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Resumen 

El accidente ofídico es considerado como una Enfermedad Tropical Desatendida, que ocasiona 

1,8 a 2,7 millones de envenenamientos y entre 81 400 a 137 000 muertes en todo el mundo. En 

Colombia hay alrededor de 5000 casos cada año, la mayoría causados por víboras, pero hasta un 

3% de los casos involucran serpientes del género Micrurus, más conocidas como serpientes 

corales. Micrurus mipartitus y Micrurus dumerilii son las dos especies de serpientes corales más 

importantes de Colombia, y el envenenamiento que causan se considera como un evento 

clínicamente grave, dado el alto riesgo de muerte por falla ventilatoria secundaria a parálisis 

neuromuscular generalizada. Por lo anterior, a los pacientes con signos de envenenamiento 

micrúrico se les debe administrar el tratamiento de primera línea en la actualidad: un antiveneno 

anticoral que neutralice las toxinas responsables del cuadro clínico. En Colombia contamos con 

dos fabricantes de este antiveneno: el Instituto Nacional de Salud (INS) y Laboratorios PROBIOL. 

En nuestro trabajo analizamos la inmunorreactividad y la capacidad neutralizante del Antiveneno 

Anticoral Polivalente del INS contra los venenos de M. mipartitus y M. dumerilii. El antiveneno 

mostró reconocimiento contra los venenos completos y sus fracciones cromatográficas más 

abundantes. Así mismo, hubo reactividad hacia las toxinas letales de cada veneno, con títulos más 

bajos para las toxinas de tres dedos en comparación contra las fosfolipasas neurotóxicas. Se 

realizó un protocolo de antivenómica de segunda generación infructuoso porque las fracciones 

no pudieron ser elucidadas por RP-HPLC. Finalmente, el antiveneno solo neutralizó el efecto letal 

del veneno de M. dumerilii en una proporción 0.1 mg de veneno por cada mL de antiveneno y no 

fue capaz de proteger frente al veneno de M. mipartitus en ninguna de las proporciones 

evaluadas (0,1 mg/mL y 0,2 mg/mL). 

 

Palabras claves: Antiveneno anticoral, Micrurus mipartitus, Micrurus dumerilii, Colombia, 

Serpientes coral.   
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Introducción 

El accidente ofídico es considerado por la Organización Mundial de la Salud (OMS) como una 

Enfermedad Tropical Desatendida (NTD, por sus siglas en inglés) con 5,4 millones de casos por 

año, de los cuales 1,8 a 2,7 millones de casos producen envenenamiento que deriva en, 

aproximadamente, 81 400 a 137 000 muertes y el triple de amputaciones. Se ha descrito como 

un evento ligado a comunidades rurales en países de bajos recursos socioeconómicos y con 

sistemas de salud en donde escasean los insumos y el personal médico (1). 

 

En Colombia se registraron 5640 casos que derivaron en 25 muertes durante el 2019, afectando 

principalmente a hombres agricultores en edad productiva, residentes del área rural y 

pertenecientes al régimen subsidiado del sistema de salud. Del total de casos, 64,8% fueron 

ocasionados por vipéridos y 1,1% por serpientes del género Micrurus, comúnmente conocidas 

como serpientes corales (2), de las cuales, Micrurus mipartitus y Micrurus dumerilii son 

responsables de la mayoría de las mordeduras (3–6). 

 

El envenenamiento causado por estas especies del género Micrurus puede ocasionar la muerte o 

resultar en estancias prolongadas en unidades de cuidado intensivo debido a los efectos 

neurotóxicos del veneno, siendo la parálisis neuromuscular generalizada que requiere manejo 

con ventilación mecánica invasiva por falla ventilatoria asociada la principal complicación (7–9). 

El manejo médico anterior representa un gasto importante en los recursos hospitalarios.  

 

El tratamiento farmacológico de elección para el envenenamiento micrúrico es la administración 

de un antiveneno anticoral (8,10–13). Estos antivenenos pueden ser monovalentes (con 

anticuerpos contra el veneno de una única especie de serpiente) o polivalentes (anticuerpos 

contra venenos de diferentes especies) (14). En el continente americano han sido varios los países 

productores de antiveneno anticoral: el Instituto Nacional de Producción de Biólogos (ANPB) en 

Argentina, el Instituto Clodomiro Picado (ICP) en Costa Rica, el Instituto Butantan en Brasil, el 

Instituto Bioclon en México y para Colombia, Laboratorios PROBIOL y el Instituto Nacional de 

Salud (INS) (15). Con respecto a estos últimos, el producido por Laboratorios PROBIOL es capaz 
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de neutralizar los venenos de Micrurus mipartitus, M. surinamensis, M. dumerilii, M. psyches, M. 

medemi y M. spixii, según el fabricante (16), y el producido por el INS ha demostrado eficacia 

contra los venenos de M. dumerilii, M. isozonus, M. surinamensis, M. lemniscatus, M. spixii y M. 

medemi (15). 

 

A pesar de que las técnicas para producción de antivenenos son cada vez más sofisticadas y de 

que la disponibilidad de productores es cada vez mayor, es constante que los antivenenos 

anticoral tengan una limitada eficacia, evidenciada en las pruebas de inmunorreconocimiento 

cruzado y capacidad neutralizante, donde se ha demostrado la escasa actividad sobre el veneno 

de M. mipartitus por antivenenos como el producido por el ICP (monovalente anticoral), por 

laboratorios PROBIOL (polivalente anticoral) (16) e inclusive cuando se produjo un antiveneno 

anti-Micrurus tener enriquecido con una α-neurotoxina sintética (17), resaltando la necesidad de 

producir antivenenos que reaccionen adecuadamente contra el veneno de esta especie. 

 

Por lo anterior, en el presente trabajo evaluamos el reconocimiento inmune y la capacidad 

neutralizante del antiveneno anticoral comercial del Instituto Nacional de Salud de Colombia, 

contra el veneno de las dos serpientes corales más importantes de nuestra nación: M. mipartitus 

y M. dumerilii. 

 

Materiales y métodos 

Venenos y antivenenos 

Los venenos de M. mipartitus y M. dumerilii fueron extraídos de dos individuos adultos 

mantenidos en el Serpentario de la Universidad de Antioquia (Medellín, Antioquia), provenientes 

de la región suroeste del departamento de Antioquia. Los venenos fueron liofilizados y 

almacenados a -20 °C hasta su uso.  

 

El Antiveneno anticoral polivalente evaluado fue producido por el Instituto Nacional de Salud 

Colombiano (Anticoral-INS) (lote No. 18AMP03; fecha de vencimiento abril de 2022), obtenido 
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por inmunización con los venenos de M. dumerilii, M. mipartitus, M. isozonus y M. surinamensis 

según indicaciones del fabricante. 

 

Animales 

Se realizaron experimentos en ratones Swiss-Webster de ambos sexos, de 16 a 18 g de peso. Los 

ensayos siguieron los protocolos aprobados por el Comité de Ética de la Universidad de Antioquia 

(Licencia No. 110 de 2017) cumpliendo con los Principios Directrices Internacionales para la 

Investigación Biomédica que Implique el Uso de Animales (18) . 

 

Ensayos de Inmunorreactividad 

El reconocimiento antigénico del antiveneno anticoral-INS se evaluó mediante ensayos de 

inmunoabsorción ligado a enzimas tipo sándwich (ELISA), siguiendo una metodología propuesta 

previamente (19,20). En un primer ensayo, se evaluaron los títulos de anticuerpos del antiveneno 

sobre los venenos completos de M. mipartitus y M. dumerilii. Para lo anterior, cada pozo de las 

microplacas (Falcon®) fue recubierto con 0.1 µg de veneno completo diluido en 100 µL de buffer 

de recubrimiento (Tris 0,1 M, NaCl 0,15 M, pH 9,0), y fue incubado toda la noche a temperatura 

ambiente. Luego fueron bloqueados los pozos con 100 µL de albúmina sérica bovina al 2% en 

buffer fosfato salino (fosfatos 0,04 M, NaCl 0,12 M, pH 7.2) durante 90 minutos. Fueron 

adicionadas diluciones seriadas dobles del antiveneno (1:500 hasta 1:256.000) y esto incubo 

durante 90 minutos a temperatura ambiente. Luego los platos fueron lavados y se adicionó el 

conjugado de inmunoglobulina equina marcada con peroxidasa marcado con peroxidasa en una 

dilución 1:8000, lo que posteriormente fue incubado durante 90 minutos nuevamente. Después 

de esto, los platos fueron lavados y se adicionó el sustrato de la peroxidasa (2 mg/mL de o-

fenilendiamina, 0.1 M citrato de sodio, pH 5.0 y 4 µL de H2O2 30%). La absorbancia fue medida a 

492 nm.  

 

Como segundo experimento, se evaluó el reconocimiento del antiveneno sobre los componentes 

de cada veneno obtenidos por RP-HPLC. Para esto, fueron fraccionados 2 mg de veneno utilizando 
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una columna C18 RESTEK (250 mm x 4,6 mm, tamaño de partícula de 5 µm) con detección de 

proteínas a 215 mm en un cromatógrafo Shimadzu 20A. Se realizó la elución siguiendo la 

metodología propuesta por Lomonte et al. (19), con un flujo de 1 mL/min en un gradiente lineal 

de ácido trifluoroacético al 0,1% (solución A) y acetonitrilo al 99% (solución B) de la siguiente 

manera: 0% de B isocráticamente durante 5 min, 0-15% de B durante 10 min, 15-45% de B durante 

60 min, 45-70% de B durante 10 min y 70% de B durante 5 min. Finalmente, para identificar las 

proteínas presentes en las fracciones de los cromatogramas resultantes, se compararon los 

tiempos de elución y se asociaron con los obtenidos e identificados por espectrometría de masas 

en Rey-Suárez et al. (5,21). 

 

Para analizar a mayor profundidad los títulos de anticuerpos presentes en el antiveneno sobre las 

toxinas de importancia en la letalidad de cada veneno, las fracciones Mm-8 y Mm-20 para M. 

mipartitus y Md-7 y Md-21 para M. dumerilii previamente reportadas como letales dentro de cada 

veneno, fueron obtenidas según se indica en Rey-Suarez et al. (5,22,23) y retadas a diferentes 

dosis de antiveneno anticoral-INS (1:500 – 1:4000).  

 

En un experimento adicional, la habilidad del antiveneno anticoral-INS de reconocer de manera 

cruzada algunos venenos de especies de Micrurus, fue evaluado usando una dilución 1:1000 de 

antiveneno y siguiendo el mismo protocolo.  

 

Ensayos de Antivenómica 

Se llevó a cabo el enfoque de antivenómica de segunda generación propuesto por Pla et al. (24), 

siguiendo algunas variaciones (25). Para la preparación de matrices de inmunoafinidad, se 

empaquetaron en una columna 2 mg de SepharoseTM 4B activada con CNBr, en 3 mL de HCl 1 

mM, y se lavaron con 10-15 volúmenes de matriz del mismo tampón, seguido de dos volúmenes 

de matriz de tampón de acoplamiento (0,2 NaHCO3 M, NaCl 0,5 M, pH 8,3) para ajustar el pH a 

7,0-8,0. Después de esto y durante la noche, se incubaron 2 mL de antiveneno en 6 mL de tampón 

de acoplamiento, con la matriz de la columna a 4 °C y usando una rueda giratoria. Los grupos que 

no reaccionaron después del acoplamiento se bloquearon con un volumen de matriz de tampón 
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de bloqueo (0,1 M Tris-HCl, pH 8,0), durante 2 horas y a temperatura ambiente, usando una rueda 

giratoria. Las columnas de afinidad se lavaron 12 veces, alternando entre dos tampones de lavado 

con diferente pH (0,1 M C2H3NaO2, 0,5 M NaCl, pH 4,0; y 0,1 M Tris-HCl, 0,5 M NaCl, pH 8,0), 

utilizando tres volúmenes cada vez y terminando con el más básico.  

 

Después de un equilibrado con cinco volúmenes de buffer fosfato salino (PBS) (20 mM tampón 

fosfato, 135 mM NaCl, pH 7,4), las columnas se incubaron con 1 mg de veneno de M. mipartitus 

o M. dumerilii disuelto en ½ volumen de matriz de PBS y esto se incubó a temperatura ambiente 

durante 2 horas usando una rueda giratoria. Las fracciones no retenidas de las columnas se 

recuperaron con 2 volúmenes de matriz de PBS, mientras que las proteínas inmunocapturadas se 

eluyeron con 3 volúmenes de columna de tampón de elución (0,1 M glicina-HCl, pH 2,7) en 900 

μL de un tampón receptor de neutralización (1 M Tris-HCl, pH 9,0). Las fracciones retenidas y no 

retenidas se analizaron por RP-HPLC usando el método descrito en el ítem anterior. 

Adicionalmente, también se obtuvo el perfil de RP-HPLC de 1 mg de cada veneno. 

 

Ensayos de neutralización de la letalidad  

La capacidad del antiveneno anticoral-INS de neutralizar la letalidad de los venenos de M. 

mipartitus y M. dumerilii se evaluó mediante experimentos de preincubación. Se utilizaron grupos 

de cuatro ratones por veneno y nivel de reto, los animales fueron inyectados vía intraperitoneal 

con 300 μl de una mezcla de 27 μg de veneno de M. mipartitus o 60 μg de veneno de M. dumerilii 

(cantidad de veneno equivalente a 3DL50 (5,26)) y antiveneno anticoral-INS en una proporción de 

0.1 mg o 0.2 mg de veneno por mL de antiveneno, estos fueron incubados por 30 min a 37 °C. Los 

grupos control recibieron la misma dosis de veneno, incubados solo con PBS. Los ratones que 

sobrevivieron fueron registrados después de 48 horas de observación.  

 

Análisis estadístico 

En primer lugar, para determinar si los conjuntos de datos se ajustaban a una distribución normal, 

se aplicó una prueba de Shappiro-Wilk (p > 0.005). Luego, se aplicó una prueba ANOVA seguida 
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de una prueba de Dunnett (en comparación con un control o entre todos los tratamientos, según 

el caso). Si la distribución no es normal, se aplicó una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis 

seguida de una prueba de Dunnett. 
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Resultados y discusión 

El objetivo de nuestro estudio fue evaluar la eficacia del antiveneno anticoral polivalente del 

Instituto Nacional de Salud de Colombia contra el veneno de las dos serpientes corales más 

importantes de Colombia: M. mipartitus y M. dumerilii, mediante estudios in vitro e in vivo de 

inmunorreconocimiento, antivenómica y neutralización de la letalidad. 

 

Luego de realizar el ELISA del antiveneno contra el veneno completo de ambas serpientes, se 

evidenció reconocimiento con una diferencia estadísticamente significativa (P<0.005) entre las 

dosis de mayor concentración de antiveneno (1:500 a 1:4000). Los títulos de anticuerpos en los 

siguientes niveles de reto presentaron un comportamiento similar para ambos venenos y se 

observó reconocimiento hasta un nivel de 1:128.000. El suero de caballo no inmunizado mostro 

un bajo reconocimiento antigénico sobre ambos venenos (figura 1). Lo anterior muestra que, en 

las primeras diluciones y comparativamente con el veneno de M. dumerilii, el veneno de M. 

mipartitus es menos reconocido. Esto pudiera deberse a que el antiveneno tiene una 

concentración o una afinidad de anticuerpos más baja contra el veneno de M. mipartitus que 

contra el veneno de M. dumerilii. 

 

Figura 1. Inmunorreconocimiento del antiveneno anticoral-INS sobre los venenos de M. mipartitus y M. dumerilii. 

Los venenos fueron pegados sobre microplacas de ELISA y la unión de anticuerpos fue detectada con el conjugado 

IgG equina marcada con peroxidasa, como se describe en métodos. El suero de un caballo no inmunizado fue usado 
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como control negativo. Cada punto en el grafico representa la media ± la desviación estándar del triplicado. La 

diferencia significativa entre ambos venenos se muestra con * (p<0.005). 

 

A continuación, se ensayó el antiveneno mediante ELISA frente a los componentes 

cromatográficos más abundantes de los venenos obtenidos por fraccionamiento mediante HPLC 

y que fueron previamente identificados en los estudios proteómicos. Observamos que es mayor 

la cantidad de toxinas del veneno de M. dumerilii que son reconocidas por el antiveneno, en 

comparación con M. mipartitus. En particular y para M. mipartitus, se observó reconocimiento de 

todas las fracciones ensayadas, en un grado similar para las fracciones 9, 10, 11, 12 y 15, que 

incluyen proteínas tipo fosfolipasa A2 (PLA2) y serina proteasas (SP). La fracción 16, que 

corresponde a una metaloproteasa, mostró una señal ligeramente más alta que el resto. Las 

fracciones 2, 3, 4, 5, 13 y 14 presentaron señales intermedias (pertenecientes a la familia de 

toxinas de tres dedos, lectinas tipo-C y SP) y la fracción 7, una toxina de tres dedos (3FTx), la señal 

más baja (figura 2A). En contraste, se observó un mejor reconocimiento de todas las fracciones 

del veneno de M. dumerilii, y solo la fracción 12 (que corresponde a una PLA2) presentó una señal 

baja (figura 2B). Se puede decir entonces que hay una menor reacción contra las 3FTx de M. 

mipartitus, en comparación con las 3FTx de M. dumerilii, y que en general las PLA2 de cada veneno 

fueron bien reconocidas, con la excepción ya mencionada. La explicación a esto es que las PLA2 

son más inmunogénicas que las 3FTx, posiblemente por su mayor tamaño molecular, lo que 

repercutiría en una producción de anticuerpos contra 3FTx comparativamente menor a la 

producida contra PLA2 al momento de la hiperinmunización de caballos (27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 

 

Figura 2. Inmunorreconocimiento de las fracciones RP-HPLC del veneno de M. mipartitus y M. dumerilii por el 

antiveneno comercial anticoral-INS por ELISA. Platos de 96 pozos fueron recubiertos con las fracciones de cada 

veneno de cada especie como se describe en materiales y métodos. Se utilizaron inmunoglobulinas equinas marcadas 

con peroxidasa y OPD como sustrato. El plasma de caballo no inmunizado se utilizó como control negativo. Cada 

barra representa la media ± la desviación estándar de los triplicados.  Los círculos coloreados sobre las barras indican 

la familia proteica a la que pertenece según los estudios proteómicos (5,22). 

 

Lo observado en los ELISA contra el veneno completo y contra las toxinas más abundantes 

también es explicado porque el veneno de M. mipartitus tiene una mayor proporción de 3FTx en 

comparación con el veneno de M. dumerilii (61.1% vs 28.1%). Este último, a su vez, es más 

abundante en fosfolipasas A2 (PLA2) que el veneno de M. mipartitus (52% vs 29%) (5,21). 
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Con respecto al reconocimiento antigénico sobre cuatro toxinas reportadas como letales de cada 

veneno, observamos que las PLA2 son mejor reconocidas que las 3FTx, y en comparación, la 

toxina Md-7 es mejor reconocida que Mm-8. Vemos entonces que el reconocimiento por las 

toxinas letales es dependiente de la concentración y la cantidad inicial de anticuerpos en el 

antiveneno (figura 3). 

 

 

Figura 3. Inmunorreconocimiento del antiveneno anticoral-INS sobre cuatro fracciones letales de los venenos de 

M. mipartitus y M. dumerilii. 

 

De la misma manera y en forma exploratoria se evaluó la reactividad cruzada del antiveneno 

sobre diferentes venenos de Micrurus mediante ELISA. Todos los venenos incluidos fueron 

reconocidos por el antiveneno, mostrando diferencias significativas con el suero de caballo no 

inmunizado. Los venenos de M. dumerilii, M. nigrocinctus, M. mosquitensis, M. clarki y M. fulvius 

mostraron un mayor reconocimiento que los venenos de M. mipartitus, M. alleni y M. ancoralis, 

estos últimos siendo predominantemente compuestos por 3FTx (figura 4). Este ensayo refuerza 

nuestra hipótesis de mayor afinidad del antiveneno por venenos con predominio de PLA2 en su 

composición. 
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Figura 4. Reconocimiento cruzado de diferentes venenos de Micrurus por el antiveneno anticoral-INS. El suero de 

un caballo no inmunizado fue usado como control negativo. Cada punto en el grafico representa la media ± SD del 

triplicado. La diferencia significativa entre los títulos de anticuerpos para cada veneno se muestra con * (p<0.005). 

 

En un intento de complementar la exploración frente al reconocimiento de los componentes del 

veneno se realizó un protocolo de antivenómica de segunda generación, sin embargo, las 

fracciones retenidas y no retenidas de los venenos por la columna de afinidad no pudieron ser 

elucidadas por RP-HPLC, al no detectarse ninguna señal a 215nm. 

 

Finalmente, el antiveneno solo neutralizó el efecto letal del veneno de M. dumerilii en una 

proporción de 0.1 mg de veneno por cada mL de antiveneno, lo que difiere de lo establecido por 

el fabricante en su inserto, quienes refieren que cada mL de antiveneno neutraliza 2 mg de 

veneno de M. dumerilii (28); además, no fue capaz de proteger frente al veneno de M. mipartitus 

en ninguna de las proporciones evaluadas (0,1 mg/mL y 0,2 mg/mL). Este resultado concuerda 

con los obtenidos in vitro en donde vimos que, si bien el veneno completo de ambas especies es 

reconocido por el antiveneno, las toxinas letales de cada uno son pobremente reconocidas, 

posiblemente por la escasa cantidad de anticuerpos específicos para estas dentro del antiveneno. 

Dados estos hallazgos, hicimos un ensayo de neutralización contra las toxinas reportadas como 
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letales de M. mipartitus, usando la metodología ya explicada. En este ensayo tampoco se observó 

neutralización de la letalidad, lo que confirma nuestras hipótesis. 

 

Conclusiones 

Nuestro estudio muestra que, aunque en los inmunoensayos hay buena reactividad del 

Antiveneno Anticoral Polivalente del Instituto Nacional de Salud de Colombia hacia el veneno de 

M. mipartitus y M. dumerilii, esta no se correlaciona con la capacidad neutralizante de la letalidad 

en ratones, dado que solo sobrevivieron los individuos en los que se probó la dosis más alta de 

antiveneno contra el veneno de M. dumerilii (0.1 mg de veneno por cada mL de antiveneno). 

Mediante ELISA logramos establecer la razón de lo anterior: el antiveneno no presenta buena 

reactividad ante 3FTx, toxinas que se sabe que son letales. Por esta misma razón se observó la 

diferencia entre ambos venenos en las pruebas de letalidad: M. mipartitus tiene un veneno en 

donde predominan las 3FTx, mientras que el veneno de M. dumerilii tiene predominantemente 

PLA2, que como logramos determinar, tiene buena reactividad en los ensayos in vitro. El anterior 

razonamiento es apoyado por el inmunoensayo exploratorio contra otros venenos de serpientes 

coral, en donde observamos que los venenos en donde predominan las 3FTx son menos reactivos 

ante el antiveneno. 

 

Es de resaltar que nuestra principal limitación es haber utilizado un único vial de un lote del 

antiveneno. No obstante, se espera que sea cual sea el lote utilizado, haya una buena eficacia de 

este en los resultados de la experimentación, puesto que son lotes disponibles comercialmente 

que pueden ser utilizados en el contexto clínico. Esta última consideración también se convierte 

en otra limitante, debido a que los resultados aquí demostrados no pueden ser extrapolados al 

contexto clínico sin tener en cuenta otras consideraciones no abordadas en el experimento. 

También se debe tener presente que al experimentar con venenos de corales de diferentes zonas 

geográficas, pueden darse variaciones sustanciales en los resultados, aunque se trate de la misma 

especie (29). Estos escenarios podrían explicar la diferencia entre nuestros resultados y los 

publicados por Castillo-Beltrán et al (15). 
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Finalmente, nuestros hallazgos revelan varias necesidades: primero, se debe mejorar la capacidad 

neutralizante del antiveneno anticoral polivalente del INS contra los venenos de las principales 

especies de serpientes corales de nuestra región; segundo, es necesario un control de calidad 

constante a los lotes producidos de estos antivenenos, dado que entre cada lote de producción 

pueden haber diferencias importantes en la eficacia contra el veneno de las serpientes corales, y 

tercero, se debe optimizar el perfil de inmunorreconocimiento del antiveneno para lograr mayor 

cubrimiento contra el veneno de especies de serpientes corales que son ricas en 3FTx, en 

particular contra el veneno de M. mipartitus dada su importancia epidemiológica. 
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