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El envenenamiento ofídico es una enfermedad tropi-
cal desatendida de alto impacto en países de las zo-
nas tropicales y subtropicales del mundo. Una amplia 
distribución de serpientes en todo el territorio nacio-
nal, especialmente en regiones densamente pobladas, 
constituye un riesgo de morbimortalidad en Colombia. 
Los géneros Crotalus y Micrurus causan el 1% y el 2% de 
los envenenamientos ofídicos en el territorio colom-
biano, respectivamente. La neurotoxicidad del veneno 
del género Micrurus se debe a las β-neurotoxinas que 
inhiben la liberación de acetilcolina a nivel presinápti-
co, como la fosfolipasa A2 (PLA2), y las α-neurotoxinas, 
como las toxinas de tres dedos (3FTx), que bloquean 
la acción nicotínica. Cambiar el receptor nicotínico de 
la acetilcolina. Por su parte, la neurotoxicidad produ-
cida por el veneno del género Crotalus reside en las 
β-neurotoxinas como la PLA2 enzimáticamente activa. 

En este contexto, el antiveneno es la inmunoterapia más 
eficaz para el tratamiento de víctimas de envenenamien-
tos ofídicos. Sin embargo, la obtención y disponibilidad 
del veneno necesario para producir antígenos es difícil, 
esto se debe principalmente a la dificultad para obtener 
el veneno necesario de Micrurus para la producción de 
anticuerpos y a la baja neutralización del antiveneno 
polivalente contra el veneno de Crotalus. En este senti-
do, el objetivo de esta investigación es desarrollar inmu-
nógenos recombinantes tipo PLA2 y 3FTxs para produ-
cir antivenenos de interés clínico en Colombia. 

Para el diseño de las construcciones genéticas, se em-
plearon las secuencias de aminoácidos de las neuro-

toxinas α y β de los venenos con efecto neurotóxico 
de tres especies de serpientes: Micrurus mipartitus, Mi-
crurus dumerilii y Crotalus durissus terrificus. Las se-
cuencias se obtuvieron de la base de datos de proteínas 
UniProt (http://www.uniprot.org) y se optimizaron con 
el uso preferencial de codones en Leishmania tarento-
lae y Spodoptera frugiperda según la base de datos de 
http://www.kazusa.or.jp/codon. La construcción gené-
tica generada para cada neurotoxina incluyó codones 
de inicio y parada, secuencias de restricción específi-
cas, una etiqueta de histidinas, un linker glicina-serina 
y una secuencia de reconocimiento de la proteasa TEV. 
Debido a la similitud del uso codónico entre L. taren-
tolae y Escherichia coli, las construcciones genéticas 
optimizadas para L. tarentolae también incluían se-
cuencias para sitios de restricción de E. coli. 

La síntesis de los constructos genéticos se contrató con 
General Biosystems empleando el vector de clonación 
comercial pUC57_BsaI_Free. Las neurotoxinas fueron 
clonadas en los vectores de expresión: pET28a y pFast-
Bac, y su expresión, hasta el momento, se realizó en las 
cepas BL21 (DE3)-ArticExpress, BL21 (DE3)–RIPL, BL21 
(DE3)-pLysS y BL21 (DE3) de E. coli. No obstante, tam-
bién se expresará en células Sf9 de insecto y se estable-
cerá el mejor modelo de expresión y de purificación de 
las proteínas recombinantes. Obtenidas las neurotoxi-
nas recombinantes, se evaluará su función in vivo para 
determinar su letalidad, e in vitro para determinar su 
función fosfolipasa A2 y actividad miotóxica. 

Posteriormente, se producirán sueros hiperinmunes 
anti-neurotoxina recombinante a partir de la genera-
ción de anticuerpos en un esquema de inmunización 
en conejos, con dosis crecientes de inmunógenos y, a 
intervalos de 20 días después de la primera inocula-
ción, durante cinco meses. Los títulos de anticuerpos y 
el reconocimiento se analizarán mediante inmunoen-
sayo enzimático de doble anticuerpo, que detectará los 
niveles de anticuerpos de cada antiveneno. Finalmen-
te, para la neutralización de las neurotoxinas recombi-
nantes por el suero hiperinmune específico, se utilizará 
la prueba de neutralización de letalidad. Como resul-
tados preliminares, se seleccionaron las neurotoxinas 
B3EWF8 (3FTx-Mmip), C0HKB9 (PLA2-Mmip), C0HKB8 
(PLA2-Mdum) y P0CG56 (PLA2-Cdt), con las cuales, se 
diseñaron ocho construcciones genéticas: cuatro opti-
mizadas para L. tarentolae y cuatro para S. frugiperda. 
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Se obtuvieron clones del tamaño esperado en pET28a 
y en pFastBac para cada neurotoxina. 

Las 4 neurotoxinas clonadas en pET28a se expresaron 
como cuerpos de inclusión en cada una de las 4 ce-
pas evaluadas de E. coli. El análisis de expresión usan-
do SDS-PAGE 14% Tris-Tricina, permitió confirmar la 
presencia de la proteína recombinante con una masa 
molecular similar a la esperada. La cepa de E. coli que 
mejor expresó cada una de las α y β neurotoxinas re-
combinantes fue BL21 (DE3). Al final de este proyecto, 
se espera obtener: 1) Neurotoxinas recombinantes bio-
lógicamente activas. 2) Anticuerpos específicos para 
cada neurotoxina recombinante. De esta manera, el 
desarrollo de la tecnología del ADN recombinante se 
utilizará para innovar en la producción de proteínas 
de relevancia clínica y en la generación de anticuerpos 
con nuevas propiedades, contribuyendo a la disminu-
ción de las tasas de morbilidad y mortalidad en el país. 
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