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RESUMEN

Bothrops atrox es reconocida por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) como una de las serpientes suramericanas,
que comunmente causa incapacidad fisica o muerte. En Vene-
zuela, esta especie se localiza en los estados Amazonas, Boli-
var y Delta Amacuro siendo responsable de un cuadro fisiopa-
tolégico caracterizado por edema, hemorragia, necrosis, incoa-
gulabilidad sanguinea y hemdlisis. Para el tratamiento del en-
venenamiento por esta especie, en Venezuela se produce un
antiveneno polivalente desde hace mas de 30 afios, sin em-
bargo, no se ha estudiado su capacidad neutralizante contra
las actividades letal, hemorragica, edematizante, desfibrinante,
coagulante y hemolitica indirecta inducidas por esta especie
como recomienda la OMS. Este estudio plante6 la caracteriza-
cion de las actividades toxicas del veneno total de B. afrox
(Puerto Ayacucho-Edo. Amazonas) y la valoraciéon del poten-
cial neutralizante del antiveneno venezolano sobre estas acti-
vidades, empleando pruebas de incubacion previa de veneno-
antiveneno. El veneno evaluado indujo actividades hemorragi-
ca, edematizante, letal, defibrinante, coagulante y hemolitica
indirecta, evidenciando un perfil toxinolégico similar al descrito
para especimenes de B. afrox de otras localidades de Sur
Ameérica, aunque con algunas variaciones cuantitativas, las
que pudieran relacionarse principalmente a la variabilidad bio-
quimica y/o en la concentracion de los constituyentes con acti-
vidad toxica presentes en el veneno. En la evaluacion del anti-
veneno se observo que éste neutralizé totalmente las activida-
des letal, hemorragica, coagulante y desfibrinante, pero solo
parcialmente las actividades edematizante (63%) y hemolitica
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indirecta (65%), evidenciando que el antiveneno venezolano
contiene un titulo de anticuerpos teéricamente efectivo para la
neutralizacion de las actividades toéxicas inducidas por el ve-
neno total de B. atrox de Puerto Ayacucho (Edo. Amazonas).

Palabras clave: Bothrops atrox, antiveneno, neutralizacién,
caracterizacion toxinologica.

ABSTRACT

Bothrops atrox is recognized by the World Health Organization
(WHO) as one of the south american snakes which commonly
cause physical disability or death. In Venezuela, this specie is
localized in the States of Amazonas, Bolivar and Delta
Amacuro and it is responsible for a physiopathological picture
characterized by edema, hemorrhage, necrosis, blood unco-
agulability and hemolysis. In Venezuela, there is a polyvalent
antivenom available which has been directly used in clinical
cases for longer than 30 years, however, its neutralizing capa-
bility against lethal, hemorrhagic, edema-forming, defibrinating,
coagulating and indirect hemolytic activities has not been stud-
ied yet, as it is recommended by WHO; this assay sets the
characterization of the toxic activities of the total venom from B.
atrox (Puerto Ayacucho—Amazonas State) and assess the neu-
tralizing potential of the Venezuelan antivenom over these ac-
tivities, using venom-antivenom previous incubation tests. The
evaluated venom induced hemorrhagic, edema-forming, lethal,
defibrinating, coagulating and indirect hemolytic activities,
showing a similar toxinological profile to the one described for
B. atrox species located at different places in South America,
although showing some quantitative variations which could be
related mainly to the biochemical variability and/or in the con-
centration of the constituents with toxic activity present in the

355



Caracterizacion toxinolégica del veneno de Bothrops atrox y su neutralizacion por un antiveneno / Duque-Zerpa, C.T. y col.

venom. During the evaluation of the antivenom, it was ob-
served that this antivenom totally neutralized the following ac-
tivities lethal, hemorrhagic, coagulating and defibrinating, how-
ever, it partially neutralized either edema-forming (63%) or indi-
rect hemolytic (65%) activities, making evident that the Vene-
zuelan antivenom has effective antibodies titles for the neutrali-
zation of toxic activities induced by the total venom of B. atrox
from Puerto Ayacucho (Amazonas State).

Key words: Bothrops atrox, antivenom, neutralization, toxino-
logical characterization.

INTRODUCCION

Bothrops atrox es reconocida por la Organizaciéon Mun-
dial de la Salud (OMS) como una de las serpientes de Sur
Ameérica, que comunmente causa incapacidad fisica o muerte
[37, 43]. En Venezuela, esta especie esta restringida geografi-
camente a los bosques tropicales de los estados Bolivar, Ama-
zonas y Delta Amacuro [24, 33] y de hecho, estudios epide-
mioldgicos recientes indican a los estados Amazonas y Delta
Amacuro como areas epidemioldgicas importantes, siendo in-
cluso clasificados como regiones de muy alta endemicidad [9].

El envenenamiento por esta especie produce un cuadro
fisiopatologico caracterizado por el desarrollo de edema, he-
morragia, necrosis, incoagulabilidad sanguinea y hemodlisis,
aunque esta ultima solo se ha reportado en un porcentaje muy
reducido de los pacientes (1%) [17]. Estos eventos dependen
de la severidad del accidente y pueden llevar al desarrollo de
complicaciones como falla cardiaca, edema de pulmén o insu-
ficiencia renal aguda, lo cual hace necesario que la victima re-
ciba una pronta y muy efectiva atencion médica [3, 12, 35].

Para el tratamiento de los envenenamientos ocasiona-
dos por esta especie, el Unico recurso terapéutico producido
en Venezuela es el antiveneno polivalente desarrollado por el
Centro de Biotecnologia de la Facultad de Farmacia de la Uni-
versidad Central de Venezuela (UCV). Este antiveneno es ela-
borado a partir de una mezcla de veneno crudo de los géneros
Bothrops y Crotalus y presenta, de acuerdo a los productores,
un titulo de neutralizacion equivalente a 2 mg/mL de veneno
botrépico y 1,5 mg/mL de veneno crotalico, titulo estimado so-
bre la neutralizacién de la letalidad de venenos empleados en
su produccién. Sin embargo, estudios previos han reportado
que, la neutralizacién de la letalidad no garantiza la neutraliza-
cion de otras actividades tdxicas inducidas por los venenos
[13, 32], lo cual es consecuencia de la reconocida variabilidad
bioquimica y/o en la concentracién de los constituyentes de los
venenos o por la presencia de venenos crudos con proteinas
altamente antigénicas pero no toxicas, factores que pueden di-
luir el titulo de anticuerpos de los antivenenos contra muchas
toxinas clinicamente relevantes [13, 14, 21, 30, 32]. Con estas
consideraciones, la OMS recomienda titular los antivenenos
contra cada una de las actividades importantes presentes en
los venenos [35, 43], evaluaciones que deben dirigirse contra
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todas las principales poblaciones de serpientes de importan-
cia médica, con especial énfasis en aquellas regiones con una
alta incidencia de envenenamiento ofidico, de manera de ga-
rantizar el suministro de un producto efectivo que contribuya
al mejoramiento del complejo cuadro clinico observado en es-
tos accidentes [3, 17, 32, 43]. El objetivo del presente estudio
fue caracterizar toxinolégicamente el veneno de Bothrops
atrox de Puerto Ayacucho (Edo. Amazonas), ademas de estu-
diar la neutralizacion de sus diferentes actividades toxicas con
el antiveneno venezolano.

MATERIALES Y METODOS

Veneno

Se utiliz6 una mezcla de veneno cristalizado, obtenido a
partir del ordefio manual de seis individuos adultos (3 machos
y 3 hembras) de Bothrops atrox recolectados en la localidad de
Puerto Ayacucho, municipio Antures (Comunidad Coromoto de
Cuao) en el estado Amazonas y mantenidos en cautiverio en el
serpentario de la Facultad de Farmacia de la UCV. Dicho vene-
no fue conservado en refrigeracion a 4°C, en un desecador
(Duran®, Mod. Tam, Alemania) al vacio con CaCl, hasta su
evaluacion.

Antiveneno

Se emple6 el antiveneno polivalente venezolano (Lote
120), disponible en presentacion liquida. Este antiveneno esta
constituido por fragmentos F(ab’), de inmunoglobulinas, obteni-
das por la inmunizacién de caballos (Equus caballus) con una
mezcla de venenos de B. colombiensis, B. venezuelensis, B.
atrox (El Pauji-Edo. Bolivar), C. durissus cumanensis 'y C. du-
rissus ruruima.

Animales de experimentacion

Se emplearon ratones blancos (Mus musculus), cepa
NIH, sin distincion de sexo, con pesos pre-establecidos para
cada prueba y procedentes del Bioterio del Instituto Nacional
de Higiene “Rafael Rangel’, Ciudad Universitaria, Cara-
cas-Venezuela.

Determinacion de la dosis letal cincuenta (DLso)

La DLsy se determiné de acuerdo al método de Spear-
man-Karber [43]. Alicuotas de 0,2 mL de soluciones del vene-
no conteniendo entre 16 y 800 pg/mL en NaCl al 0,85% fue-
ron inyectadas por via intraperitoneal a grupos de cuatro rato-
nes por dosis, con pesos entre 18 y 20 g, luego de 48 h se re-
gistr6 el nUmero de animales muertos por dosis evaluada.

Determinacion de la actividad hemorragica

Alicuotas de 0,1 mL de soluciones del veneno conte-
niendo entre 25 y 200 ug/mL en NaCl al 0,85% fueron inyec-
tadas por via intradémica en la region abdominal a grupos de
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cuatro ratones por dosis, con pesos entre 22 y 24 g. Un grupo
adicional de cuatro ratones se inyect6 con 0,1 mL del vehiculo
y constituy6 el control del experimento. A las 2 h. se evalud el
area hemorragica inducida por cada tratamiento, los resulta-
dos se expresaron como dosis hemorragica minima (DHM) de-
finida como la cantidad de veneno que induce un area hemo-
rragica de 10 mm de diametro [18].

Determinacion de la actividad edematizante

Alicuotas de 50 pL de soluciones del veneno contenien-
do entre 5 y 160 pg/mL en NaCl al 0,85% fueron inyectadas a
grupos de cuatro ratones por dosis, con pesos entre 22 y 24 g,
en la almohadilla plantar de una de sus extremidades traseras.
La almohadilla plantar de la extremidad contra lateral, se in-
yectd con 50 pL del vehiculo y se emple6é como control. Luego
de 1 h, los animales se sacrificaron bajo anestesia con éter, se
seccionaron las extremidades tratadas a la altura de la articu-
lacion tarsal con un bisturi y se pesaron en balanza analitica
(Mettler®, H10, Zurich). Los resultados se expresaron como
dosis edematizante minima (DEM) definida como la cantidad
de veneno que induce un edema del 30% [18].

Determinacion de la actividad desfibrinante

La actividad desfibrinante se estim6 por la induccion de
incoagulabilidad en la sangre de ratones, alicuotas de 0,2 mL
de soluciones del veneno conteniendo entre 3 y 50 ug/mL de
NaCl al 0,85% fueron inyectadas por via intravenosa a gru-
pos de cuatro ratones por dosis, con pesos entre 22 y 24 g.
Un grupo adicional de cuatro ratones se inyect6 con 0,2 mL
del vehiculo y se emple6 como control. Luego de una hora
los animales se anestesiaron con éter y se extrajeron 200 uL
de sangre a través de un corte en la arteria braquial. Las
muestras se colocaron individualmente en tubos de ensayo
secos y a las 2 h. se evalu6 la coagulacién de las mismas.
Los resultados se expresaron como dosis desfibrinante mini-
ma (DDM), definida como la menor cantidad de veneno que
indujo la incoagulabilidad de la sangre en todos los animales
tratados [18].

Determinacion de la actividad coagulante

La actividad coagulante fue evaluada empleando plas-
ma humano citratado (9:1) como sustrato, éste se distribuyo
a razon de 0,2 mL en tubos de ensayo de plastico, se incu-
baron en bafio Maria (Gallenkamp®, Model 2, London, Rei-
no Unido) a 37°C. durante 3 minutos (min) y se adicioné 0,1
mL de soluciones del veneno conteniendo entre 6 y 100
pg/mL en NaCl al 0,85% (4 tubos por tratamiento) y se midio
el tiempo de coagulacién del plasma con la ayuda de un cro-
noémetro (Casio®, HS-5, Japodn). Los resultados se expresa-
ron como dosis coagulante minima (DCM) definida como la
menor cantidad de veneno que induce la coagulaciéon del
plasma en 1 min [18].

Determinacion de la actividad hemolitica indirecta

La actividad hemolitica indirecta se evalué empleando
placas de agar-sangre-yema de huevo (1% agar, 0,1 mM
CaCly, 0,33% de yema de huevo y 1,2% de eritrocitos), en las
cuales se realizaron pozos de 3 mm de diametro y se adicio-
naron 15 uL de soluciones del veneno conteniendo entre 30 y
500 pg/mL en NaCl al 0,85%. Las placas se incubaron en es-
tufa (Thelco®, Model 2, EUA) a 37°C durante 24 h. y se midi6
el diametro de los halos de hemodlisis desarrollados. Los resul-
tados se expresaron como dosis hemolitica indirecta minima
(DHIM), definida como la cantidad de veneno que induce un
halo hemolitico de 20 mm de diametro [18].

Evaluacion de la capacidad neutralizante del antiveneno

Para la evaluacion de la capacidad neutralizante del anti-
veneno se prepararon mezclas veneno/antiveneno, constituidas
por una cantidad constante del veneno o dosis reto y diluciones
seriadas del antiveneno de acuerdo al siguiente esquema:

— Neutralizacién de la actividad letal: 4DL50/33 a 168 pL
antiveneno

— Neutralizacion de la actividad hemorragica: 10DHM/1,5
a 50 uL antiveneno

— Neutralizacion de la actividad edematizante: 6DEM/2 a
7 uL antiveneno

— Neutralizacion de la actividad desfibrinante: 2DDM/1 a
10 pL antiveneno

— Neutralizacion de la actividad coagulante: 2DCM/1 a 4
ML antiveneno

— Neutralizacion de la actividad Hemolitica Indirecta:
1DHIM/0,19 a 6pL antiveneno

Las mezclas veneno/antiveneno y los controles constitui-
dos por veneno (dosis reto), antiveneno y vehiculo, se incuba-
ron en bafio Maria (Gallenkamp®, Model 2, London, Reino Uni-
do) a 37°C durante 30 min. y se centrifugaron a 1240 g durante
10 min. (Centrifuga Sorval®, GLC-1, China). Los sobrenadante
obtenidos fueron evaluados, para determinar si habia efecto re-
sidual de toxicidad del veneno, en los sistemas experimentales
empleados en la caracterizacion del veneno y referidos previa-
mente. Los resultados para la neutralizacion de las actividades
letal, hemorragica, edematizante y hemolitica indirecta se ex-
presaron como dosis efectiva cincuenta (DEsp), definida como
el volumen de antiveneno que neutraliza en 50% el efecto de-
sarrollado por el control de veneno [18, 43]. En el caso de la
neutralizacion de las actividades desfibrinante y coagulante, los
resultados se expresaron como dosis efectiva (DE) definida
para la actividad desfibrinante como el menor volumen de anti-
veneno que neutralizé el efecto desfibrinante en todos los ani-
males tratados y para el efecto coagulante como aquella dosis
que ftriplica el tiempo de coagulacion del plasma al que se
agreg6 veneno solo (dosis reto) [18].
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Analisis estadistico

Para la determinacion de la dosis hemorragica, edemati-
zante, hemolitica indirecta, coagulante y la neutralizacion de
éstas, se construyeron graficas dosis-respuesta, a partir de
las cuales se calculd la ecuacion de la recta y los valores de
“r, considerandose regresiones significativas a un intervalo
de confianza del 95% (P<0,05). Los resultados se estimaron a
partir de la ecuacion de la recta y se expresaron como la me-
dia aritmética * la desviacion estandar de tres evaluaciones in-
dependientes, empleando estadistica descriptiva.

RESULTADOS Y DISCUSION

En Venezuela, el accidente por mordedura de serpiente
constituye un problema salud publica, expertos sefialan una in-
cidencia de 7000 accidentes al afio, con una mortalidad entre
0,1 y 0,2 fallecidos por cada 100.000 habitantes [14], siendo
una de las regiones mas afectadas el estado Amazonas [9],
area geografica donde predomina la especie Bothrops atrox
[14]. Estudios epidemiologicos sefialan que el género Bothrops
es responsable de un 70 a 80% de los casos reportadas [9,
35] e induce un cuadro clinico que se caracteriza por el desa-
rrollo de edema, necrosis, coagulopatias y hemorragias loca-
les y sistémicas, que en los casos mas graves pueden condu-
cir a la incapacidad fisica o a la muerte de la victima [9, 14,
35]. Estos aspectos, elevada incidencia y severidad del acci-
dente, hacen necesario identificar y caracterizar bioquimica y
fisiopatologicamente los venenos de importancia médica, asi
como incrementar los controles de calidad sobre los antivene-
nos, de manera de garantizar una mejor atencion clinica y tera-
péutica a las victimas del accidentes ofidico [9, 14].

La caracterizacion del veneno de B. atrox de Puerto
Ayacucho evidencié que, éste indujo actividades letal, hemo-
rragica, desfibrinante, edematizante, coagulante in vitro y he-
molitica indirecta (TABLA |). Estos resultados demuestran un
perfil toxinolégico similar al descrito para esta especie en Sur
América, aunque con algunas variaciones cuantitativas (TA-
BLA Il), entre estas: el veneno objeto de este estudio es mas
edematizante y hemorragico que el veneno de especimenes
del Peru [20, 36], mas desfibrinante que algunos homélogos
de Brasil y Peru [11], mas hemolitico que el veneno de especi-
menes de Brasil y algunos de Colombia [26, 40] y menos pro-
coagulante que sus homélogos de Brasil, Colombia y Peru [4,
5, 11, 29, 36, 40], pero con un indice de letalidad dentro de lo
usualmente reportado para esta especie [11, 26, 31, 34, 36,
39, 40, 41]. Sin embargo, al comparar con estudios recientes
de letalidad y hemorragia, para venenos de B. atrox proceden-
tes de Serrania del Cuao (Edo. Amazonas) y Parguasa (Edo.
Bolivar) en Venezuela, se aprecia una mayor letalidad para el
veneno objeto de este estudio y una menor capacidad hemo-
rragica sélo en comparacion con su homologo del estado Boli-
var [34, 41]. Estas diferencias cuantitativas pudieran relacio-
narse, ademas de la implicita variacion experimental, con la
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TABLA |
PERFIL TOXINOLOGICO DEL VENENO TOTAL
DE Bothrops atrox DE PUERTO AYACUCHO
(EDO. AMAZONAS)

Actividad Biolégica Dosis Veneno

Letalidad (DLsp)
Hemorragica (DDM) 5,28 £ 0,37 pg
Edematizante (DEM) 0,84 + 0,16 pg
Desfibrinante (DDM) 5 g

Coagulante (DCM) 7,66 0,48 ug
Hemolitica Indirecta (DHIM) 2,75+ 0,36 ug

3,07 + 0,52 mg/kg

DLso: dosis letal cincuenta via IP. DHM: dosis hemorragica minima.
DEM: dosis edematizante minima. DDM: dosis desfibrinante minima.
DCM: dosis coagulante minima. DHIM: dosis hemolitica indirecta
minima.

variabilidad bioquimica y/o en la concentracion de los consti-
tuyentes téxicos presentes en los venenos, de acuerdo a sus
caracteristicas ontogénicas y de localizacion geografica [1, 7,
20, 29, 31, 34, 40]. Esta variabilidad en los venenos limita la
capacidad neutralizante de los antivenenos y hace necesaria
la inclusién de venenos antigénicamente representativos en la
preparacion de los inoculos, de manera de cubrir la diversidad
de espectros de constituyentes toxicos presentes en ellos [14,
21, 22, 39], asi mismo determina como aspecto prioritario la
necesidad de investigacion sobre el potencial toxico de las es-
pecies de importancia médica y la capacidad neutralizante de
la inmunoterapia disponible con especial énfasis contra aque-
llas especies no incluidas en los in6culos [4, 7, 9, 14, 28, 43].

En la evaluacion del antiveneno venezolano, los resulta-
dos obtenidos indican que éste fue totalmente efectivo en la
neutralizacion de las actividades letal, hemorragica, desfibri-
nante y coagulante del veneno de B. atrox, mientras que las
actividades edematizante y hemolitica indirecta fueron neutra-
lizadas en un 63 y 65%, respectivamente (TABLA III).

La optima neutralizacion de las actividades letal, hemo-
rragica, desfibrinante y coagulante coincide con lo reportado
en estudios previos, los cuales sefialan que estas actividades
suelen ser efectivamente neutralizadas por los antivenenos
[16, 28, 30] y sugiere un elevado titulo de anticuerpos contra
las toxinas responsables de estas actividades, lo cual pudiera
ser consecuencia de la elevada antigenicidad de las toxinas
responsables, potencial conferido por su elevada masa mole-
cular, como es el caso de las metaloproteasas con una masa
entre 20-100 KDa (enzimas con actividades hemorragica, fi-
brinogenolitica, fibrinolitica, activadoras de protrombina y del
factor X de la coagulacion, inhibidoras de la agregacion pla-
quetaria) [8, 21, 23, 38], las serino proteasas con un rango en-
tre 26-67 KDa (inductoras de la agregacion plaquetaria, acti-
vadoras de los factores X, XIlI, V, Il de la coagulacion, fibrino-
genoliticas vy fibrinoliticas) [21, 38] o las L-amino acido oxida-
sas con una masa molecular de 100-150 KDa (influencian la
agregacion plaquetaria e inducen hemorragia) [21, 27, 38],
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TABLA Il
COMPARACION TOXINOLOGICA DEL VENENO DE Bothrops atrox DE PUERTO AYACUCHO (EDO. AMAZONAS)
CON VENENOS DE LA MISMA ESPECIE DE OTRAS LOCALIDADES DE VENEZUELA Y SUR AMERICA

DLso (IP) DHM DEM DDM DCM DHIM Procedencia
(mg/kg) (ug/ratédn) (ug/ratén) (ug/ratédn) (ug) (ng) del veneno
5,60 29 1,2 10 DM NE Brasil
[20]
4,95 0,74 NE NE NE 15%* Brasil
[25]
NE NE NE NE 2,3 NE Brasil
[40]
2,72 +4,28 0,3-1,8 DM NE 1-2,5 17,3-19,9** Colombia
[26]
3,05-3,42 1,7-4,3 DM 1,6-1,9 NE 3,2-9** Colombia
[34]
3,89 24+0,3 1,1+0,2 5 0,3 3,1+ 0,04** Colombia
[41]
3,55 6,45+ 0,43 295+ 1,11 2,5 3,65+ 0,02 NE Peru
[36]
NE 7,20 NE NE NE NE Peru
[20]
2,79-3,96 4,10 + 0,64 NE 8 4,5+ 0,60 NE Peru
[11]
NE NE NE NE 21-27 NE Peru
[4]
4 27+04 NE NE NE NE Venezuela (Parguasa)
[34, 41]
8,3 4,02 +0,50 NE NE NE NE Venezuela (Serrania
del Cuao) [34, 41]
3,07 £ 0,52 5,28 + 0,37 0,84 +0,16 5 7,66 +0,48 2,75 +0,36* Venezuela

(Este estudio)

DLso: dosis letal cincuenta, via IP. DHM: dosis hemorragica minima. DEM: dosis edematizante minima. DDM: dosis desfibrinante minima. DCM: dosis
coagulante minima. DHIM: dosis hemolitica indirecta minima. NE: no evaluado. DM: diferente metodologia. *24/**20 horas de incubacion a 37°C.

TABLA Il
NEUTRALIZACION DE LAS ACTIVIDADES TOXICAS
DEL VENENO DE Bothrops atrox DE PUERTO AYACUCHO
(EDO. AMAZONAS) POR EL ANTIVENENO POLIVALENTE

VENEZOLANO
Actividad Neutralizada  Dosis Reto Dosis Antiveneno
Letalidad 304 ug 1/3224 + 389 mL/ug t
Hemorragica 50 ug 577 £ 1,10 pL*
Edematizante 4,8 ug 5,44 + 1,08 pL*

Desfibrinante 10 pg 5 pL°
2,32 +0,29 pLt
3,90+ 0,18 pL*

Coagulante 16 ug
Hemolitica Indirecta 3 yg

1DEso: pug de veneno neutralizado por un mL de antiveneno. *DEsq: pL
de antiveneno que neutralizé el 50% del efecto inducido por el control
de veneno. °DE: pL de antiveneno que neutralizd el efecto
desfibrinante del veneno. ¥DE: yL de antiveneno que prolongd tres
veces el tiempo de coagulaciéon obtenido para el control de veneno.
(DEsp: Dosis efectiva cincuenta. DE: Dosis efectiva.)

entre otras. Por otra parte, no se debe descartar la posible
reactividad inmunolégica cruzada, ya que estudios previos
con venenos bothrépicos (B. atrox, B. cotiara, B. alternatus, B.
erythromelas, B. jararaca, B. jararacussu, B moojeni, B neu-
wiedi, B. pradoi y B. brazili), empleando técnicas de Western
Blot y antivenenos especie especifica, han evidenciado que
antigenos con una masa molecular sobre los 20/30 KDa
muestran en general alta reactividad cruzada [25, 42].

La efectiva neutralizacion de las actividades hemorra-
gica, desfibrinante y coagulante in vitro, es un hallazgo de
relevancia clinica, ya que verifica la presencia de un eleva-
do titulo de anticuerpos contra los constituyentes del vene-
no responsables del inicio y mantenimiento de hemorragias
locales y/o sistémicas, responsables de afectar érganos
esenciales (pulmén, corazon, rifion), inducir choque, poten-
ciar el edema y la necrosis de los tejidos, aspectos clinicos
relacionados a los sintomas clasicos del accidente bothrépi-
co severo [35].
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La menor neutralizaciéon de los efectos edematizante y
hemolitico indirecto, sugiere un menor titulo de anticuerpos
contra los constituyentes del veneno responsables por estos
efectos y refleja una situacion contraria a lo esperado, ya que
las enzimas principalmente implicadas las fosfolipasas A,
(PLAy), tienen una masa molecular estimada entre 14-18 KDa
por lo que deberian inducir una efectiva respuesta antigénica
en los caballos [38, 42]. Sin embargo esta menor neutraliza-
cion coincide con lo reportado en estudios previos, los cuales
refieren que antigenos en venenos bothropicos (B. alternatus,
B. atrox, B. cotiara, B. erythromelas, B. jararaca, B. jarara-
cussu, B moojeni, B neuwiedi 'y B. pradoi) con una masa entre
14-18 KDa presentan escasa reactividad cruzada [25], asi
como con estudios protedmicos recientes en los que tras eva-
luar la neutralizacion de venenos de especimenes de B. atrox
de Colombia, Brasil, Peru, Ecuador y Venezuela con antivene-
nos comerciales de Brasil, Costa Rica y Venezuela se refirié
que estas enzimas son escasamente reconocidas por los anti-
venenos, sugiriendo un elevado polimorfismo para este grupo
enzimatico [6, 28]. Aunque en el caso particular de la neutrali-
zacion parcial de la actividad edematizante, no se deberia des-
cartar la presencia de toxinas edematizantes con una masa
molecular tan baja que no promuevan una efectiva respuesta
inmune en los caballos [21], como se ha evidenciado en el ve-
neno de C. durissus durissus, en el cual se han identificado
constituyentes menores de 6 KDa capaces de inducir edema
[2]. Adicionalmente la limitada neutralizacion de esta actividad,
motiva a proponer la necesidad de caracterizar farmacologica
e inmunoldgicamente el edema mediado por el veneno evalua-
do, de manera de mejorar la terapia antiofidica existente o pro-
poner agentes que permitan complementar la accion del anti-
veneno, lo cual es clinicamente relevante cuando se conside-
ran los intervalos de tiempo para la administraciéon del antive-
neno en casos reales de envenenamiento y los efectos fisiopa-
tolégicos derivados, como el incremento del riesgo de desarro-
llo de necrosis local [10, 12, 13].

En el caso de la menor neutralizacién de la actividad
hemolitica indirecta, este resultado podria considerarse de
menor relevancia clinica, principalmente por la baja incidencia
de este efecto in vivo el cual de acuerdo a algunos estudios
epidemioloégicos es de tan so6lo un 1% [17]. Adicionalmente es
necesario resaltar, que aunque las PLA; son consideradas uno
de los constituyentes méas toxicos de los venenos y se
relacionen con el desarrollo de necrosis, edema, alteraciones
en la coagulacion, entre otros efectos [15, 17, 19, 27] estudios
previos sugieren que varias de estas actividades son dirigidas
por dominios diferentes de estas enzimas [15, 19, 27], por lo
que los resultados obtenidos en la neutralizacion de esta
actividad no deben ser extrapolados a la neutralizacién de
otras efectos mediados por estas enzimas, como la
neutralizaciéon de la actividad necrosante la cual no pudo ser
evaluada en este estudio.
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CONCLUSIONES

El veneno de Bothrops atrox (Pto. Ayacucho, Edo.
Amazonas) indujo un perfil toxinologico similar al de sus ho-
mologos suramericanos, con algunas variaciones cuantitati-
vas posiblemente dependientes de la variabilidad intra-espe-
cie. El antiveneno polivalente venezolano contiene un titulo
de anticuerpos tedéricamente adecuado para ser empleado
en la neutralizacion de las actividades inducidas por este ve-
neno, aunque la evidencia de una menor neutralizacién de la
actividad edematizante hace necesario caracterizar bioqui-
mica, fisiopatolégica e inmunolégicamente los factores res-
ponsables, para mejorar la terapia antiofidica existente y pro-
poner agentes terapéuticos que permitan complementar la
accion del antiveneno.
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