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Resumen:

El veneno de Crotalus durissus terrificus (C.d.t.; Cascabel) es una secrecidon neurotdxica y miotoxica que induce la
muerte en el intoxicado si la seroterapia no se aplica a tiempo. Esta consiste en la administracion de antiveneno
crotalico generado en caballos por inmunizaciones sucesivas de cantidades crecientes de veneno. Actualmente, la
investigacion en la produccion de tales antisueros, esta centrada en la busqueda de nuevas alternativas que eviten la
inoculacion del veneno entero en animales productores, el cual provoca los mismos sintomas de intoxicacion que en el
accidente crotalico, aunque en menores proporciones, dadas las reducidas dosis empleadas en el proceso de
inmunizacion. Trabajos previos desarrollados en nuestro laboratorio demostraron que el uso de un antiveneno anti
fraccion fosfolipasa A, (PLA;) neutraliza su letalidad y evita la inoculacion del veneno entero en los animales
productores. Asi con el objeto de profundizar el conocimiento del empleo de PLA, crotélica como inmundgeno en la
produccion de antivenenos, en este trabajo se estudio la fraccion PLA; a fin de separar sus isoformas y comparar sus
propiedades farmacolégicas, inmunogénicas y toxicolégicas en un proceso de inmunizaciéon. Se purificaron cuatro
isoformas de la fraccion PLA, de C.d.t., designadas P9a (Cdt-PLA;), P9b (Cdt-PLA,) y P10a (Cdt-PLA,), P10b (Cdt-
PLA,). Para la purificacion de las PLAyg) crotalicas, se utilizd cromatografia liquida de alta presion de fase reversa
(HPLC-RP) en columna C18 (Discovery, Fluka-Sigma). Se determinaron las masas moleculares de las isoformas por
espectrometria de masas (MALDI-TOF; para P9a - PLA;: 14,193.8340; P9b - PLA,:14,242.6289; P10a - PLA;:
14,134.9102; P10b PLA,: 14,183.8730) y se secuenciaron parcialmente por espectrometria de masa en tandem (ESI
Q-TOF). Adicionalmente, se estudiaron las actividades neurotoxica, en preparaciones musculares de biventer cervis de
pollo, y miotdxica, en musculo gastrocnemio. En Ultima instancia se inmunizaron grupos de ratones (n = 5) para
evaluar la sintesis de anticuerpos frente a las proteinas inyectadas por la técnica de ELISA. Los resultados obtenidos
en estos ensayos demostraron que P9a (Cdt-PLA;) es sensiblemente menos tdxica que las restantes fosfolipasas
(Cdt-PLA,) y que las cuatro isoformas por su elevada homologia (>90%) estimulan la produccion de anticuerpos en el
mismo orden (10°%) en los animales utilizados. Por esto, P9a (Cdt-PLA,) podria ser seleccionada como mejor
inmunogeno parar la produccion de antiveneno crotélico.
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