezclar 147 mL de Solución A con 103 mL de Solución B. Aforar a 500 mL 

con agua destilada. Alicuotar y almacenar a -20°C. 

❖ Solución de revelado. 

Para cada placa de ELISA, se deben mezclar 10 mL de buffer para 

ABTS (buffer de citrato-fosfato 0.07 M pH 4.2) con 75 µL de ABTS (solución 

de ABTS 50 mg/mL) y agregar 4 µL de H2O2. 

 

12.7 Anexo 7 

Determinación de la DL50 de la mezcla de venenos de Centruroides y su 
fracción tóxica 

a) DL50 de la mezcla de venenos de Centruroides  

 

 

Se utilizaron grupos de tres ratones por cada dosis administrada.  
El veneno se infectó por vía intravenosa en un volumen final de 
0.5 mL de NaCl 150 mM. 
 



 

90 
 

b) DL50 de la fracción tóxica  

 

 

 

Se utilizaron grupos de tres ratones por cada dosis administrada.  
El veneno se infectó por vía intravenosa en un volumen final de 
0.5 mL de NaCl 150 mM. 
 
 

12.8 Anexo 8 

Determinación de la DE50 de los sueros de los conejos y caballos 

1) Conejos inmunizados con la fracción tóxica de Centruroides 
Veneno por probar: mezcla de venenos de Centruroides 
DL50 del veneno: 13.97 

 
 

 
 
 
 

 
 

Se utilizaron tres ratones en cada grupo.  
La dosis administrada de veneno por ratón fue de 3DL50 (41.91 µg/ratón) 

2) Conejos inmunizados con la mezcla de venenos de Centruroides 
Veneno por probar: mezcla de venenos de Centruroides 
DL50 del veneno: 13.97 

 

 

 
 
 

 
 

Se utilizaron tres ratones en cada grupo.  
La dosis administrada de veneno por ratón fue de 3DL50 (41.91 µg/ratón) 
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3) Caballos inmunizados con la fracción tóxica de Centruroides 
Veneno por probar: mezcla de venenos de Centruroides 
DL50 del veneno: 13.97 

 
 
 

 
 
 
 

 
 

Se utilizaron tres ratones en cada grupo.  
La dosis administrada de veneno por ratón fue de 3DL50 (41.91 µg/ratón) 

4) Caballos inmunizados con la mezcla de venenos de Centruroides 
Veneno por probar: mezcla de venenos de Centruroides 
DL50 del veneno: 13.97 

 
 
 

 
 
 
 

 

 

 
Se utilizaron tres ratones en cada grupo.  
La dosis administrada de veneno por ratón fue de 3DL50 (41.91 µg/ratón). 


