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RESUMEN

En este trabajo se revisan y discuten una serie
de aspectos relativos a la produccion,
estabilidad y capacidad neutralizante del suero
antiofidico polivalente producido por el Instituto
Clodomiro Picado. Este suero hiperinmune, en
su forma liquida, es estable por 3 afios en
refrigeracion, en tanto que la forma liofilizada es
estable por 5 afios, sin requerir refrigeracion.
Los diferentes lotes de suero son uniformes en
lo que respecta a su capacidad neutralizante
contra las actividades toxicas de los venenos.

La capacidad neutralizante de este suero ha
sido investigada mediante dos tipos de
experimentos: (a) Aquellos en los que el suero
se incuba con el veneno previo a su inoculacion
en animales de experimentacion; y (b) aquellos
en los que el suero se administra por la via
intravenosa a diferentes intervalos de
tiempo después de la inoculacion del
veneno. Los  resultados obtenidos sefialan
que el suero es eficiente en la neutralizacion

de los  efectos toxicos vy enzimaticos
inducidos  por las serpientes costarricenses
de la familia Viperidae, cuando suero
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y veneno se incuban previo a su inocuacion.
Esta neutralizacion también se ha demostrado
contra venenos de serpientes de otros paises de
Centro y Sudamérica. Por otra parte, cuando e!
suero se administra después de inoculado el
veneno, los efectos locales (mionecrosis,
hemorragia local y edema) son neutralizados
s6lo parcialmente, en tanto que los efectos letal
y desfibrinante se neutralizan con mayor
eficacia. Estas observaciones se explican por el
hecho de que los efectos Ilocales se
desencadenan con una rapidez tal que, cuando
se administra el suero, ya se ha iniciado el
desarrollo de estas alteraciones locales. Se con-
cluye que el suero polivalente contiene
anticuerpos eficaces en la neutralizecion de las
actividades toxicas y enziméticas de estos
venenos; sin embargo, la neutralizacion de los
efectos locales, en la practica, se hace dificil,
siendo necesaria una rapida administracion de
un volumen suficiente de suero antiofidico. [Rev.
Cost. Cienc. Méd. 1988; 9(2): 155-169].
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INTRODUCCION

Los sueros antiofidicos o antivenenos han
constituido el recurso terapéutico fundamental
para el tratamiento de los envenenamientos por
mordeduras de serpiente, desde que Calmette
produjo el primer «serum antivenimeux” a fines
del siglo pasado (47). En el continente
americano, el renombrado cientifico brasilefio
Osvaldo Vital Brazil fue quien produjo los
primeros antivenenos en 1901(47), trabajando
en el Instituto Butantan.

En Costa Rica, en la década de los 1920, el Dr.
Clodomiro Picado Twight se preocup6 por
estudiar, de una forma integral, el problema del
ofidismo, logrando establecer un banco de
sueros adquiridos del Instituto Butantan (41). Sin
embargo, no fue sino hasta 1967 que se logré
producir el primer lote de suero antiofidico en
Costa Rica, gracias a un esfuerzo conjunto entre
la Universidad de Costa Rica, el Ministerio de
Salud y la Mision Militar Norteamericana (2).
Posteriormente, en 1970, se fundd el Instituto
Clodomiro Picado, adscrito a la Universidad de
Costa Rica. Desde entonces, el suero antiofidico
polivalente ha sido el principal recurso en el
tratamiento del accidente ofidico en Costa Rica
y se ha iniciado en afios recientes su
distribuciéon a otros paises del area. Dada la
importancia de este producto en el tratamiento
del accidente ofidico en Centroamérica, hemos
preparado esta revisién sobre los aspectos de
produccién, control de calidad y estabilidad del
mismo, asi como sobre los resultados de una
serie de investigaciones dirigidas al estudio de
la capacidad neutralizante del suero.
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PRODUCCION DEL SUERO
ANTIOFIDICO POLIVALENTE

El suero polivalente se produce mediante la
inmunizacion activa de caballos adultos sanos
con una mezcla de partes iguales de los
venenos de Bothrops asper (terciopelo),
Crotalus durissus durissus (cascabel) y Lachesis
muta stenophrys (cascabela muda o matabuey).
El esquema de inmunizacién para caballos que
no han sido inoculados con veneno se basa en
inocuaciones subcutdneas de estos venenos,
en cantidades crecientes, mezclados con
coadyuvantes de Freund o alginato de sodio,
con intervalos de 10 dias entre las dosis,
durante cuatro meses (2, 4, 7). En los primeros
afos, el esquema de inmunizacién se llevaba
hasta dosis de 600 mg de veneno, lo que traia
como consecuencia un deterioro evidente en la
condicion general de los caballos. Sin embargo,
las investigaciones recientes han demostrado
que es posible lograr el desarrollo de una
respuesta inmune adecuada utlizando dosis
menores. En el caso de caballos que ya han
sido inmunizados y sangrados previamente, una
sola dosis de refuerzo de 30 6 50 mg es
suficiente para inducir una nueva respuesta
inmune. Recientemente, Estrada et al (7) estw
diaron el desarrollo de la respuesta inmune en
caballos utilizados en la produccion del suero
polivalente. Estos autores llegaron a las
siguientes conclusiones: (A) Existe una gran
variabilidad  individual en el desarrollo de
esta respuesta inmune, por lo que es funda-
mental llevar un seguimiento  individual
de los caballos; lo anterior ha permitido
seleccionar un grupo de caballos con



buena respuesta de anticuerpos contra los
venenos. (B) La respuesta inmune llega a su
punto mas alto entre 100 y 130 dias después de
iniciada la inmunizacion, descendiendo luego.
Esto implica que se debe seguir detenidamente
el desarrollo del titulo de anticuerpos
neutralizantes para detectar su momento 6ptimo
y efectuar la sangria.

Una vez que se demuestra que un grupo de
caballos ha desarrollado un titulo satisfactorio
de anticuerpos neutralizantes, se efectia la
sangria de produccion. Este titulo minimo
aceptable es de 3 mg de veneno de Bothrops
asper neutralizados por 1 ml de suero. El
fraccionamiento posterior del plasma equino se
lleva a cabo mediante precipitacion de las
inmunoglobulinas por adicién de sulfato de amo-
nio.

Este procedimiento, es similar al que se utiliza
en otros centros (28,45). Sin embargo, en
algunos de estos laboratorios se utiliza, ademas,
la digestion con pepsina (28), con el fin de
obtener el fragmento F(ab’), en lugar de la in-
munoglobulina completa. Con el uso del
fragmento F(ab’), se disminuyen los problemas
de hipersensibilidad inmediata:

El suero antiofidico producido en el Instituto
Clodomiro Picado contiene, ademas de las
inmunoglobulinas, pequefias cantidades de
otras proteinas séricas, tales como alblimina,
alfaglobulinas y beta-globulinas (20). Una vez
producido el suero, se efectla un control de
calidad siguiendo estipulaciones internacionales

4).

UNIFORMIDAD Y ESTABILIDAD
DEL SUERO POLIVALENTE

La concentracion del suero antiofidico se
modifica, antes del envasado final,

de tal manera que tenga una capacidad
neutralizante, o Dosis Efectiva 50%, de 3 mg de
veneno de Bothrops asper neutralizados por
cada ml de suero; lo anterior se hace para que
los diferentes lotes tengan una potencia
neutralizante similar, y asi uniformar los
protocolos de tratamiento. Dado que esta
uniformidad se basa Unicamente en la
neutralizacion del efecto letal, y dado que los
venenos de serpiente producen otros efectos
farmacologicos relevantes, se estudid en cinco
lotes diferentes de suero polivalente cuan
uniformes son en cuanto a la neutralizacion de
los efectos hemorragico, proteolitico vy
desfibrinante. Los resultados obtenidos permiten
concluir que el ambito de variacion en la
capacidad neutralizante de varios lotes es
pequefio y que el suero es un producto bastante
uniforme en su potencial terapéutico (Elizondo,
J., Trabajo de Graduacion, Facultad de Mk
crobiologia, Universidad de Costa Rica, San
José, Costa Rica. 1987; S. Quirés y J.M.
Gutiérrez, comunicacion personal).

Por otra parte, ya desde los afios 60 se
establecio que el suero polivalente liquido tiene
un plazo de vencimiento de 3 afios, en tanto que
el suero liofilizado tiene un plazo de 5 afios (5).
En lo referente al suero liquido, Gené et al. (10)
corroboraron el plazo de 3 afios, demostrando
incluso que la capacidad neutralizante del suero
se prolonga durante varios meses posteriores a
la fecha de vencimiento, siempre y cuando el
producto se almacene a 4° C.

Mas recientemente, Rojas et al. (43) estudiaron
la estabilidad de este suero a diferentes
temperaturas (4° C, 23° C, 30° C y 37° C)
durante un afio, encontrando que aun a 37° C el
suero no pierde capacidad neutralizante al cabo
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de un afilo de almacenamiento. No obstante,
estos autores observaron la aparicion de
turbidez en los sueros almacenados a
temperaturas de 23° C, 30° C y 37° C. Esta
turbidez se debi6 a la formacién de agregados
de proteinas, tanto de IgG como de otras protei-
nas séricas. En conclusién, es recomendable
mantener el suero liquido a temperaturas de
refrigeracion.

CAPACIDAD NEUTRALIZANTE
DEL SUERO

Se han efectuado una serie de estudios de
caracter experimental tendientes a conocer la
capacidad del suero polivalente para neutralizar
varios efectos y actividades farmacoldgicas de
los venenos. Inicialmente se demostré que este
suero era eficaz en la neutralizacion del efecto
letal inducido por los venenos de serpientes
costarricenses de la familia Viperidae (2,4).

Sin embargo, estos venenos inducen una serie
compleja de efectos fisiopatoldgicos, entre los
que destacan un severo cuadro de alteraciones
locales (mionecrosis, hemorragia y edema), los
cuales se desencadenan pocos minutos
después de la mordedura (3, 5, 15, 37).
Posteriormente, aparecen los efectos
sistémicos, entre los que destacan la
hemorragia, la  desfibrinacion y  otras
alteraciones de la coagulacion, el choque
cardiovascular y la insuficiencia renal (5, 34, 37).
Estos efectos son causados por diversos tipos
de toxinas, que tienen propiedades quimicas y
farmacologicas muy disimiles (26, 46). La
complejidad de este cuadro hace que sea
insuficiente evaluar la capacidad neutralizante
de un suero Unicamente con base en la
neutralizacion del efecto letal. La Organizacion
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Mundial de la Salud recomienda un enfoque
mas integral en el estudio de los sueros y su
capacidad neutralizante (48).

En el Instituto Clodomiro Picado se ha estudiado
la capacidad neutralizante de los sueros
mediante el uso de una metodologia que incluye
dos tipos de experimentos (Fig. 1) En el primer
tipo, el suero se incuba con el veneno durante
30 minutos a ¥°c, antes de inocular la mezcla
en animales de experimentacion. El objetivo es
determinar cuantitativamente la presencia de
anticuerpos neutralizantes en el suero, sin tomar
en cuenta la farmacocinética del veneno y del
suero. En el segundo tipo, se trata de reproducir
el desarrollo natural de un envenenamiento, es
decir, se inocula el veneno y, a diferentes
intervalos de tiempo, se administra el suero. En
este tipo de procedimiento si se toma en cuenta
la farmacocinética del veneno y del suero, asi
como la rapidez con que se desencadenan los
efectos inducidos por el veneno.

NEUTRALIZACION DE LOS
EFECTOS SISTEMICOS

Neutralizacion  del efecto letal: Tra-
dicionalmente, esta neutralizacion se ha
estudiado mediante experimentos con
preincubacién de suero y veneno. Bolafios (2) y
Bolafios y Cerdas (4) demostraron claramente
que, en estas circunstancias, el suero
polivalente es eficaz en la neutralizacion de los
venenos de las doce especies costarricenses de
la familia Viperidae.

Los estudios mas recientes han permitido
concluir que este suero es también eficaz en la
neutralizacion del efecto letal de los venenos de
B. asper y B. nummifer de Honduras (42), de
Agkistrodon bilineatus y Crotalus durissus



de Guatemala (42), asi como de B. atrox y B
pictus del Pert (A. Zavaleta, Instituto Nacional
de Salud, Lima, Perd, comunicacién personal) y
de B. atrox de Colombia (E. Rojas, Instituto
Clodomiro Picado, San José, Costa Rica
comunicaciéon personal). Por otra parte, cuando
los estudios de neutralizacion se efectian
mediante inoculacién independiente de veneno
y suero se observa, en el caso del veneno de
Lachesis muta melanocephala, que adn
administrando el suero con un retraso de varias
horas, se logra una adecuada neutralizacién de
la letalidad (21). Nuestras observaciones indican
que la situacion es similar con otros venenos de
la familia Viperidae.

Alteraciones en la coagulacion: Los venenos
de serpientes de la familia Viperidae afectan d
mecanismo de la coagulacion sanguinea de
varias maneras (3, 11). La mayoria de estos ve-
nenos contienen enzimas tipo trombina,
capaces de convertir el fibrindgeno en fibrina (3,
46). Ademas, algunos venenos contienen
enzimas que activan el Factor X (24). En el
organismo, estos venenos inducen un sindrome
de desfibrinacion, con disminucién de los niveles
de fibrindégeno, aparicion de los productos de
degradacion de la fibrina y prolongacion de los
tiempos de coagulacion y de protrombina (1). La
determinacion del tiempo de protrombina se ha
venido utilizando como un indice para seguir el
curso del envenenamiento (40).
Experimentalmente, todos los venenos de
serpientes costarricenses de la familia Viperidae
inducen desfibrinacién, con las excepciones de
los venenos de Bothrops lateralis (lora), B.
picadoi (mano de piedra), B. nasuta (tamagd) y
B. ophryomegas (toboba chinga) (11).

El suero antiofidico polivalente es efi-

caz para neutralizar los efectos coagulante,
fibrinolitico, fibrinogenolitico y desfibrinante de
los venenos de estas serpientes costarricenses
(11). Por otra parte, y en contraste con las ob-
servaciones de la neutralizacion de efectos
locales, el suero polivalente es eficiente en la
neutralizacion de la actvidad desfibrinante del
veneno de B. asper, aun cuando se administre
después del envenenamiento (6). Estos
hallazgos  concuerdan con  observaciones
clinicas efectuadas en varios hospitales de
Costa Rica, en el sentido de que las
alteraciones en el tiempo de protrombina se
corrigen  luego de administrado el suero
antiofidico (3). El Cuadro 1 resume los hallazgos
relativos a la capacidad neutralizante del suero
polivalente contra los efectos del veneno de
Bothrops asper.

EL PROBLEMA DE LA
NEUTRALIZACION DE LOS
EFECTOS LOCALES
(HEMORRAGIA, EDEMA

Y MIONECROSIS)

Hemorragia: Uno de los efectos que aparecen
con mayor rapidez luego de inocular venenos de
serpientes de la familia Viperidae es la
hemorragia local (15, 37). Este fendémeno se
origina en la alteracién drastica de la micro-
vasculatura, especialmente capilares y vénulas,
por la accién directa de ciertos componentes de
los venenos (37, 38). Estas «hemorraginas» son
proteinas de un peso molecular relativamente
alto, muchas de las cuales tienen actividad
colagenasa (46).

El efecto hemorragico de los venenos se
cuantifica en el laboratorio mediante la técnica
de Kondo et al. (27), basada en la inoculacion
intradérmica del veneno y la subsecuente
medicion del area hemorragica en la piel. Por
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otra parte, Ownby et al. (39) desarrollaron un
método que cuantifica la hemoglobina presente
en el tejido, asumiéndose que el efecto
hemorragico va a resultar en un aumento en la
cantidad de hemoglobina presente en el tejido.
Los estudios de Gutiérrez et al. (14, 18, 21) han
demostrado que el suero polivalente es eficaz
para neutralizar este efecto en experimentos
con preincubacion de suero y veneno, incluso
cuando el antiveneno se incuba con venenos
que no son utilizados en la mezcla antigénica
para producir el suero polivalente. Este
fendbmeno también ha sido observado con otros
venenos y antivenenos en otras partes del
mundo (33, 35, 39, 44). Estos resultados
sefalan claramente que las toxinas
hemorragicas son muy antigénicas, capaces de
inducir una respuesta elevada de anticuerpos
neutralizantes en los caballos y que las
hemorraginas de venenos de diferentes
especies presentan epitopos comunes.

Sin  embargo, cuando los experimentos se
efectian con inoculacion independiente de
suero y veneno, los resultados son diferentes.
En estos experimentos, se observé una neutrali-
zacion solo parcial del efecto hemorragico local
cuando el suero se administr6 en los primeros
minutos posteriores al envenenamiento, en tanto
que casi no hubo neutralizacién cuando la sero-
terapia se atrasoé (14, 18).

La explicacién de este fendmeno se basa en la
rapidez con la que se desencadena la
hemorragia local una vez que el veneno se ha
inoculado intramuscularmente (13, 17, 37). En
cuestion de minutos se observa extravasacion,
lo que obviamente dificulta la neutralizacion de
este efecto por los anticuerpos del suero, los
cuales probablemente llegan al tejido afectado
cuando el veneno ha ejercido su efecto
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vasculotoxico (14, 18). Ademas, es factible que
las alteraciones drasticas que produce el
veneno en los vasos sanguineos dificulten el
acceso y distribucion de los anticuerpos al area
afectada. La explicacion de esta situacion
aparentemente paraddjica es clara: el suero
tiene anticuerpos neutralizantes contra las
toxinas hemorragicas, pero la accion de éstas
es tan rapida que se dificulta mucho la neu-
tralizacién en circunstancias en donde el veneno
y el suero se administran por separado.

La necrosis muscular Los venenos de
serpientes de la familia Viperidae originan
alteraciones muy drasticas en el tejido muscular
(25). Estos venenos poseen «miotoxinas», es
decir, proteinas que afectan directamente las
células musculares. La mayoria de estas toxinas
actlan directamente sobre la membrana
plasmatica de los miocitos (12). En el caso de
los venenos de las serpientes costarricenses
Bothrops asper y B. nummifer, se ha aislado va-
rias miotoximas, las cuales inducen un cuadro
patolégico similar (16, 17, 19, 22). Por otra
parte, los venenos que inducen un efecto
hemorragico afectan también al tejido muscular
al inducir isquemia, resultante de la disminucion
en la perfusion sanguinea que sobreviene como
consecuencia de la destruccion de Ila
microvasculatura (17, 37).

Tradicionalmente, el efecto miotdxico de los
venenos se ha evaluado mediante histologia
(25). En afos recientes, se ha introducido la
determinacion de los niveles séricos de la
enzima creatina kinasa como un indice
cuantitativo de la necrosis muscular
inducida por venenos (8, 13). Dada la es-
pecificidad que presenta esta enzima
para detectar alteraciones en tejido



muscular, ha sido de suma utilidad para el
estudio del efecto miotdxico inducido por
venenos y de la capacidad neutralizante de los
sueros antiofidicos (14, 21).

En experimentos con preincubacion, el suero
polivalente es eficaz en la neutralizacion del
efecto miotéxico inducido por los venenos de
Bothrops asper y Lachesis muta (14, 21), no ha
sido investigada su capacidad neutralizante
contra otros venenos. En el caso del veneno de
B. asper, especie que produce accidentes
caracterizados por una mionecrosis evidente
con lesiones permanentes, se ha demostrado
que el efecto miotoxico se debe a un grupo de
cuatro miotoxinas con pesos moleculares de
alrededor de 14.000 daltons y composicion de
aminoacidos muy similar (16, 30, 31). Lomonte
et al (32) lograron  aislar, mediante
cromatografia de inmunoafinidad, anticuerpos
antimiotoxina del suero polivalente, que
neutralizan el efecto miotoxico del veneno de B.
asper cuando se preincuban con este veneno
antes de inocularse. Los resultados
experimentales obtenidos indican, por lo tanto,
que el suero polivante contiene anticuerpos
eficaces en la neutralizacion del efecto
miotoxico del veneno de terciopelo.

Sin embargo, cuando se efectan experimentos
con inoculacién independiente de veneno y
suero, la neutralizacion de la miotoxicidad es
solo parcial (6, 14). Esto indica que, al igual que
en el caso de la hemorragia, las miotoxinas
tienen una accion tan rapida y drastica que
dificulta muchisimo el éxito del tratamiento, si el
antiveneno no se admistra rapidamente.
Recientemente, Lomonte y Kahan (30)
produjeron siete anticuerpos monoclonales
contra las miotoxinas  del veneno de
B. asper, algunos de los cuales de-

mostraron tener capacidad neutralizante. Ello
plantea la posibilidad de utilizar la tecnologia de
hibridomas en el desarrollo de recursos
terapéuticos inmunolégicos mas eficaces para
neutralizar actividades téxicas de los ve nenos.

El efecto edematizante: Los venenos de
serpientes de la familia Viperidae inducen un
pronunciado edema local, pocos minutos
después de la inoculacion (13, 20). Este edema
es causado, por un lado, por toxinas que
afectan directamente la integridad de los vasos,
originando un aumento en la permeabilidad.
Pero ademas, los venenos inducen la liberacion
de varios autacoides, entre los que se destacan
la histamina, las prostaglandinas y la bradikinina
(23), aunque también el complemento podria
desempefiar un papel de importancia.
Experimentalmente, el edema se cuantifica
mediante el aumento de peso de la pata de un
raton inoculada con veneno, comparandose con
el peso de la otra pata, la cual se inyecta con
solucion salina (20, 49).

Gutiérrez et al. (20) efectuaron un estudio
detallado sobre la capacidad del suero
antiofidico polivalente para neutralizar el edema
inducido por los venenos de serpientes
costarricenses de la familia Viperidae. Los
experimentos clasicos de preincubacion de
suero y veneno no fueron de utilidad, ya que se
observo que las proteasas del veneno actuaban
sobre proteinas presentes en el suero
antiofidico, liberandose como consecuencia
péptidos capaces de inducir edema
(20). Se desarroll6 entonces un método alterno
gue consiste en inyectar el suero
por la via intravenosa y, cinco
minutos mas tarde, administrar el veneno
en la almohadilla plantar de los ratones,
cuantificandose el edema posteriormente
de la forma descrita (20). Mediante
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este procedimiento se demostrd que el suero es
eficaz en la neutralizacion de la actividad
edematigena de los venenos de Bothrops asper,
B. schlegelii, B, lateralis, B. nummifer,
Agkistrodon bilineatus y Lachesis muta (14, 20,
29), siendo ineficiente en la neutralizaciéon del
edema inducido por la cascabel
centroamericana Crotalus durissus durissus (20,
29, 42).

Se ha propuesto que los venenos cuya actividad
edematigena es mal neutralizada podrian
contener toxinas de bajo peso molecular,
incapaces de inducir formacion de anticuerpos
cuando los venenos son inoculados en caballos
(20, 42). Sin embargo, pese a que
efectivamente existen componentes de bajo
peso molecular capaces de inducir edema, la
mayor parte del edema inducido por venenos
costarricenses de la familia Viperidae es debido
a toxinas de un peso molecular relativamente
alto (20). Es importante profundizar en el estudio
de este fendmeno, para obtener una mejor com -
prension de las causas de esta deficiente
neutralizacion.

Cuando el estudio de la neutralizacion del
edema se ha efectuado mediante experimentos
en los que el suero se administra a diferentes
intervalos de tiempo posteriores al
envenenamiento, los resultados han sido
similares a los descritos para hemorragia y
mionecrosis: la neutralizacion del efecto es sélo
parcial, incluso cuando el suero se administra de
inmediato (14, 21). En sintesis, la neutralizacion
de los efectos locales (hemorragia, mionecrosis
y edema) inducidos por los venenos de
serpientes de la familia Viperidae plantea un
problema de dificil solucion. Los hallazgos
expuestos sefalan claramente que el suero
polivalente tiene anticuerpos que neutralizan
estos efectos, con la excepcién del

162

edema inducido por el veneno de cascabel. Ello
indica que la gran mayoria de las toxinas
hemorragicas, miotoxicas y edematizantes son
inmunogénicas y que los caballos inmunizados
desarrollan un buen titulo de anticuerpos contra
ellas. Sin embargo, estos efectos se desarrollan
con una rapidez tal, una vez inoculado el
veneno, que cuando la administracion del suero
se efectla a posteriori, como ocurre en
condiciones naturales, la neutralizacion de estos
efectos patolégicos es séOlo parcial. Esto se
debe, posiblemente, a que cuando los
anticuerpos neutralizantes llegan al tejido
afectado, ya se ha producido buena parte de la
destruccion tisular y de las alteraciones
vasculares. Como explicacion alternativa, podria
ser que la dréastica destruccién de la vasculatura
por el veneno dificulte el acceso de los anti
cuerpos a los sitios afectados. Esto indica que la
rapidez con la que se inicie la seroterapia es un
factor fundamental en la neutralizacion de los
efectos locales y en la disminucion de las posi-
bles secuelas de estos efectos. Por otra parte,
nuestros hallazgos experimentales han
confirmado algo que se habia observado en la
experiencia clinica: la administracion del suero
por la via intravenosa es mucho mas eficaz que
por la via intramuscular para la neutralizacion de
la mionecrosis, hemorragia y edema. Por ende,
no se justifica administrar el suero intramus-
cularmente, bajo condiciones de hospitalizacion.

NEUTRALIZACION DE LAS

ACTIVIDADES ENZIMATICAS
DE LOS VENENOS

En nuestros laboratorios, se ha estu
diado también la capacidad del suero
polivalente para neutralizar algunas



actividades enziméticas de los venenos de
serpientes de Costa Rica. Las observaciones
efectuadas indican que el suero contiene
anticuerpos que neutralizan los efectos
proteolitico (sobre diversos sustratos como
caseina, fibrinégeno y fibrina), hialuronidasa y
fosfolipasa A (9, 11, 18, 42).

En el caso de la neutralizacion de la actividad
fosfolipasa A2, Moreno et al. (36) demostraron
que el suero es mas eficaz contra ciertas
isoenzimas que contra otras. Aunque la
neutralizacion de la actividades enzimaticas no
necesariamente se relaciona con actividades
fisiopatoldgicas, su estudio permite una mejor
comprension de la capacidad neutralizante de
los sueros. Por otra parte, se ha propuesto que
la actividad hialuronidasa de los venenos juega
in vivo el papel de facta de difusién degradando
glicosaminoglicanes del tejido conectivo Yy
facilitando la difusion del veneno (46). Por ello,
el estudio de su neutralizacion es importante.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Desde su desarrollo, a fines del siglo pasado, la
administracion de sueros hiperinmunes ha
demostrado ser el instrumento terapéutico mas
seguro para el tratamiento de los envenena-
mientos ofidicos. Los estudios inmunolégicos
descritos en esta revision demuestran que el
suero polivalente producido en Costa Rica
posee una capacidad neutralizante adecuada
contra una serie de actividades toxicas y
enzimaticas de los venenos de serpientes
centroamericanas de la familia Viperidae.

Actualmente, en el Instituto Clodomiro
Picado se estd trabajando en varios
proyectos de investigacion cuya finali-
dad es mejorar aln mas la calidad de

este suero mediante la introduccion de
procedimientos alternos, que hagan mas eficaz
la purificacién de las inmunoglobulinas equinas.
Simultaneamente, se continlia estudiando la ca
pacidad neutralizante del suero sobre otros
venenos, asi como sobre toxinas purificadas. De
esta manera, el desarrollo de investigacion
tecnoldgica, unida a los estudios bésicos sobre
caracterizacion y mecanismo de acciéon de
toxinas y a la experiencia clinica que se
desarrolla en los hospitales, permitirdn una
mejor comprension del accidente ofidico y
abriran nuevas posibilidades para mejorar el
tratamiento de los  envenamientos  por
mordedura de serpiente.
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ABSTRACT

This review focuses on the production, stability
and neutralizing capacity of the polyvalent
antivenom produced at the Instituto Clodomiro
Picado, in Costa Rica. Antibodies are purified,
by ammonium sulfate fractionation, from plasma
obtained from horses immunized with a mixture
of the venoms of Bothrops asper (terciopelo),
Crotalus  durissus durissus (cascabel)
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EXPERIMENTOS CON PREINCUBACION DE SUERO Y VENENO

Suero y veneno se incuban a 37° C durante 30 Las mezclas de suero y veneno se inoculan en
min previo a la inoculacién. animales experimentdes.

EXPERIMENTOS CON INOCULACION INDEPENDIENTE DE SUERO Y VENENO

Animales experimentales son inoculados con A diferentes intervalos de tiempo posteriores al
una dosis de reto de veneno. envenenamiento, se inocula suero polivalente
por la via intravenosa.

FIG. 1: Esquema que resume los dos tipos de experimentos utilizados en el estudio de la capacidad neutralizante del suero
antiofidico polivalente.
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CUADRO 1. Capacidad neutralizante del suero antiofidico polivalente hacia
diferentes actividades téxicas y enzimaticas del veneno de
Bothrops asper (terciopelo), en experimentos con preincuba-

cion de suero y veneno.

Actividad Capacidad neutralizante Referencia
(Dosis efectiva 50%) *

Hialuronidasa 2 pl suero/mg veneno 10
Proteolitica 90 pl suero/mgveneno 18
Hemorragica 135 pl suero/mg veneno 18
Fibrinolitica 278 pl suero/mgveneno 11
Coagulante 293 pl suero/mgveneno 11
Hemolitica

indirecta en tubo 332 pl suero/mg veneno 10
Letal 333 pl suero/mg veneno 14
Edematigena 460 pl suero/mgveneno 14
Desfibrinante 600 pl suero/mg veneno 11
Miotéxica 900 p.l suero/mgveneno 14

* ia capacidad neutralizante se expresa como Dosis Efectiva 50%, definida como la raz6n ul de suero

por mg de veneno en la que la actividad del venenc es neutralizada en un 50%.
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and Lachesis muta (cascabela muda).
Antivenom comes in two presentations: liquid,
with a shelf life of 3 years in refrigeration, and
lyophilized, with a shelf life of 5 years, not
requiring refrigeration. Different batches of
antivenom are uniform in terms of their neutraliz-
ing capacity.

Two types of experiments have been performed
in order to study the ability of polyvalent
antivenom to neutralize toxic and enzymatic
effects induced by snake venoms: (a) Those in
which venom and antivenom are incubated prior
to injection in experimental animals; and (b)
those in which antivenom is administered
intravenously at different time intervals after
venom injection. Experimental findings clearly
indicate that the antivenom is efficient in
neutralizing toxic and enzymatic effects induced
by Costa Rican viperid venoms when
«preincubation type» of experiments are
performed. This has been also observed with
venoms from other Central and South American
snakes. On the other hand, when venom and
antivenom are injected independently, results
vary depending on the toxic effect being tested.
In the case of local effects (myonecrosis,
hemorrhage and edema) neutralization is only
partial, whereas in the case of lethal and
defibrinanting effects neutralization is more
efficient. This discrepancy is due to the fact that
local effects develop rapidly after envenomation,
thereby making neutralization by antivenom
more difficult. It is conciudad that polyvalent
antivenom contains antibodies effective in the
neutralization of toxic and enzymatic activities
induced by Central American viperid venoms.
However due to the rapid onset of local effects,
neutralization of local tissue damage is difficult,
requering an early administration of antivenom.
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