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Resumen La serpiente Bothrops moojeni ("caisaca”, “lanzadera®, “lance-headed viper")

es un crotalineo de frecuencia de aparicion escasa en la Argentina. Solamente
se la ha encontrado y clasificado correctamente en la provincia de Misiones. Se realizé
el estudio del veneno por electroforesis en condiciones no desnaturalizantes y en SDS-
PAGE y se determino la Dosis Letal 50. La reactividad inmunoquimica frente a los
antivenenos botrépicos Bivalente y Tetravalente y por el Botropico-Crotalico producidos
por el Instituto Nacional de Produccion de Biolégicos A.N.L.I.S Dr. Carlos G. Malbran, se
determind por doble inmunoprecipitacion, inmunoelectroforesis, ELISA y Western-blot. Se
estudio la capacidad neutralizante de estos sueros frente a las actividades letal,
hemorragica, necrética, proteolitica, hemolitica indirecta (fosfolipasica) y procoagulante
del veneno. Estos estudios dieron como resultado un muy alto grado de reactividad
inmunoquimica y de neutralizacion heterdloga de las diferentes actividades del veneno
por los antivenenos probados. Se puede concluir que los sueros antiofidicos antibotropicos
o botrépico-crotalico, distribuidos gratuitamente a las Delegaciones Sanitarias del pais
por el Ministerio de Salud y Accién Social, podrian ser utilizados ante los accidentes
ofidicos por Bothrops moojeni debido a que neutralizan eficientemente las actividades téxi-
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cas del veneno de este ofidio.

Palabras clave:
neutralizacion cruzada

La serpiente Bothrops moojeni (Viperidae-
Crotalinae), conocida con los nombres de “cai-
saca", "lanzadera", "lance-headed viper", es un
crotalineo de frecuencia de aparicién escasa en
la Argentina. La bibliografia menciona su hallaz-
go esporadicamente en las provincias del Nores-
te del pais' 2. Solamente se la habfa encontrado
y clasificado correctamente en la provincia de Mi-
siones, en el Departamento de Iguazi®. Desde la
confirmacién de su hallazgo en la Argentina, se
ha comunicado su aparicién en otras zonas ale-
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Bothrops, envenenamiento,

mordedura de vibora, seroterapia,

jadas de este Departamento, en la misma Pro-
vincia. A pesar de que hasta la fecha este ofidio
representa un riesgo sanitario de poca importan-
cia debido a lo limitado y escaso de sus hallaz-
gos y de su distribucién, el riesgo de accidentes
existe para los habitantes de las zonas en que
se lo halla y para el personal que manipula estos
especimenes en serpentarios.

El ataque por B. moojeni es muy peligroso por
su modalidad, son viboras de movimientos muy
rapidos que al atacar se lanzan varias veces so-
bre la victima dando saltos sucesivos proyectan-
do casi todo el largo de su cuerpo (de alli el nom-
bre de "lanzadera") y al morder descargan gran-
des cantidades de veneno‘. Es de destaca: que
no adopta la pose previa a la mordedura carac-
teristica de las otras especies de Bothrops que
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se hallan en la Argentina, en la "caisaca" ésta es
mas bien parecida a la que presenta Crotalus
dusissus terrificus ("vibora de cascabel') previa-
mente al ataque. El veneno inoculado a la victi-
ma normalmente puede variar entre el 2,5-38,2%
del total del contenido en las glandulas® pero
puede llegar a inocular el contenido total de las
mismas. En este caso se debe considerar que de
un espécimen adulto pueden extraerse manual-
mente entre 300-350 mg de veneno®. No nece-
sariamiente la mordedura se produce en condi-
ciones "de campo", sujetos que se encontraban
durmiendo en el interior de una vivienda llegaron
a sufrir accidentes por esta especie, en Brasil’.

El envenenamiento por Bothrops moojeni cur-
sa con el cuadro tipico de los envenenamientos
botropicos.

Los venenos de las Bothrops spp poseen mu-
chas actividades bioldgicas, entre ellas se des-
tacan las actividades hemorragica, proteolitica,
coagulante, edematogénica, fibrinopénica, trom-
bocitopénica y necrotizante, cuyos efectos se
manifiestan localmente y sistematicamente. Los
cuadros de envenenamiento provocan extensas
lesiones locales, hemorragias e hipotension. Las
lesiones necrotico-hemorragicas locales son muy
importantes, la inflamacion y el edema en oca-
siones pueden llegar desde la zona de mordida
(en general los miembros y con mayor frecuen-
cia los inferiores) hasta el tronco. La accioén
mionecrotica se debe a la accion de miotoxinas
(de estructura fosofolipasa A, con actividad
enzimatica o desprovista de ésta) y/o a los tras-
tornos vasculares y hemostaticos que pueden
conducir a la isquemia tisular, proceso que en
ocasiones lleva a la amputacion de miembros o
lesiones musculotendinosas permanentes®’,

En el Brasil, la insuficiencia renal es una de
las complicaciones producidas por los envenena-
mientos botropicos de mayor frecuencia'’ %13 E|
dano renal podria producirse por accion directa
del veneno sobre los tubulos renales o bien indi-
rectamente por sus efectos sistémicos'. La in-
coagulabilidad sanguinea causada por esteara-
sas del veneno que provocan fibrinopenia y por
la accién trombocitopénica del mismo'*: 'S, las le-
siones vasculares por proteasas que junto a otros
componentes del veneno lesionan el endo-telio y
capa muscular de arterias y arteriolas'” %, suma-
das a la hipotensién severa causada principal-
mente por la actividad fosfolipasica del veneno y
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a la accion de proteasas y de péptidos de bajo
peso molecular sobre componentes plasmaticos
(por ejemplo sistema kalicreina-bradikinina) pue-
den llevar al colapso hipovolémico irreversible,
caracteristico del envenenamiento botrépico'. La
actividad sobre el sistema cardiovascular provo-
cado por el veneno de Bothrops moojeni estaria
relacionada principalmente con la liberacion de
histamina'. Hay que destacar en este punto que
en los envenenamientos por la caisaca las hemo-
rragias sistémicas no son muy frecuentes y el
dano mas importante es el local®.

Aunque la signosintomatologia resultante de la
mordedura de las distintas especies de Bothrops
es muy similar, existe una gran variabilidad qui-
mica y farmacologica en la composicion de los
venenos ofidicos, aun de aquellos provenientes
de aquellos individuos de una misma especie pro-
venientes de la misma regién geografica . Res-
pecto al veneno de ejemplares de Bothrops
moojeni del Brasil se observaron variaciones
ontogénicas bioquimicas y toxicas?' 22, A causa
de esta variabilidad, (generalizada en los vene-
nos ofidicos), la OMS recomienda preparar los
sueros antiofidicos con pooles de venenos de
especimenes de diferentes sexos, edades y re-
giones, con el fin de cubrir posibles diferencias
existentes entre los mismos?3.

Los venenos botrépicos presentan una alta
reactividad cruzada tanto in vivo como in vitro,
pese a esto, no todos los sueros antiofidicos
antibotrépicos que se comercializan protegen con-
tra todos los venenos botrépicos. Hasta el pre-
sente, la reactividad cruzada entre el veneno de
Bothrops moojeni y los sueros antiofidicos en uso
en la Argentina solamente fue comunicada en
reuniones cientificas®:%° y no se dispone facilmen-
te de bibliografia actualizada sobre el tema. Por
otra parte en el pais no existen trabajos publica-
dos sobre la efectividad de los sueros terapéuti-
cos de uso corriente frente al veneno de Bothrops
moojeni. Por esta causa realizamos los siguien-
tes estudios: Electroforesis en condiciones no
desnaturalizantes y en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE), y la determinacion de la Dosis Letal 50
(DL,). A su vez se realizaron la Doble Inmuno-
precipitacion (IP), Inmunoelectroforesis (IEF),
ELISA, Western-blot, Seroneutralizacion de la
actividad letal en ratones, y de las actividades
hemorragica, necrética, procoagulante en plasma
humano, hemolitica indirecta y proteolitica del

668



SUEROS ANTIOFIDICOS FRENTE AL VENENO DE BOTHROPS

veneno frente a los sueros antiofidicos anti
Bothrops de uso corriente en el pais, producidos
por el Instituto Nacional de Produccion de Biolo-
gicos A.N.L.I.S. Dr. Carlos G. Malbran (INPB).

Materiales y métodos

Venenos: pool de 10 ejemplares de Bothrops moojeni
capturados en la provincia de Misiones. El veneno fue
extraido manualmente, desecado al vacio y conservado
en la heladera a 4°C.

Antivenenos: todos fueron desarrollados en equinos
por el INPB. Su presentacion farmaceutica es la fraccion
F(ab'), de las IgG equinas.

1. Suero antiofidico botropico bivalente: partida de sue-
ro INPB 243-90, desarrollado con veneno de Bothrops
alternatus ("yarara®, "vibora de la cruz®, "urutd”, "girio-
gaka-curuzu") y Bothrops neuwiedii ("yarara chica®,
“yarara overa®, “cabeza candado”, "yarara-i") como
inmunogenos.

2. Suero antiofidico botropico tetravalente: partida de
suero INM 417-90. Los inmunogenos utilizados para su
produccion son los venenos de Bothrops alternatus,
Bothrops neuwiedii, Bothrops jararaca (“yararaca“, “pere-
zosa") y Bothrops jararacussu (“tapete", "yararacuzu®,
"surucucu-apeté").

3. Suero antiofidico trivalente: en periodo de desarro-
llo, utilizando como inmunégenos venenos de Bothrops
alternatus, Bothrops neuwiedii y Crotalus durissus
terrificus;

Electroforesis en Acetato de Celulosa: realizada en
Cellogel (Chemetron, Milano, [talia) utilizando tris-barbital
sodico pH 8,8 segun técnica descripta por Silles
Villarroel?®.

Doble inmunoprecipitacion: se realizé en portaobjetos
en agarosa (Agarosa Ultrapure, SIGMA) al 1%, enfrentan-
do 10 microlitros de cada suero antiofidico (figura 1) a 10
microlitros de una solucion de 1 mg/ml de veneno de
Bothrops moojeni en NaCl 0,15 M.

Inmunoelectroforesis: se llevé a cabo segun la técni-
ca descripta por Siles Villarroel®.

ELISA: se realizo segun la técnica descripta por
Higashi?®,

SDS-PAGE y Western-blot. el SDS-PAGE se llevo a
cabo utilizando la técnica de Laemmli® en un sistema dis-
continuo utilizando una unidad de electroforesis vertical
Miniprotean Il (BIO RAD). Las muestras fueron corridas
en condiciones no reductoras en un gel al 10%. Las pro-
teinas se colorearon con Azul de Coomasie R250 (BIO
RAD) o fueron transferidas sobre una membrana de ni-
trocelulosa (BIO RAD) de acuerdo a Towbin®'. Se utiliza-
ron marcadores de PM SIGMA VII-S.

Dosis letal 50 (DL 50): se llevé a cabo utilizando 10
ratones (Mus musculus) cepa CF-1, de 18-22 g de peso

por dilucion del veneno. Este fue disuelto en NaCl 0,15
M. El calculo se realizé mediante la curva de regresién
por el método de los cuadrados minimos.

Seroneutralizacion: en todos los casos veneno y
antivenenos fueron incubados durante 30 minutos a 37°C.

De la actividad letal: Se utilizaron 10 ratones cepa CF-
1, de 18-22 g de peso a los que se les inyect6 viai.v. 0,3
ml de la mezcla de diferentes cantidades de veneno pre-
viamente incubado frente a 1 ml de cada suero antiofidico.
Se calcularon los mg y las DL 50 de veneno que neutra-
liza 1 ml de cada suero antiofidico.

De la actividad hemorrdgica: se realizé en ratones
cepa CF-1 de 25 g de peso. Se inyectaron grupos de 10
animales con veneno solo (100 pg) o previamente incu-
bado con antiveneno en una relacion de 1 pg/1pl. El area
de hemorragia se calculo por el método de Kondo modifi-
CadOEE. 33, 34‘

De la Actividad Necrotizante: se realiz6é en grupos de
10 ratones cepa CF-1 inoculados por la via intradérmica
con 50 pg de veneno en 100 pl de NaCl 0,15 M previa-
mente incubado con antiveneno en una relacion de 1 pg/
1pl. Como testigos positivos se inocularon ratones de la
misma manera con 50 pg de veneno diluidos en NaCl 0,15
M. El area de necrosis se calculé en ambos grupos se-
gun el metodo de Kondo modificado®* *.

De la actividad procoagulante: a 200 pul de plasma
humano se agregaron 5 DMP-P (dosis minima procoagu-
lante) de veneno (60 pg) calculadas por el método
descripto por Theakston* incubados previamente con di-
ferentes volumenes de suero antiofidico (25-400 pl). Se
controlo el tiempo de coagulacion respecto a los testigos
positivos (veneno sélo en 100 pl de NaCl 0,15 M).

De la actividad hemolitica indirecta: Se utilizé el me-
todo de inhibicion de la hemodlisis radial en agarosa
(ULTRAPURE, SIGMA), segun la técnica descripta por
Dias Da Silva®.

De la actividad sobre la gelatina: gelatina para uso
bacteriologico al 20% (OXOID) fue mezclada con vene-
no (200 pg) seroneutralizado en una proporcion de 1 pg/
pl de suero antiofidico. Se dejo 4 horas a temperatura am-
biente y se llevo a 4°C durante toda la noche, tras las que
se observo el tiempo de licuacion respecto a los testigos
positivos (200 pg de veneno en 1 ml de gelatina al 20%)
y negativos (100 pl de NaCl 0,15 M y 100 de cada suero
antiofidico, en cada caso en 1 ml de gelatina al 20%).

Anatomo e Histopatologia: 100 pg de veneno fueron
inoculados por la via IV o IM a grupos de 7 animales.

Anatomia patologica: posteriormente a la determina-
cion de la DL50, se realiz6 el estudio anatomopatolégico
y se tomaron muestras de musculo esquelético, pulmo-
nes, corazon, rinones, intestino, higado, bazo, piel, cere-
bro y cerebelo. Las muestras fueron fijadas en formal-
dehido tamponado al 10%, y se incluyeron en parafina.
Se colorearon con Hematoxilina-Eosina. Un grupo adicio-
nal de ratones fue inoculado via intramuscular (IM) con
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150 pg de veneno para observar los efectos locales pro-
ducidos por el mismo en el musculo.

Estadisticos ulilizados: se utilizé6 como estadistico el t
de Student por comparacién de medias y varianzas.

Resultados

Electroforesis: en acetato de celulosa el patron
electroforético fue similar al descripto para ejem-
plares de Bothrops moojeni provenientes de
especimenes brasilenos, se pueden observar dos
pequenas bandas proteicas anidnicas y varias ban-
das de migracion catiénica, que permiten diferen-
ciar a este veneno del de otras especies de
Bothrops argentinas que ocupan la misma zona
geografica (Figura 1). EIl SDS-PAGE puso en evi-
dencia proteinas en un rango dentro de los 14-90
kD, con bandas bien definidas alrededor de los 66,
32, 25 y 14 kDa (Figura 2). Se revelaron claras
diferencias con los patrones de venenos de otras
especies de Bothrops de la Argentina.

IP: todos los antivenenos reconocieron al ve-
neno (Figura 1). Enfrentando a los venenos
botropicos de las especies mencionadas junto al
de B. mogjeni con los antivenenos utilizados, se
observaron bandas de precipitacion compartidas
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| Figura 4.2) Elcctroforesis en acetato de celulosa
del de las especics de Bothrops exisienics en
la Provincia de Misiones 1) Bothrops neuwiedii, 2)
Bothrops alternatus, 3) Bothrops jararaca, 4)

| Bothrops jararacussu, 5) Crotalus durissus

Lternificus, 6) Bothrops moojent,
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con el veneno de Bothrops neuwiediiy Bothrops
fararacussu principalmente y en menor medida
con Bothrops jararaca (Datos no expuestos).

IEF: se puede observar que existe un recono-
cimiento del veneno por todos los antisueros uti-
lizados.

ELISA: hubo un reconocimiento (P < 0,001) del
veneno por todos los sueros antiofidicos utiliza-
dos (Datos no expuestos).

Western-Blot: los sueros analizados reconocie-
ron a todos los componentes del veneno obser-
vados en el SDS-PAGE, tanto los de alto (> 60k
Da.), mediano (60-20kDa.) y bajo (< 20 kDa.)
Peso Molecular (Fig. 2).

DL, fue de 30 ug de veneno para un ratén
de 18-22 g.

Seroneutralizaciones:

De la Actividad letal: 1 ml de suero bivalente
protegio al 100% de los ratones inoculados con-
tra 6000 pg (200 DL,,), 1 ml de suero tetravalente
protegié contra 5000 pg (166 DL,)) y 1 ml de
suero trivalente protegidé contra 5500 ug (183
DL,,). (Tabla 1).

De las Actividades hemorragica y necrdtica: 1
pl de antiveneno neutralizé totalmente las activi-
dades hemorragica y necrotizante de 1 pg de
veneno (P < 0,001). (Tabla 2).

Figura 4.b) Inmunoclectroforesis del veneno de
Botirops moojeni (rente a los sucros 1) Bivalente,
2) Tetruval y 3) Trival El d4nodo est

hacia el lado 1zquictdo.

1 ﬁo 2

Figura i.t) Dobleinmunoprecipitacion del vencno
de Hothrops maojeni [rentc alos sueros |) Bivalente,
2) Ty y 3) Trivalente, colorcada con Negro

Figura 1.— a) Electroforesis en acetato de celulosa del veneno de las especies de Bothrops existentes en la Provin-
cia de Misiones 1) Bothrops neuwiedii, 2) Bothrops alternatus, 3) Bothrops jararaca, 4) Bothrops jararacussu, 5)
Crotalus durissus terrificus, 6) Bothrops moojeni. b) Inmunoelectroforesis del veneno de Bothrops moojeni frente a
los sueros 1) Bivalente, 2) Tetravalente y 3) Trivalente. El anodo esta hacia el lado izquierdo. c)
Dobleinmunoprecipitacidn del veneno de Bothrops moojeni frente a los sueros 1) Bivalente, 2) Tetravalente y 3)

Trivalente. Coloracion realizada con Negro Amido.
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Figura 2.— SDS-PAGE e Inmunoblotting del veneno de Bothrops moojeni. a) SDS-PAGE del veneno de Bothrops
moojeni. Coloracion Azul de Coomasie R-250. b) Inmunoblot del veneno transferido enfrentado al suero Bivalente.
c) Inmunoblot del veneno transferido enfrentado al suero Teravalente. d) Inmunoblot del veneno transferido en-

frentado al suero Trivalente.

TABLA 1
Antiveneno Neutralizacion de la Neutralizacion de la Inhibicion de la Inhibicion de la
actividad letal actividad letal (100%) hemdlisis indirecta  actividad procoagulante
expresada en DL50/ml expresada en mg/ml de
de suero suero

Bivalente 200 DL, 6000 mg 48 + 7% > 25 < 30'
Tetrava- 166 DL, 5000 mg 56 + 17% > 25 < 30

lente

Trivalente 183 DL, 5500 mg 46 + 8% > 20 < 25'

Inhibicion de la Actividad letal: en la primera columna se expresa la neutralizacion de la actividad letal expresada en

DL50 conferida por 1 ml de cada suero probado. En la segu

nda columna se expresa la neutralizacion de la actividad

letal expresada en mg de veneno conferida por 1 ml de suero en el 100% de los animales.

Inhibicion de la actividad hemolitica indirecta: en la tercer
provocada por 1 pl de veneno preincubado con 0,5 pl de su

columna expresa la inhibicion de la hemdlisis indirecta
ero.

Inhibicion de la actividad procoagulante: en la cuarta columna se expresa el tiempo en que se produce un coagulo
firme de 200 pl de plasma humano; 50 pg de veneno crudo lo producen en 22° + 4°. Los resultados del tratamiento
del plasma con 50 ug de veneno preincubados con 100 pl de suero se expresan en minutos.

De la actividad procoagulante: hubo un signi-
ficativo retardo en el tiempo de coagulacion al
enfrentar al veneno a cada uno de los antive-
nenos (P < 0,001). A los 10 minutos, ningtn plas-
ma tratado con veneno neutralizado con 100 pl
de antiveneno (2 pl de antiveneno por pg de ve-
neno) o mas coaguld. Tras los 15 minutos, se co-
menzaron a observar trazas de fibrina, sin forma-
cion de coagulo en los tratados con menor canti-
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dad de antivenenos (2 pl/ug). Recién a las 5 ho-
ras se observé la coagulacion completa de todos
los plasmas. Los controles positivos coagularon
en 35 = 9 segundos. (Tabla 1).

De la actividad hemolitica indirecta: se obser-
v6 que 0,5 pl de suero frente a 1 pg de veneno
inhibié la hemdlisis en diferente grado con todos
los sueros probados. El porcentaje de inhibicion
fue el siguiente: Bivalente 47,94% (DS % 17,5%),
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TABLA 2
Hemorragia provocada por  0,15M  Veneno preincubado Veneno preincubado  Veneno preincubado
100 pg de veneno NaCl con 100 pl de suero con 100 pl de suero  con 100 pl de suero
expresada en cm (Control bivalente tetravalente trivalente
negativo)
1,4 +£0,7 () 0,12 0,29 0,07
(0,5-3,0) (0-0,25) (0-0,8) (0-0,25)
Necrosis provocada por 0,15M  Veneno preincubado Veneno preincubado  Veneno preincubado
50 pg de veneno NaCl con 50 pl de suero con 50 pl de suero con 50 pl de suero
expresada en cm bivalente tetravalente trivalente
0,8+02 () () 0,02 (=)
(0-0,1)

Entre paréntesis figuran los valores minimos y maximos hallados en los experimentos. (-) significa ausencia de

hemorragia o necrosis.

Tetravalente 56,25% (DS = 16,67%), Trivalente
45,81% (DS = 8,11%). (Tabla 1).

Neutralizacion de la actividad sobre la gelati-
na: hubo inhibicion total de la licuacién de la mis-
ma por el veneno frente a todos los sueros
antiofidicos probados.

Anatomia patolégica: macroscopicamente se
observé edema, congestion y/o hemorragias le-
ves en todos los 6rganos. Localmente pudo ver-
se la presencia de edema, inflamacion y necrosis
y microscopicamente se encontraron hemorra-
gias, con presencia de trombos, fibrina y mione-
crosis del tipo coagulativa en las muestras exa-
minadas.

Discusion

Respecto a las caracteristicas de la composi-
cion del veneno se observo que el patron elec-
troforético en acetato de celulosa permite la cla-
ra y rapida diferenciacion de este veneno del de
otras Bothrops que se encuentran en el pafs y
es similar al descripto para el veneno de ejem-
plares brasilefios®. Por otro lado, el SDS-PAGE
puso en evidencia una gran semejanza en la com-
posicion respecto a especimenes del Brasil y tam-
bién permite su diferenciacién del veneno de las
otras Bothrops sp. argentinas. Las pequefias di-
ferencias que se observan, pueden deberse a que
en nuestros SDS-PAGE se utilizé un gel al 10%
mientras que otros autores utilizan gradientes del

10 al 15%, los que permiten la mejor visualiza-
cion de las bandas de menor PM®*. Ademas en
este punto debemos mencionar que se observan
modificaciones ontogénicas del veneno de esta
especie de Bothrops en el perfil proteico por SDS-
PAGE?, por lo que estas diferencias pueden atri-
buirse a caracteristicas individuales del veneno de
los especimenes que conformaron los pooles uti-
lizados.

En todas las pruebas inmunoquimicas rea-
lizadas se encontré gran reactividad cruzada en-
tre este veneno y todos los sueros ensayados.
Por IP e |IEF el veneno fue reconocido por todos
los antivenenos. Asimismo, por medio del ELISA
los sueros probados reconocieron al veneno (P
< 0,001) en diluciones > a 1/100000. Por
Western-blot se aprecia que los antivenenos re-
conocen a todos los componentes que se obser-
van por SDS-PAGE. Estas pruebas reafirman que
a pesar de las diferencias en el patron elec-
troforético existe gran similitud antigénica entre
los venenos de crotalineos y la capacidad de
sueros no especificos de reconocer a los com-
ponentes de venenos de especies diferentes al
utilizado para la produccién del antiveneno3s: %7 **
3%.40 Por otra parte es menester mencionar que
para la produccion de antivenenos se recomien-
da utilizar como inmunégenos a los venenos dé
los ejemplares de la regién geografica donde se-
ria utilizado el suero, ya que éstos protegerian
mejor al sujeto frente a todas las actividades de
los mismos?: 4,
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La DL50, hallada para el veneno analizado se
encuentra dentro de los valores mencionados por
la bibliografia para los venenos de especimenes
del Brasil, que varian entre 6,5-9,4 pg's hasta 72-
98 pg*'.

Los hallazgos anatomo e histopatologicos en
ratones (congestion y/o hemorragia, edema, in-
flamacién, necrosis, presencia de trombos vy
fibrina) son una caracteristica del envenenamien-
to por Bothrops spp. En este caso hay que men-
cionar que las lesiones sistemicas observadas no
fueron de tanta gravedad como las que se obser-
van en el envenenamiento experimental por
Bothrops alternatus 'y Bothrops neuwiedii (Obser-
vacion personal de los autores).

En las pruebas de neutralizacién todos los sue-
ros probados inhibieron las actividades total o par-
cialmente del veneno tanto in vivo como in vitro.

Algunas de las caracteristicas mas conspicuas
de los envenenamientos botropicos son las he-
morragias y la necrosis tisular. En los sujetos
mordidos por Bothrops sp. pueden observarse
lesiones a nivel endotelial, en la matriz extrace-
lular y en la media arterial, que conducen a la
rexis® 7. La licuacion de la gelatina, puede rela-
cionarse con la capacidad de ataque del veneno
a la matriz extracelular de tejido conectivo y la
produccion de hemorragias*? *3. En este punto
cabe mencionar que del veneno de Bothrops
moojeni se ha aislado la proteasa A, de gran im-
portancia en las lesiones vasculares, siendo una
de las principales actividades de esta enzima el
ataque a la gelatina**. La neutralizacion de esta
actividad puede relacionarse con la de las
proteasas involucradas en la patogenia de las
hemorragias. En este caso se observé una inhi-
bicion total de la misma con los antivenenos uti-
lizados. La inhibicién de la accion proteolitica jun-
to con la de la actividad hemorragica (P < 0,001),
ponen en evidencia la capacidad neutralizante in
vivo e in vitro de estos antivenenos sobre la acti-
vidad hemorragica de dicho veneno.

La necrosis, otra de las caracteristicas tipicas
de estos envenenamientos, fue inhibida totalmen-
te (p < 0,001) por todos los sueros.

Las hemorragias por las lesiones vasculares
se ven favorecidas por la afibrinogenemia causa-
da por la actividad procoagulante de estos vene-
nos. En todas las pruebas realizadas se observo
un retraso significativo (P < 0,01) del tiempo de
coagulacion.

La inhibicion por un suero de la actividad
hemolitica indirecta del veneno de crotalineos
puede correlacionarse con la inhibicion de la ac-
tividad de fosfolipasa A, (PLA,) y con la capaci-
dad seroneutralizante del mismo?®*. Por otra par-
te estas PLA, se relacionan (entre otras activida-
des) con la hipotension y el colapso circulatorio,
tipicos de estos envenenamientos. La hemdlisis
radial, ademas de indicar la capacidad de los
venenos de alterar las membranas eritrocitarias,
permite tener idea de la actividad fosfolipasica de
los venenos. La lisis es provocada por los
lisofosfatidos producidos por la PLA, de los ve-
nenos sobre la membrana eritrocitaria®®. En nues-
tro caso incubando veneno/antiveneno en una
relacion de 2 pg/1pl hubo inhibicién de esta acti-
vidad en todas las pruebas, aunque de diferente
grado.

Finalmente, por la seroneutralizaciéon de la
actividad letal, se puso de manifiesto que estos
antivenenos protegen a los ratones contra el ve-
neno crudo (entero) de Bothrops moojeni.

Aunque, hasta el momento, este veneno no se
utiliza para la preparacion de los sueros
antiofidicos producidos en la Argentina, hay que
considerar que el veneno de las Bothrops spp.
presenta una alta reactividad cruzada que se
manifiesta tanto por las pruebas in vitro como in
vivo?s: 27. 28, 33, 38, 40, 45, 46 DNe hecho, el suero
antibotropico producido en el Instituto Butantan,
se desarrolla inmunizando equinos con el vene-
no de un reducido numerc de especies de
Bothrops y el antiveneno resultante protege con-
tra el veneno de mas de 10 especies de
Bothrops®:-3. Ademas, varios antivenenos poliva-
lentes se desarrollan con un nimero reducido de
venenos como inmunégenos y neutralizan la ac-
tividad de venenos heterdlogos® ¢7. Debido a
esto, los resultados obtenidos respecto a la ca-
pacidad seroneutralizante, si bien eran esperados
superaron expectativas previas.

Debido a los resultados de los experimentos
realizados, los antivenenos probados demostra-
ron que neutralizan la accion letal como las acti-
vidades parciales del veneno, por lo que podrian
ser utilizados en los casos de accidentes ofidicos
por Bothrops moojeni, de la forma habitual en que
se utilizan para los tratamientos por Bothrops spp.
En estos casos tras la aplicacion del suero
antiofidico, los Unicos recaudos a tomar son los
comunes frente a los casos de envenenamiento
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botrépico en el tratamiento complementario, ante
el riesgo de complicaciones comunes tales como
el colapso hipovolémico, mionecrosis, trastornos
vasculares que traen aparejadas consecuencias
isquémicas con pérdida de tejido que llegan a am-
putaciones e insuficiencia renal, entre otras*®°.

Las complicaciones que podrian derivar de la
seroterapia per se como reacciones de hipersen-
sibilidad Tipos 1 o Ill, reacciones anafilactoideas®"
82 cuya aparicion no es rara, deben ser conside-
radas'# '3.%0, En este ultimo punto hay que men-
cionar que se ha visto que el veneno de Bothrops
alternatus puede resultar alergénico per se* y
que componentes de venenos ofidicos pueden
actuar sobre el sistema complemento y otras pro-
teinas plasmaticas activando diferentes siste-
mas*. Todos estos factores deben ser tomados
en cuenta al instaurar la seroterapia, para preve-
nir o suprimir las complicaciones intrinsecas de
la misma y no confundirlas con la accion propia
del veneno.

Como conclusion de los estudios realizados, se
puede decir que los sueros antiofidicos antibo-
tropicos o botropico-crotalico producidos en el
INPR los que son distribuidos gratuitamente a las
Delegaciones Sanitarias del pais por el Ministe-
rio de Salud, podrian ser utilizados en los casos
de accidentes ofidicos por Bothrops moojeni ya
que neutralizan las actividades toxicas del vene-
no de este ofidio.

Summary

Neutralizing ability of antiophidic sera against
the venom of Bothrops moojeni (/lance-headed
viper) venom

In the production of current therapeutic
antisera used in Argentina for Bothrops snakebite,
the Bothrops moojeni venom is not used as
immunogen, since this snake is not considered a
serious public health problem. Accidents caused
by this species have not been reported in this
country even though Bothrops moojeni is not
unfrequent in some regions of Misiones. Despite
the high degree of immunological cross reactivity
found among the Crotalinae venoms and, in this
particular case, among the venoms from the
Bothrops Genus, there exists a significant intras-
pecific variation in venom composition, particular!y
in specimens arising from different geographic
regions. In this study, the antivenoms prepared
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at the Instituto Nacional de Produccién de
Bioldgicos A.N.L.I.S. Dr. Carlos G. Malbran have
been tested for their immunochemical cross re-
activity and neutralizing ability of enzymatic and
toxic activities of venom from Argentinian speci-
mens of Bothrops moojeni from Misiones. Immu-
nological cross-reactivity was tested by double-
immunoprecipitation, immunoelectrophoresis,
Western-blot and ELISA. Neutralizing ability of
antivenoms against proteolytic, indirect hemolytic
activity, procoagulant activity, he-morrhagic activ-
ity and necrotizing activity. The Lethal Dose 50
was 1.5 mg/kg body weight; this value is located
in the range fo those obtained with the venom
from Brazilian specimens. It was observed that all
the antivenoms exhibited a strong immunochemi-
cal cross reactivity and that they were able to
neutralize in different degree both, enzymatic and
toxic activities of B. moojeni venom. From these
results, it can be assumed that the antivenom
tested could be employed successfully in cases
of B. moojeni snakebites.
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Today, when almost everything is made by machines, we notice little pleasure in skill except
perhaps the pleasure people experience with hobbies like carpentry or the fascination of the
average person when he can watch a goldsmith or weaver at his work; perhaps the fascination
with a performing violinist is not caused by the beauty of the music he produces but by the

display of his skill.

Hoy, cuando casi todo es fabricado por maquinas, notamos poco placer en tener habilida-
des, excepto quiza el placer que la gente experimenta con hobbies como carpinteria o la fas-
cinacion del hombre comun cuando puede observar un orfebre o un tejedor en accién; quiza la
fascinacién que provoca un violinista no es solamente causada por la belleza de la musica que
produce sino también por la exhibicién de su habilidad.

Erich Fromm (1900-1980)

Anatomy of Destructiveness
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