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Resumen

En la Argentina se utilizan tres tipos de sueros antiofidicos frente a la mordedura de crotalidos, el

Anticrotalico Monovalente, contra el veneno de Crotalus durissus terrificus ("vibora de cascabel"), el

Botrépico Bivalente y el Botropico Tetravalente ("Misiones") contra los venenos de las diferentes especies de
Bothrops que se encuentran en la Argentina (las diferentes "yarard"). Ademas, existe un suero Botrdpico-Crotélico
(Trivalente) el cual cubriria el mismo espectro que el Bivalente més el Anticrotélico. En este trabajo estudiamos la
reactividad inmunoquimica de los sueros antibotropicos Bivalente y Tetravalente, del Botropico Crotalico (Trivalente)
y del Anticrotalico Monovalente con el veneno de Bothrops jararacussu ("yararacuzd", "tapete dourado"). Ademas,
se estudio la capacidad neutralizante de estos antivenenos sobre la potencia letal, y las actividades hemorragica,
necrotizante, procoagulante y hemolitica indirecta del veneno de B. jararacussu. La potencia neutralizante sobre
las actividades bioldgicas y toxicas de este veneno por todos los antivenenos utilizados es similar a la obtenida
con el suero antibotrépico tetravalente (homologo). Estos resultados sugieren la posibilidad de emplear sueros
antibotropicos heterdlogos en el tratamiento de los accidentes por B. jararacussu.

Abstract Cross neutralization of bothrops jararacussu venom by heterologous antivenoms. We have
studied the immunochemical cross-reactivity and cross-neutralization of the lethal potency,
hemorrhagic, necrotizing, procoagulant and (indirect) hemolytic activities of Bothrops jararacussu venom by the
standard antivenoms produced in Argentina. These antivenoms are horse immunoglobulin F (ab’), fragments
from animals immunized with 1) Crotalus durissus terrificus venom (Monovalent Anticrotalic antivenom); 2)
Bothrops alternatus and B. neuwiedii venoms (Bivalent Botropic antivenom); 3) B. alternatus, B. neuwiedii; B.
jararaca and B. jararacussu venoms (Tetravalent Bothropic, or "Misiones" antivenom) and 4) B. alternatus, B.
neuwiedii and C. d. terrificus venoms (Trivalent Botropic-Crotalic antivenom). In preincubation experiments, all
the heterologous antivenoms neutralized the toxic and biological activities of B. jararacussu venom with a potency
at least as high as the Tetravalent Botropic (i.e. the only homologous) antivenom, in which B. jararacussu venom
was included as immunogen. These results suggest the possibility of using heterologous antibothropic antivenoms
for the treatment of snake bites by B. jararacussu.
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Bothrops jararacussu ("yararacuzd", "tapete doura-

corporal) resulta 2-4 veces mayor que la que se obtiene

do"), el representante de mayor tamafo del Género
Bothrops (B.) en la Argentina, tiene dos caracteristicas
de importancia desde el punto de vista médico. La pri-
mera es la elevada potencia letal de su veneno, una de
las mas altas dentro de las especies de este Género que
habitan la Argentinal. La segunda es que la cantidad de
veneno obtenida por extraccion (~ 60 mg/100 g de peso
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con otras especies de Bothrops?.

Estas dos caracteristicas, junto con el gran tamafio
de los especimenes adultos ( ~ 2.0 m de longitud) justifi-
can ampliamente los nombres aborigenes de esta espe-
cie: "suru-cucu- apeté" ("ssu" penetrar violentamente;
"cucu", verter mucho, en el sentido de fluir y "apeté"”, caer
cerca)®.

A la gran cantidad de veneno que puede inocular y la
elevada potencia letal del mismo debe agregarse un fac-
tor de riesgo dependiente del habitat de esta especie,
que en la Argentina se encuentra limitado a la Provincia
de Misiones®* “. Los accidentes humanos por B. jarara-
cussu ocurren en individuos que habitan o incursionan
en zonas selvaticas, habitualmente alejadas de centros
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asistenciales. Esto hace que el tratamiento precoz del
accidente ofidico sea muchas veces imposible.

Tanto las caracteristicas especificas de B. jarara-
cussu, como las condicionadas por su habitat, determi-
nan que los accidentes ofidicos producidos por esta es-
pecie sean siempre graves.

El Unico tratamiento especifico del accidente ofidico
consiste en la administracion parenteral de suero anti-
toxico (antiofidico) y el Instituto Nacional de Produccion
de Bioldgicos-ANLIS Dr. Carlos G. Malbran (INPB) pre-
para un suero Antibotropico Tetravalente ("Misiones")
que, entre sus inmunogenos contiene veneno entero de
B. jararacussu. Este suero antitoxico se considera la te-
rapia especifica apropiada para los accidentes por B.
jararacussu.

Teniendo en cuenta el importante grado de reactividad
inmunologica cruzada que se observa entre los diferen-
tes venenos botrépicos y sueros antitoxicos heterélogos
contra venenos de varios crotalidos® *°, en el presente
trabajo se evalu6 la reactividad inmunoquimica y la ca-
pacidad neutralizante de los distintos antivenenos pro-
ducidos por el INBP frente a la potencial letal, las activi-
dades hemorragica, procoagulante, hemolitica indirecta
y necrotizante del veneno de B. jararacussu.

Materiales y métodos

Veneno

El veneno de Bothrops jararacussu se obtuvo por extraccion
manual a partir de 18 especimenes adultos sanos, provenien-
tes de la provincia de Misiones. El veneno, colectado en pla-
cas de Petri estériles fue inmediatamente desecado al vacio;
fraccionado en frascos con cierre hermético y conservado a
4° C en la oscuridad. Las soluciones de veneno se prepara-
ron inmediatamente antes de ser usadas en CINa 0.15 M y
se esterilizaron por filtracion.

Antivenenos

Todos los antivenenos utilizados contenian el fragmento F(ab’),
de inmunoglobulinas equinas y fueron producidos por el Insti-
tuto Nacional de Produccién de Biol6gicos-ANLIS Dr. Carlos
G. Malbréan. La potencia antitoxica homéloga de cada suero
se determiné por la técnica convencional (suero fijo-veneno va-
riable) utilizada para controlar los sueros antiofidicos en Ar-
gentina®.

Suero antibotrépico Bivalente (En adelante, 2B): Produci-
do por la inmunizacién con los venenos de Bothrops alternatus
("yarard", "vibora de la cruz" o "urutd") y Bothrops neuwiedli
("yarara chica", "cabeza candado" o "yararaca pintada"). Se-
rie 246/93. Un mililitro de este antiveneno neutraliza 5 mg de
veneno de B. alternatus 'y 4.8 mg de veneno de B. neuwiedii.
Vencimiento 3/97.

Suero antibotrdopico Tetravalente (En adelante, 4B): Pro-
ducido por la inmunizacién con los venenos de las dos es-
pecies mencionadas mas los venenos de Bothrops
jararacussu ("yararacussu", "tapete dourado") y Bothrops
jararaca ("yara-raca", "queimadora"). Serie 420/94. Un mililitro
de este antiveneno neutraliza 3.8 mg de veneno de B.
alternatus, 3.4 mg de veneno de B. neuwiedii, 3.1 mg de
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veneno de B. jararacay 2.6 mg de B. jararacussu. Vencimien-
to 7/97.

Suero antibotrdpico crotalico Trivalente (En adelante 3BC):
Producido por la inmunizaciéon con los venenos de B.
alternatus, B. neuwiedii y Crotalus durissus terrificus ("vibo-
ra de cascabel"). Serie 301/96. Un mililitro de este antiveneno
neutraliza 4.0 mg de veneno de B. alternatus, 3. 8 mg de B.
neuwiediiy 0.6 mg de C. d. terrificus. Vencimiento 10/2001).

Suero anticrotdlico: (En adelante, 1C): Producido por la
inmunizacion con veneno de C. d. terrificus. Serie 325/96. Un
mililitro de este antiveneno neutraliza 2.0 mg de veneno de
C. d. terrificus. Vencimiento 10/99.

ELISA

Se emplearon policubetas de 96 pocillos (Corning) sensibili-
zadas con veneno (1.0 pg/ml en amortiguador de barbital
sédico pH 9.0 a 4° C por 12 h) y lavadas con amortiguador
de fosfato 10 mM pH 7.4 conteniendo 0.05% de Tween 20 y
10% de leche descremada como solucion de bloqueo. Los
volimenes de muestras de incubacion fueron en todos los
casos 100 pl y luego de cada incubacién se lavaron 4 veces
con 300 pl de NaCl 0.15 M, amortiguador de fosfato 10.0 mM
pH 7.4 conteniendo 0.05% de Tween 20. Los pocillos se in-
cubaron (30 minutos, a 37° C) sucesivamente con diluciones
(1/200 a 1/128 000) de los diferentes antivenenos y una di-
lucién 1:10 000 de conjugado 1gG anti-equino de conejo con-
jugado con peroxidasa (Sigma). El revelado se efectu6 con
o-fenilendiamina y peréxido de hidrogeno a pH 5.7 durante
25 min en la oscuridad y la reaccion se detuvo con acido
sulfarico 3.0 N. Se determiné la absorbencia a 490 nm con
un lector de ELISA. Se emplearon como controles negativos
pocillos sensibilizados con veneno, omitiendo la incubacion
con antiveneno o incubados con suero equino normal.

Dosis letal 50 (DL,,) del veneno de B. jararacussu

Ratones cepa CF-1, de 18-22 g de peso (n = 10) se inyecta-
ron con cantidades crecientes de veneno de B. jararacussu
por via intraperitoneal y se determiné el tiempo de muerte.
El calculo de la DL, se realizd a partir de la representacion
gréfica de Dosis en funcién de [Dosis/Tiempo de muerte]*.
El andlisis por regresion lineal se efectué usando el Software
Prisma (Graph Pad Software, Inc. San Diego, California,
U.S.A).

Seroneutralizacion de la actividad letal

Para cada dosis se utilizaron grupos de 10 ratones cepa CF-
1, de 18-22 g de peso. Los ratones se inyectaron por via
intraperitoneal con 200 ug (11.6 DL, de veneno de B.
jararacussu preincubado 30 min a 37°C con NaCl 0.15 M
(control positivo) o con distintas cantidades de los diferentes
antivenenos. El grado de proteccion se estimé como DE
(Dosis Efectiva 50), expresada como la cantidad de
antiveneno que reduce el efecto letal de 11.6 DL, de vene-
no al 50%, y se calculd por regresion no lineal de la curva
de sobrevida en funcion de los pl de antiveneno utilizado.

Seroneutralizacion de la actividad hemorragica

Se determind en ratones cepa CF-1 de 25 g de peso. Cuatro
grupos (6 animales cada uno) se inyectaron por via
intradérmica con 100 pug de veneno de B. jararacussu
preincubado 30 min a 37 °C con NaCl 0.15 M (control positi-
vo, = 7.0 DMH) y con distintas cantidades de los diferentes
antivenenos. El area de hemorragia se calculé por el méto-
do de Kondo modificado' *4. Se asigné un valor de 100 a la
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media del area hemorragica determinada en el grupo control
positivo. Las DE,, de cada antiveneno se determinaron por
regresion no lineal de la curva de area hemorragica en fun-
cién de la cantidad de antiveneno.

Seroneutralizacion de la actividad necrotizante

Se determin6 en ratones CF-1 de 25 g de peso. Cuatro gru-
pos (6 ratones cada uno) se inocularon por la via intradérmica
con 100 pg de veneno de B. jaracussu preincubado 30 min
a 37°C con NaCl 0.15 M (control positivo, = 3.0 DMN) o con
25, 50 o0 100 pl de antiveneno en un volumen total de 150 pl.
El area de necrosis se calcul6 segun el método de Kondo*.
Se asigné un valor de 100 a la media del area de necrosis
del grupo control positivo. Las DE, para cada antiveneno se
determinaron por regresion no lineal de la curva de area
necrotica en funcién de la cantidad de antiveneno.

Seroneutralizacion de la actividad procoagulante

Se determind utilizando la técnica descripta por Theakston
& Reid segun la modificacion descrita por Ferreira!> 4. Se
preincubaron 50 pl de solucién de veneno (1.0 mg/ml) con
50 pl de NaCl 0.15 M o con 50 pl del antiveneno durante 30
minutos a 37°C. Se adicionaron 500 pl de plasma humano
normal (contenido de fibrindgeno 2.8 g/dl) y se determinaron
los tiempos de coagulacién de los controles positivos (vene-
no en NaCl) y de las muestras preincubadas con antiveneno.
La inhibicion de la actividad procoagulante por preincubacion
con el antiveneno se estimo a partir del incremento en el tiem-
po requerido para la formacion del coagulo.

Seroneutralizacion de la actividad hemolitica indirecta en
medio liquido

Se utiliz6 la técnica de Al-Abdhula®® con ciertas modificacio-
nes. Brevemente, las muestras conteniendo 100 pg de ve-
neno se preincubaron 30 min a 37°C con NaCl 0.15 M o con
distintas cantidades de los diferentes antivenenos en un vo-
lumen final de 300 pl. Las muestras se adicionaron a 10.0
ml de una mezcla conteniendo 0.5 ml de glébulos rojos hu-
manos lavados; 0.5 ml de yema de huevo y 100 pl de CacCl,
0.1 M en NaCl 0.15 M, amortiguador de fosfato 10 mM pH
7.4 y se incubaron durante 180 minutos a 37°C. La reaccién
se detuvo con 1 ml de EDTA al 10%. Las mezclas se
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centrifugaron a 1500 RPM durante 30 minutos y se determi-
né la absorbencia a 550 nm de los sobrenadantes. Se em-
ple6é como blanco la misma mezcla incubada con 300 pl de
NaCl 0.15 M, y como controles positivos la misma mezcla
de reaccion incubada con 100 pg de veneno en 300 pl de
NaCl 0.15 M. Con todos los venenos, se calcul6 la media de
las lecturas de absorbencia a las que se asigné un valor de
100 y las DE,, de cada antiveneno se determinaron por re-
gresion no lineal de la curva de absorbencia en funcién de
la cantidad de antiveneno.

Estadisticos utilizados

Los resultados se expresan como la media y el desvio
estandar (D.S.). Se utiliz6 como estadistico el t de Student
por comparacion de medias y varianzas. Para la compara-
cion entre grupos se utilizé el estadistico t de Student y el
método de Wilcoxon. Las curvas Dosis respuesta se estima-
ron utilizando el Software Prisma (Graph Pad Software, Inc.
San Diego, California, U.S.A.).

Resultados

La reactividad inmunoquimica de los diferentes sueros
considerada por ELISA fue en el orden siguiente: 2B
(1:200 000) > 4B (1:50 000) > 3BC (1:40 000) > 1C
(1:10 000). Los numeros entre paréntesis representan la
mayor dilucion de cada suero que resulta positiva en el
ELISA con un valor de p < 0.05.

Los valores de las DE,, para la neutralizacion de la
potencia letal del veneno de B. jararacussu por los dis-
tintos antivenenos (x [limites 95% de confianza]) fueron
de 8.62 pl [7.0-10.4 pl] para el 2B; 9.5 pl [9.3-9.9 pl] para
el 4B (homologo); 10.1 pl [9.2-11.0 pl] para el 3BC y de
12.2 pl [9.9-15.1 pl] para el 1C.

Los valores de DE_, para la neutralizacion de las
actividades hemorragica, necrotizante, procoagulante
y hemolitica indirecta del veneno de B. jararacussu por
los diferentes antivenenos se presentan en la Tabla 1.

TABLA 1
Suero Letalidad Letalidad Hemorragia Necrosis Coagulacion Hemodlisis
() (mg) (V0] (V0] (incremento indirecta
sobre el control) ()

4B 9.5 1.25 49+0.9 44+ 15 > 16 70.2 £ 25.7
(9.3-9.9) (1.20-1.30)

2B 8.62 1.15 55+ 0.9 7.3+4.0 > 17 85.2 + 20.5
(7.0-10.4)  (0.94-1.34)

3 BC 10.1 1.10 54+43 44 +1.2 > 15 69.5 + 28.2
(9.2-11.0)  (1.00-1.20)

1C 12.23 1.13 5.7+ 35 52 +32 > 14 84.1 + 28.3
(9.9-15.1) (0.91-1.38)

La Tabla expresa la Dosis efectiva 50% (DE,) indicada en pl de los antivenenos estudiados frente a diferentes
actividades del veneno de Bothrops jararacussu. Las cantidades de veneno utilizadas fueron para la actividad letal
~ 11.0 DL, intraperitoneales, para la actividad hemorrdgica ~ 7.0 DMH (dosis minimas hemorragicas), para la actividad
necrotizante ~ 3.0 DMN, para la actividad coagulante en plasma ~ 11.0 DMP-P, y de 100 g para la hemdlisis indirecta.
Los valores se expresan como la media indicando el intervalo de confianza (ente paréntesis) o como la media con el
desvio estandar (media + D.S.). En la neutralizacion de la actividad coagulante, los cuatro antivenenos retardaron la
formacion del coagulo en el plasma tratado mas de 14 veces.
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Discusion

La reactividad inmunoquimica entre los venenos de los
crotalidos americanos es bien conocida® & ® asi como la
capacidad de los sueros antiofidicos de neutralizar las
actividades enzimaticas y toxicas de venenos no utiliza-
dos como inmundgenos en su preparacion® 7101316 | g
reactividad cruzada se deberia a la gran similitud en las
secuencias de aminoacidos y las estructuras secundarias
y terciarias que existe entre proteinas homologas de ve-
nenos, y cuando estas proteinas tienen participacion rele-
vante en los mecanismos fisiopatolégicos del envenena-
miento, se observa neutralizacion cruzada'” 8.

Comparado con los venenos de otras especies de
Bothrops de la Argentina, el veneno de B. jararacussu
presenta diferencias en su composicion y en la intensi-
dad de sus actividades bioldgicas. En efecto, 25% de la
proteina del veneno esta constituido por miotoxinas, pro-
teinas toxicas de estructura similar a las fosfolipasas A,
pero carentes de actividad enzimatica'® %. Estas diferen-
cias se manifiestan en su elevada potencia letal, acom-
pafiada de actividades hemorragica y proteolitica sobre
gelatina 2-4 y 6-20 veces, respectivamente, mas bajas
que en otros venenos del mismo Género™.

Trabajos previos® 2* demostraron que los sueros
antitéxicos producidos en el pais producen reaccién cru-
zada y poseen capacidad neutralizante heter6loga so-
bre la potencia letal de otros venenos de serpientes de
la Argentina. Se estudié la capacidad neutralizante de
estos antivenenos sobre las actividades bioldgicas del
veneno de B. jararacussu (la especie potencialmente mas
peligrosa del pais), ya que en la evaluacién de los
antivenenos deben considerarse no solo la neutraliza-
cion de la potencia letal, sino también la de otros efectos
fisiopatologicos relevantes, como la lesién local® 2.

Todos los antivenenos dan reaccién cruzada con el
veneno de B. jararacussu en el ELISA, cuya intensidad
puede cuantificarse en base a la maxima diluciéon de
antiveneno que resulta positiva con un valor de p < 0.05.
Asi, si la reactividad con el antiveneno 4B (homologo) se
toma como 1.0, ésta resulta 2.0 con el 2B, 0.8 con el
3BC y 0.2 con el 1C. Como se muestra en la Tabla 1,
todos los antivenenos estudiados presentan una capaci-
dad neutralizante similar sobre las actividades
hemorragica, necrotizante, procoagulante y hemolitica
indirecta, asi como sobre la potencia letal del veneno de
B. jararacussu.

La capacidad neutralizante de los antivenenos 2B, 4B
y 3BC sobre los venenos homélogos (B. alternatus y B.
neuwiedii) es aproximadamente la misma, de modo que
teniendo en cuenta el alto grado de reactividad
inmunologica cruzada entre los venenos botropicos® " ®
10,13,16.24 ng resultaria sorprendente que esos antivenenos
posean practicamente la misma capacidad neutralizante
sobre las actividades bioldégicas del veneno de B.
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jararacussu. Por ejemplo, todos los antivenenos neutra-
lizan la hemdlisis indirecta con una potencia similar, ya
que depende de la actividad de fosfolipasa A,, y si bien
las miotoxinas de veneno de B. jararacussu no poseen
actividad enzimatica ni son hemoliticas per se son ho-
mologos de fosfolipasa A,** ?". Igualmente, la neutraliza-
cién de la actividad procoagulante por el antiveneno 1C
podria explicarse por la similitud estructural de las
proteasas procoagulantes presentes en los venenos de
C. d. terrificus y B. jararacusstf.

Por el contrario, la inyeccion intradérmica de veneno
de C. d. terrificus en ratones no produce necrosis ni he-
morragias. En consecuencia, no existirian en este vene-
no componentes homélogos que permitan explicar la ele-
vada capacidad neutralizante del antiveneno 1C sobre
las actividades hemorragica y necrotizante del veneno
de B. jararacussu.

En efecto, el veneno de C. d. terrificus difiere de los
venenos botropicos tanto en su composicién como en su
actividad biolégica, y su elevada potencia letal (0.2 pg/g)
se atribuye a presencia de una fosfolipasa A, neurotoxica
(crotoxina) que constituye alrededor de 50% de la pro-
teina del veneno.

Es dificil explicar la neutralizacién de la actividad
hemorragica del veneno de B. jaracussu por antiveneno
1C. En cambio, la neutralizacion de la actividad necro-
tizante por este antiveneno podria explicarse por la in-
tensa reaccion cruzada de las miotoxinas con F(ab"), anti-
crotoxina purificados por cromatografia de afinidad®. Esto
indica que las miotoxinas comparten determinantes
antigénicos con crotoxina®: 2’. Por otra parte, el efecto
de las miotoxinas seria mas importante que el de la
isquemia en la necrosis tisular producida por el veneno
de B. jararacussu?®?%%0. De este modo, la neutralizacion
de la actividad necrotizante por los antivenenos 1Cy 3BC
podria deberse a la presencia de fragmentos F(ab’), anti-
crotoxina. De todos modos, la capacidad neutra-lizante
del antiveneno 1C no es un artificio ni parece depender
de la especie inmunizada o del tratamiento ulterior del
suero. Resultados preliminares muestran que la
preincubacion de veneno de B. jararacussu con suero
de conejos inmunizados con veneno de C. d. terrificus
(IgG enteras) también es efectiva para neutralizar la ac-
tividad hemorragica.

La actividad neutralizante del antiveneno 1C concuer-
da con observaciones clinicas? que sugieren que la adi-
cién de 1C al antiveneno homologo, resulta en un mayor
efecto terapéutico en el tratamiento de accidentes hu-
manos producidos por B. jararacussu.

Los resultados presentados sugieren la necesidad de
realizar nuevos estudios experimentales y de campo para
evaluar la utilidad potencial de los sueros heterélogos en
el tratamiento de los accidentes botropicos. Estos estu-
dios son particularmente importantes en regiones coha-
bitadas por varias especie del Género Bothrops.
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Varios autores recomiendan el empleo de antivenenos

especificos? ! 32 debido a la variabilidad en la composi-
cién antigénica de los componentes del veneno entre
especies y aun entre poblaciones de la misma especie.
Sin embargo, en la practica, el tratamiento del acciden-
tado suele hacerse con antivenenos polivalentes, obte-
nidos a partir de animales inmunizados con mezclas de
venenos. Por el contrario, resultaria viable el tratamiento
con antivenenos heterélogos obtenidos a partir de
inmundgenos seleccionados, que presenten una impor-
tante reactividad cruzada con los componentes relevan-
tes del veneno en cuestion.
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