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SECTOR SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

No. [ 24-97-J-»y/ 1S
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Lima, 31 de Ocludpre de 199 F

CONSIDERANDC:

Que, el Instituto Nacional de Salud, a través del personal del Laboratorio Afiliado
del INS del Centro Nacional de Laboratorios en Salud Piblica, y del Centro Nacional
de Control de Calidad, en colaboracion con personal docente de los Departamentos
Académicos de Ciencias Fisiolgicas y Biologia de la Universidad Peruana "Cayetano
Heredia", han formulado en el marco del convenio de cooperacién vigente entre ambas
instituciones, el documento "Estudio Farmacolégico del Veneno de Lachesis muta muta
Shushupe";

Que, en tal virtud resulta necesario aprobar y difundir dicho documento, para su
conocimiento por la comunidad técnico-cientifica;

De conformidad con lo dispuesto en el Reglamento de Organizacién y Funciones
del INS, aprobado por R.M. N 178-95-SA/DM; y,

Estando a lo acordado;

Artfculo 1°%- Aprobar, la publicacion del documento titulado: Estudio
Farmacolégico del Veneno de Lachesis muta muta "Shushupe", perteneciente a la Serie
de Documentos del Instituto Nacional de Salud.

-

Articulo 2°.- Disponer la impresién y distribucién del documento a que se refiere
el numeral anterior.

Registrese y comuniquese,
\

DR. CARLOS CARRILLO PARODI
JEFE

INSTIIUIO NAGIun~. UE SALUD




PRESENTACION

La presente publicacion cubre una necesidad que viene de antiguo y es la referente al problema
del diagndstico y tratamiento de los accidentes causados por la mordedura de serpientes
ponzofiosas. Para ello resulta indispensable conocer las caracteristicas de los venenos, su
toxicidad, sus componentes bioquimicos, sus propiedades antigénicas y la manera de preparar,
dosificar y conservar los anticuerpos. La mayoria de los manuales se ocupan de los ofidios
prevalentes en otros paises y nunca podemos tener la seguridad que lo que ocurre con una
serpiente de Norteameérica sea aplicable directamente a lo que ocurre por ejemplo, en la Selva
Alta del Perd, aunque se trate de la misma especie taxonomica.

Aunque se trata de las caracteristicas particulares del veneno de la Lachesis muta los estudios
aqui reportados constituyen un modelo de lo que se puede y debe hacer con los venenos de
otros animales con el objeto de contar con los datos basicos que permitan un mejor afronte
diagnostico y terapéutico.

Los estudios experimentales se han efectuado principalmente en el Laboratorio de
Farmacologia, Departamento de Ciencias Fisiologicas de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia, Afiliado al Instituto Nacional de Salud del Ministerio de Salud del Perd, en una
muestra mas del exitoso Convenio entre elINS y la UPCH, el que viene ejecutandose desde ha-
ce 13 afios con dptimos resultados, tanto en los aspectos técnicos y académicos, como en el
modelo de lo que debe ser la cooperacion entre la Universidad yel Estado para afrontar los
problemas nacionales.

Para la terapéutica adecuada es imprescindible el conocimiento de los antivenenos disponibles
en el pais, sus propiedades, dosificacién, indicaciones y contraindicaciones. En la segunda
parte de este libro, se incluye la informacion béasica sobre los sueros antiofidicos producidos
por el Instituto Nacional de Salud.

Esperamos que a esta publicacion sigan las que se refieren a los estudios sobre otros animales
ponzofiosos, otras serpientes como las Bothrops o las Micrurus, arafias como la Loxosceles y
los tan temidos escorpiones. Hay estudios suficientes y esperamos que el presente esfuerzo sea
solo el primer avance de una serie tan necesaria en nuestro pais.

Dr. Ramiro Castro de la Mata



CAPITULO 1

ESTUDIO FARMACOLOGICO

DEL VENENO DE

Lachesis muta muta "Shushupeff”
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INTRODUCCION

Los accidentes producidos por mordeduras de ofidios en el hombre, han ocurrido en todas las
etapas histéricas del mundo y actualmente constituyen un problema médico de considerable
magnitud, reportdndose anualmente de 30 000 a 40 000 muertes ocasionadas por mordeduras
de serpientes venenosas en el mundo (1,13, 14, 54, 95, 107, 116, 118).

Frente a este panorama la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Oficina Sanitaria
Panamericana (OPS) han impulsado el estudio de los venenos ofidicos de las especies cuya
mordedura ocasiona accidentes mas frecuentemente en los diferentes paises (118). Una
propuesta para la formacién de equipos multidisciplinarios multinacionales han sido reciente-
mente planteada a nivel de latinoamérica.

Las alternativas de solucién al problema del ofidismo a nivel mundial, recaen en la actualidad
de 4 pilares fundamentales (118):

a) Mejoramiento de los esquemas de tratamiento mediante la adecuada estandarizacion de los
antivenenos, Unico tratamiento de eficacia comprobada.

b) Produccion de antivenenos de mayor potencia y especificidad, en condiciones
comercialmente rentables para los paises del tercer mundo.

c) Bulsgueda de técnicas que permitan el diagnéstico temprano del agente agresor, que
conlleven a un tratamiento especifico, asi como de técnicas para la realizacion de estudios
poblacionales en condiciones de campo que permitan un conocimiento claro y preciso de la
magnitud del problema.

d) Busqueda de nuevas alternativas como la inmunizacion activa oral (80)
utilizables en la prevencion activa del ofidismo y sus secuelas.

El Perl es el segundo Pais en cuanto al nimero de especies reportadas de fauna ofidica
venenosa en Sudamérica, después de Brasil, contando con mas de 60 especies de serpientes
venenosas distribuidas en los géneros Bothrops, Lachesis, Crota/us, Micrurus, Leptomicrurus y
Pe/amis, correspondientes a 3 familias: Viperidae, Elapidae e Hydrophydae respectivamente
(20, 50, 51, 73, 74, 75).

El envenenamiento por mordeduras de serpientes de la subfamilia Crotalidae, se caracteriza por
la presentacion de lesiones cuténeas y sistémicas que puedan ocasionar la muerte del humano
envenenado en pocos minutos u horas (5, 2, 74, 87). Las manifestaciones sistémicas incluyen
hipotension y shock; trastornos de la coagulacion sanguinea y las células heméticas. En el
envenenamiento por Crota/us durissus terrificus "Cascabel”, se afiaden transtornos
neuroldgicos (74, 75, 87). Los efectos locales incluyen edema local (42, 61) Y hemorragia
debida a exudacion de plasma o sangre total a nivel de los capilares, presuntamente provocada
por una accion citotdxica a nivel del endotelio vascular (4, 14, 22). La necrosis es la mani-
festacion local mas seria, pudiendo ocasionar lesiones tréficas prolongadas y/o incapacitacion
motora permanente secundaria a amputacioén de miembros (30, 73).

Las principales actividades bioldgicas de los venenos ofidicos han sido caracterizadas segun el
organo y/o sistema de la economia que es afectado durante el curso de envenenamiento. Asi
tenemos la presencia de neurotoxinas, cardiotoxinas, nefrotoxinas, hemolisinas, necrotoxinas,
toxinas coagulantes (88) y/o anticoagulantes, hemorraginas, y otras (14, 33, 40, 59, 90, 92, 95,
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107) considerandose el envenenamiento como la resultante de la interaccion de las diferentes
actividades bioldgicas.

Varios factores presentes en el veneno de serpientes han sido acusados de ser responsables de
sus acciones tdxicas: proteinas con actividad enzimatica (kalikreina, enzirpa similar a
trombina, fosfolipasa) y polipéptidos de bajo peso molecular (neurotoxinas, cardiotoxinas, etc).
Los eutacoides histamina y serotonina y diferentes péptidos han sido acusados de ser res-
ponsables de la actividad inflamatoria, acciones vasomotoras y la produccién de dolor durante
el envenenamiento (59, 69, 95, 107).

Mudltiples son las enzimas que han sido detectadas en los venenos de serpiente. De ellas se
consideran las mas importantes a las enzimas proteoliticas, lipoliticas e hidroliticas de los
acidos nucléicos ( 7, 14, 17, 26, 40, 47, 48, 55, 56, 59, 72, 76, 91, 93, 107). La actividad
proteolitica ha sido relacionada por numerosos autores, con los fendmenos de necrosis, incre-
mento de permeabilidad capilar, accion inflamatoria y alteracion de la dinamica cardiovascular
mediada por liberacion de péptidos vaso activos (2, 7, 14, 21, 38, 42, 67, 72, 97, 113). La
actividad citotdxica de los venenos ofidicos se ha relacionado a las actividades proteolitica y
lipolitica o fosfolipasica. (43, 44, 90, 96) esta Ultima es responsable de los cambios especificos
de la permeabilidad idnica transmembrana en células neuronales, musculares y eritrocitos
(59,90,96, 107). La actividad hidrolitica de acidos nucléicos no tiene paralelismo comprobado
con ninguna actividad bioldgica conocida, aunque se considera a la adenosina, producto final
de algunas reacciones de este tipo como factor cardiotoxico e hipotensor (121).

El descubrimiento de las kininas en la década del 50 por Rocha y Silva y otros, durante el
estudio de las acciones del veneno botrépico permitié el reconocimiento de un sistema
enzimatico, el sistema de las kininas, que posee importantes acciones sobre la coagulacién
sanguinea, presion arterial, permeabilidad capilar y respuesta inflamatoria local (51, 56, 62). El
descubrimiento posterior de Ferreira (16) en el veneno de B. jararaca y de Kato y Susuki (26)
en el veneno de Agkistrodon halys blohomfy, de la existencia de péptidos con accién
potenciadora de las acciones de las kininas sobre diferentes variedades de musculos lisos de
mamiferos, ha permitido el reconocimiento de la relacién existente entre el sistema de kininas
y el sistema de renina-angiotensina modulador de la presién arterial al igual que el desarrollo
posterior de poderosos agentes para el tratamiento de la hipertension arterial como el captopril.

El ofidismo en el Per( es frecuente en la Amazonia, donde ocurre la mayor parte de los casos,
muchos de los cuales no son registrados por falta de infraestructura de salud (5, 22, 30, 73, 74,
75, 87, 101). Con menor frecuencia se reportan casos en la region costera (110). Chang y
Zavaleta realizaron en 1985 un estudio seroepodemioldgico en el valle del Palcazu

(Huanuco) en la selva central del Pert. Los resultados mostraron que en algunas comunidades
rurales, mas de 50% de los pobladores habian sido mordidos alguna vez por una serpiente
venenosa pero la mortalidad registrada fue menor al 5% de los casos. Las serpientes
involucradas més frecuentemente fueron Bothrops atrox y L. muta muta (Zavaleta y Chang, re-
sultados no publicados). En nuestro pais, la mayor proporcion de accidentes ofidicos
registrados a nivel hospitalario son debidos a mordedura de serpientes de los géneros Bothrops
(especialmente B. atrox) y Lachesis, constituyendo el envenenamiento lachésico el 10 a 15%
de los accidentes (5, 22, 87).

Lachesis muta "shushupe" (foto 1) es una serpiente americana cuya area de distribucion
geografica comprende desde Nicaragua, hasta Brasil, Bolivia y Pert (20, 50, 73, 75, 112).
Hoge y Romano (51) definieron 3 subespecies: L. muta muta distribuida en Colombia,
Venezuela, Ecuador, PertBolivia, Brasil, Trinidad y Guyana; L. muta stenophyrs presente en
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Costa Rica y Panama; y L. muta noctivaga que se encuentra exclusivamente en la regién
atlantica del Brasil. Una cuarta subespecie: L. muta melanocephala ha sido descrita
recientemente en Costa Rica (45).

L. muta muta es una serpiente de gran tamafo, distribuida fundamentalmente en la selva
tropical amazonica, considerada de gran peligrosidad para el ser humano debido a sus
dimensiones y a la gran cantidad de veneno que es capaz de inyectar en sus victimas.
Theakston ha reportado recientemente la presencia de anticuerpos circulantes en pobladores de
una comunidad nativa de la selva ecuatoriana. De ellos, el 37,5% de pobladores estudiados,
presentd anticuerpos contra una 0 mas especies del género Bothrops (105). Esto sugiere que la
ocurrencia del ofidismo en comunidades rurales es mucho mas alta de lo esperado y que un
alto porcentaje de sujetos mordidos sobreviven, resultados coincidentes con los obtenidos por
Chang y Zavaleta en el Valle del Palcazu, Huanuco, Pert en 1985.

El hecho resaltante de ocurrir el accidente lachesico en zonas rurales e ir asociado a elevada
mortalidad inmediata en los sujetos envenenados, ha motivado la casi total ausencia de reportes
de casos humanos. Sin embargo Silva Haad en Leticia, Colombia, reporté dos casos humanos
en 1981, describiendo los sindromes coagulante, hipotensivo, hematoldgico y gastrointestinal
de este envenenamiento (101).

Los estudios pioneros sobre el veneno de este ofidio fueron efectuados por Vellard entre 1947 y
1950 en Lima, definiéndolo como hemolitico, coagulante, hipotensor, hemorrégico,
neurotéxico y letal (111). A pesar de las casi cuatro décadas transcurridas y numerosos estudios
bioquimicos que han permitido identificar la presencia de hasta nueve enzimas diferentes
(caseinoliticas, tamesterasica, procoagulante similar a trombina, fosfolipasa A2' 5' nucleotidasa,
exonucleasa y liberadora de kininas), se desconoce casi por completo los aspectos
fundamentales de sus acciones farmacologicas.

Luego de los estudios experimentales de Vellard (111), Meneses (74) y Magalhaes y col.
(63,64,65,66), se reconoce para el veneno de L. muta los siguientes efectos biolégicos:
hipotension arterial, coagulacion intravascular por hipofibrinogenemia adquirida (coagulacion
intravascular diseminada); accion hemolitica, edematosa, hemorragica, necrosante, neurotoxica
y letal para humanos y una variedad de mamiferos (25, 37, 40, 42, 53, 61, 101, 122). En la
Gltima década, se han detectado en el veneno de L. muta muta las enzimas con actividad
coagulante similar a Trombina; kalikreina; caseinolitica y fibrinolitica; hidroliticas de acidos
nucléicos (exonucleasa, endonucleasa y 5' nucleotidasa), esterasica y fosfolipasa A (6, 17, 18,
19,27,46,47, 56, 60, 63, 64, 65, 66, 77, 102, 114, 15, 119, 120, 121).

El Instituto Nacional de Salud, inicié en 1968 la produccion de los sueros antiveneno ofidico
para uso humano, entre los cuales se encuentra el suero antilachésico monovalente (ALM).
Este antiveneno es preparado en equinos y constituye la Unica herramienta terapéutica
disponible en la actualidad, para contrarestar algunos de los efectos mas importantes del ve-
neno. Con el mejoramiento de las técnicas de produccion de los antivenenos especificos para el
tratamiento de la mordedura de las especies més prevalentes en diferentes regiones del orbe, la
mayoria de victimas del ofidismo sobreviven, y los sintomas de afeccidn severa o generalizada
disminuyen, (111) sin embargo, en muchos .casos el dafio tisular local no es prevenido
totalmente por el uso de antivenenos (12, 14). Esta problematica se agrava por el hecho que la
aplicacién precoz del antiveneno, si bien permite la supervivencia de los accidentados, no
impide totalmente la ocurrencia del efecto hemorragico y mionecrotico (82, 83, 84, 85, 94).
Esta situacion adquiere mayor importancia en paises como el nuestro, porque con frecuencia el
antiveneno es administrado varias horas y aun dias después de ocurrido el accidente, debido a
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gue nuestra cobertura de salud en las areas rurales es marcadamente deficitaria (5, 30).

El unico medicamento de eficacia antiletal comprobada actualmente es el antiveneno (23) por
lo que su potencia neutralizante frente a las principales actividades bioldgicas del veneno
inyectado, debe ser estandarizada por los fabricantes y por instituciones a cargo del control de
calidad antes de su uso terapéutico en humanos. Puesto que la potencia de los antivenenos
comerciales actualmente en uso, se titula en casi todos los paises, Unicamente contra la
actividad letal del veneno, dejandose sin evaluar la potencia de otras actividades biolégicas
importantes relacionadas con efectos agudos y/o cronicos del envenenamiento, la Organizacion
Mundial de la Salud ha planteado la necesidad de incrementar los estudios de los antivenenos,
tendientes a la busqueda de nuevas técnicas alternativas de titulacion de su eficacia, a un bajo
costo (111).

Son objetivos del presente trabajo la realizacién de un estudio sobre los efectos farmacolégicos
in vivo e in vitro del veneno de L. muta muta, la evaluacion de nuevas técnicas para la
estandarizacion del antiveneno peruano destinado al uso humano, asi como la evaluacién de 3
sistemas cromatograficos utilizados para el estudio y la caracterizacion bioquimica de los
principios biolégicos detectados en el veneno.
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MATERIAL Y METODOS

| ABREVIATURAS EMPLEADAS

DL50 Dosis letal 50%

DES0 Dosis efectiva 50%

DHM Dosis Hemorragica minima

DHR Dosis hemorragica referencial
CPK Creatina fosfo kinasa

DA50 Dosis aglutinante plaquetaria 50%
TAME N-p-toluensulfonil-L-arginina ester metilico
Hb Hemoglobina

UAH Unidad Antihemorragica

UAHE antihemolitica

UAF antifosfolipasica

2 MATERIALES Y REACTIVOS

2.1 VENENO OFIDICO

El veneno ofidico fue obtenido de ejemplares adultos de Lachesis muta muta procedentes de
la zona del Alto Marafion (Departamento de Amazonas, Perl), por personal especializado del
Departamento de Animales Venenosos del Instituto Nacional de Salud en Lima, Perq,
mediante la técnica manual.

El veneno liquido extraido manualmente se sometié inmediatamente a centrifugaciéon a 1000
xg durante 10 minutos a temperatura ambiente, y el sobrenadante se deseca al vacio sobre
cloruro de calcio hasta cristalizacion, o se somete a liofilizacion.

El veneno se almacend en forma sélida a -10° C hasta el momento de su utilizacién. Para el
estudio, el veneno, fue diluido (P jV) en NaCl 0,85% o, solucién Ringer apropiada.

2.2. OTROS REACTIVOS UTILIZADOS

Empleamos los siguientes reactivos: Sephadex G-100 Fino y superfino; Dextran Blue
(Pharmacia, Suecia); histamina cloruro, acetato de amonio, NaCl y cloroformo (Carlo Erba);
reactivo de Folin-Ciocalteau; caseina, albumina sérica bovina tipo IV, carbonato de sodio,
sulfato de cobre y tartrato de sodio y potasio; cloruro de acetilcolina; sulfato de atropina; bro-
muro de hexamethonio; 5 hidroxitriptamina maleato; trombina bovina; fibrindbgeno bovino;
colageno Tipo | de tendon de Aquiles bovino; ADP; TAME; Trizma Base; Trizma HCL; buffer
Tris-Imidazol (Sigma Chemical Co, USA); pentobabital sddico (Sanivet, Perd); Kit de CPK
(Diagnotest, Lima); aprotinina (Trasylol@, Bayer Quimicas Unidas, Per(); N-Bz-(L-Pro)(L-
Phe)-(I-Arg)- pNa: HCI (Chromozym@ PK, Pentapharm, Suiza); Suero Antilachésico
monovalente (INS, Per, lotes 10 y 12). El sulfato de ristocetina fue obtenido de Femmelweiss
Centropa (ltalia), y el papel parafim de la American Can Company, USA. Los reactivos
utilizados tuvieron calidad analitica.
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2.3. ANIMALES EXPERIMENTALES

Se realizaron estudios del veneno de L. muta muta en los siguientes animales experimentales:

- Cavia aperea Variedad Porcellio "cuy" machos, 400 a 500 g de peso proporcionados por el
Bioterio de animales menores del Instituto Nacional de Salud en Lima.

- Ratones albinos Mus muscu/us cepa Venezuela proporcionados por el Bioterio de animales
menores del Instituto Nacional de Salud en Lima.

- Ratones albinos Mus muscu/us cepa Swiss proporcionados por el Bioterio del Instituto de
Investigaciones de la Altura, Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima.

- Conejos Orycto/agus cunicu/us variedad Nueva Zelanda, de 2,5 a 3,5 Kg de peso, sin
distincion de sexo, fueron proporcionados por el Bioterio de animales menores del Instituto
Nacional de Salud en Lima.

- Perros sin distincion de raza ni sexo, de 6 a 15 Kg, fueron proporcionados por el Centro
Antirrabico de Lima.

- Ratas albinas adultas Ratus ratus de cepa Holtzman (350 a 400 g) proporcionados por el
Bioterio del Instituto de Investigaciones de la Altura, de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia, Lima.

3 METODOS

3.1 ESTUDIOS IN VIVO

3.1.1. Toxicidad aguda

Se determiné la Dosis Letal Media (DL50) por via intraperitoneal, en ratones albinos cepa
Venezuela de ambos sexos (14-18 g de peso). Para el estudio se emplearon 64 ratones,
divididos en 8 grupos, los que fueron inyectados con 0,5 mL de soluciones de veneno crudo
diluido en NaCl 0,85% (rango: 9,5 a 16,9 mg/Kg ratén). El grupo control fue inyectado con 0,5
mL de NaCl 0,85%. La mortalidad se registré periédicamente durante 72 horas. La DL50 fue
calculada utilizando el método de Transformacion en Probits (35), y como parametros
ellogaritmo de la dosis (mg/kg raton) y el porcentaje de la mortalidad. Los célculos se
realizaron en una microcomputadora empleando un programa computarizado desarrollado en
la UPCH (Castro de la Mata, R. 1983, comunicacion personal).

3.1.2 Actividad hemorréagica

La actividad hemorragica del veneno crudo de L. muta y las fracciones obtenidas luego de
filtracibn en columna de Sephadex G-100 superfino, se estudi6 en cuatro modelos
experimentales: raton (Técnica de Kondo); cobayo y conejo (Técnica de Kondo modificada por
Aguirre, 1987) y sobre pulmén canino (Técnica de Bonta, (1970).

3.1.2.a Hemorragia en la piel del ratén (Técnica de Kondo, 1960). (58)
Este método se basa en la determinacion del rango lineal de la grafica de logaritmo de la

dosis inyectada versus el diametro medio de lesion hemorragica producida en la piel del
animal experimental luego de un intervalo de tiempo fijo. Se conoce que la relacién entre
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ambos parametros es lineal para el intervalo de 10 a 20 mm de diametro medio de lesion
hemorragica. Luego se obtiene mediante extrapolacion grafica o mediante calculo estadistico,
aquel valor de dosis que es capaz de provocar una lesion cuyo diametro medio equivale a 10
mm de diametro en la unidad de tiempo fijada, el que es definido como Dosis Hemorragica
Minima (DHM).

Volumenes de 0.1 mL de solucién de veneno fueron inyectados por via subcutanea en la piel
del abdomen de ratones de cepa Swiss, adultos de ambos sexos (20 a 22 g, n=3
ratones/dosis). La capacidad del veneno, para producir hemorragia en la piel del ratén fué
evaluada a las 24 horas en la piel evertida del abdomen.

Para evaluar cualitativamente la presencia o ausencia de hemorraginas en las fracciones
obtenidas de las diferentes etapas cromatograficas en Sephadex G-100, se inyectan por via
subcutanea 0,1 mL de cada fraccion, en la region abdominal de dos ratones, y se observa la
lesion hemorragica producida luego de 24 horas de envenenamiento, en la piel evertida del
raton.

3.1.2.b Hemorragia en piel de cobayo. (técnica de Kondo 1960, modificada por
Aguirre y col 1987). (3,58).

Se emplearon 50 ejemplares machos de Cavia aperea val' porcellio (400 a 500 g),
inyectandose el veneno de L. muta muta por via subcutanea. En un ensayo tipico, se depila la
piel de la region abdominal de cobayo. Luego de 12 horas se inyecta por via se. en la piel
depilada del animal experimental, las dosis de veneno diluidas en NaCl 0,85% (peso/volumen),
utilizando una progresion logaritmica de concentracion.

En todos los casos, la preparacion de las dosis se realizé el mismo dia de la inyeccion. Se
aplicaron 5 dosis de (0,1 mL) c/u, por animal experimental, empleando jeringas para
tuberculina de plastico con aguja numero 27 (Terumo Co., USA). Como control negativo, se
inyectaron alicuotas de 0,1 mL de solucién de NaCl 0,85% por via se. A las 24 horas de
envenenamiento se sacrifica al animal mediante inhalacion de cloroformo, se diseca la piel del
abdoémen y se evierte sobre una placa de vidrio transparente para efectuar las mediciones de
los diametros de la lesién hemorragica. Para la cuantificacién, se realiza el dibujo de las le-
siones hemorragicas obtenidas, sobre una lamina de acetato. El area de la lesién hemorragica
es cuantificada mediante comparacion, utilizando un retroproyector y una lamina control de
acetato milimetrada, asumiendo para el calculo, que la lesién hemorragica tiene una forma cir-
cular. El diametro de la lesién hemorragica fue obtenido empleando la férmula del area del
circulo.

La Dosis Hemorragica Minima (DHM), se define como aquella cantidad de veneno que es
capaz de producir una lesion hemorragica de 10 mm de diametro en la piel del animal
experimental, en 24 horas.

La Dosis Hemorragica Referencial (DHR) es definida como la dosis de veneno capaz de
provocar una lesion hemorragica de 20 mm de didametro a las 24 horas en similares
condiciones a las utilizadas para el calculo de la DHM.

Para el célculo de la Dosis Hemorragica Minima (DHM ) Y la Dosis hemorragica Referencial
(DHR) se utilizan los parametros logaritmo de la concentracion de veneno aplicada (uyO,1 mL)
y el diametro de lesiébn hemorragica obtenida, comprendidos entre 10 y 20 mm. Los resultados
obtenidos fueron procesados matematicamente utilizando el método de regresion lineal (29,
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35,86) en una microcomputadora y el programa Lotus-123. version 2.0 (Lotus Development
Corporation, USA). Los calculos fueron reconfirmados cuando fue necesario, mediante el
programa estadistico NWA STA TPACK version 3,1 (Norhtwest Analyticalinc., Portland, USA).

3.1.2.c Hemorragia en el pulmén del perro

Para evaluar la hemorragia provocada por la aplicacion tépica del veneno sobre la superficie
pulmonar canina, se utilizaron seis perros machos (615 Kg), los que fueron anestesiados con
pentobarbital sddico (Halatal@, Sanivet, Per() a dosis de 3 mg/kg ev; y seguidamente se
traqueotomizaron. Los perros fueron sometidos a respiracion asistida con una bomba Palmer
de respiracién y en los casos en que fue necesario se administré6 una dosis adicional del
anestésico (1,5 mg/kg ev). Para el estudio se utilizaron discos de papel de filtro Whatman NQ
1 de 5mm de diametro, los que se remojaron con soluciones de veneno de L. muta (crudo y/o
fracciones) y luego se aplicaron durante 3 minutos sobre la superficie pulmonar. La presencia
0 ausencia de lesibn homorragica en el sitio de aplicaciéon del veneno luego de retirado el
disco de papel, se registré durante un periodo de observacién de 90 minutos.

3.1.3 Actividad mionecrética

Se utilizé la técnica de determinacion de la enzima Creatina Fosfokinasa (CPK) plasmatica en
ratones en forma similar a la reportada por Mebs (70) y Nakada y col (79). Para el estudio
empleamos ratones albinos de cepa Venezolana (machos, 24 a 26 g de peso).

En un experimento tipico, grupos de 2 a 12 ratones fueron inyectados por via intramuscular en
la pata trasera posterior derecha, utilizando dosis de veneno de concentracion variable. Los
ratones del grupo control que incluyeron de 2 a 4 ratones fueron inyectados por la misma ruta
empleando volimenes equivalentes de solucién de NaCl 0,85%. Las muestras de sangre
(aproximadamente 70 uL) se colectaron en capilares heparinizados, seccionando una de las
venas de la cola del ratdn. La sangre obtenida en el capilar fue centrifugada a 2500 rpm
durante 3 minutos a temperatura ambiente. EI hematocrito fue determinado por la técnica del
microhematocrito. El plasma se separa y se vierte sobre una lamina de papel Parafilm de 2 x 2
cm, utilizadndose alicuotas de 20 uL para el dosaje de CPK.

Para la cuantificacion de la actividad de CPK se utilizé el método de en.., zimas acopladas con
lectura en rango visible (Kit de CPK. Diagnostest). Para las determinaciones se emplearon
cubetas de cuarzo de 1 centimetro y un espectrofotémetro Zeiss M4QIll. Las reacciones
enziméaticas acopladas miden la aparicion de NADH. leida a 340 nm y a 25 DC en funcion del
tiempo durante 5 minutos. La actividad de CPK guarda relacién lineal en funcién del tiempo de
reaccion durante los primeros 8 minutos. Las reacciones acopladas utilizadas en el método
son:

Creatinfosfato + ADP L Creatina + ATP
HK
Glucosa + ATP » Glucosa-6P+ADP
G6P-DH

Glucosa - 6P + NAD + —————# Gluconato - 6 - fosfato + NADH

Para la determinacién de la relacibn de dependencia entre el efecto mionecrotico y la
concentraciéon de veneno inyectada. asi como para seleccionar una dosis de reto adecuada
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para los estudios de neutralizacién se emplearon 5 grupos de 4 a 6 ratones a los que se les
determind los valores basales de CPK. Veinticuatro horas mas tarde los grupos previamente
seleccionados al azar se inyectaron con 50 uL de solucién de NaCl 0.85% (grupo control) o
veneno (120. 250. 375. 0500 ug/ratén) respectivamente. Las muestras de sangre para la
determinacion de CPK fueron colectadas a las 3 horas de envenenamiento.

Para la determinacién de la variacion de los niveles de CPK en funcién del tiempo de
envenenamiento. se utilizé un grupo de 12 ratones inyectados con 50 uL por via intramuscular
de veneno liofilizado de L. muta muta (5mg/mL. 10 ug/g ratén). Un grupo de 4 ratones fueron
inyectados con 50 uL de NaCl 0,85% vy utilizados como control. Se colectaron muestras
seriadas de sangre de la vena caudal para la determinacion de CPK plasmaético, a las O. 3, 6,
9Y 24 horas de envenenamiento.

3.1.4. E.fectos sobre la presién arterial y la respiracion del perro
anestesiado.

Cincuentaicuatro perros chuscos de ambos sexos (6 a 15 kg de peso). fueron anestesiados
con pentobarbital sédico (30 mg/kg, ev) y traqueotomizados. En aquellos casos en que fue
necesario prolongar el efecto anestésico, se aplico una segunda dosis de 15 mg/kg evo La
presién arterial carotidea fue registrada con un manémetro de mercurio, y los movimientos
respiratorios con la ayuda de un neumégrafo sobre un quimégrafo del papel ahumado. El ve-
neno y los farmacos ensayados, fueron inyectados por via intravenosa a través de una canula
colocada en la vena safena externa izquierda. Se utiliz6 un volimen de empuje de 2 mL de
NacCl 0,85%.

La vagotomia cervical bilateral fue practicada en 4 perros en el estudio del sitio y mecanismo
de accion hipotensora del veneno crudo. Se aplico respiracion artificial a cuatro perros,
mediante una bomba Palmer de respiracion, con la finalidad de determinar la influencia de la
falla respiratoria sobre la mortalidad provocada por una dosis letal de veneno lachésico.

3.2 ESTUDIOS IN VITRO
3.2. | Contenido protéico

El contenido protéico del veneno crudo cristalizado y/o liofilizado, asi como de las fracciones
obtenidas del veneno cristalizado luego de Ia filtracion en Sephadex fue estimado mediante la
técnica de Lowry modificada por Stauffer (45), utilizando buffer alcalino (Na2 C03 1 M, NaOH
0,25 M), re activo de Cobre (CuS04.5H20 al 0,1%, Tartrato de Na+ y K+ al 0,1%) y re activo de
FolinCiocalteau (1 :4). Como standard solucién acuosa de albumina sérica bovina a
concentracones de 1 mg/mL.

3.2.2. E.studios en 6rganos aislados

Las soluciones de veneno fueron disueltas en solucién isotdnica apropiada, inmediatamente
antes de la prueba, y luego ensayadas en las siguientes preparaciones: aorta aislada de
conejo; ileon. Utero y nervio frénic<Xliafragma de rata, segun las especificaciones del staff del
Departamento de Farmacologia de la Universidad de Edimburgo (109). Las concentraciones
utilizadas son expresadas en términos de concentracion final en el bafio. Para los ensayos se
utilizaron ademas los siguientes farmacos: cloruro de acetilcolina; sulfato de atropina; bromuro
de hexamethonio; atropina; aprotinina. histamina cloruro y 5 hidroxitriptamina maleato.
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3.2.2.alleon aislado de rata. (Método de Magnus, 1904)

Se utilizaron en el estudio 10 ratas adultas de cepa Holtzman (350 a 400 g). En los
experimentos (n=20) se utilizaron segmentos de 3 a 3.5 cm de ileon. los que fueron sus
pendidos en un aparato de érganos aislados conteniendo 10 mi de solucién de Tyrode a 37°C
constantemente burbujeando con 100% Oxigeno. registrandose a continuacién las
contracciones longitudinales isoténicas. mediante una palanca inscriptora sobre quimografo de
papel ahumado.

3.2.2.b Utero aislado de rata. (Método de De Jalon y col, 1945)

Se utilizaron en el estudio 10 ratas adultas hembras no gravidas. de cepa Holtzman (350 a
400 g). Inmediatamente después de sacrificadas las ratas. se obtuvieron ambos cuernos
uterinos. los que fueron seccionados longitudinalmente. obteniéndose 4 segmentos de
musculo uterino. Estos segmentos fueron colocados a continuacién en un aparato de érganos
aislados conteniendo 10 mL de solucion de De Jalon a 37°C burbujeada constantemente con
100% 02. Las contracciones espontaneas. y las inducidas por los farmacos fueron registradas
isotonicamente con un quimégrafo de papel ahumado.

3.2.2.c Aorta aislada de conejo. (Método de Furchgott y Bardrakon, 1953).

Segmentos de aorta toracica fueron obtenidos de conejos adultos Nueva Zelanda (n=4),
practicandose un corte en espiral. a fin de obtener segmentos de 3 a 4cm de largo. Los
segmentos obtenidos fueron inmediatamente montados en un aparato de 6érganos aislados,
conteniendo 10 mL de solucién Krebs a 37° C. Los efectos del veneno y otros farmacos
fueron registrados isotdnicamente con un quimaégrafo de papel ahumado.

3.2.2.d Nervio Frénico-Diafragma de rata. (Método de Bulbring, 1947).

Ocho ratas adultas Holtzman (250-400 g de peso), sin distincion de sexo, fueron utilizados
para el estudio de los efectos del veneno de L. muta muta sobre la preparacion neuromuscular
de la rata. Las ratas fueron sacrificadas mediante decapitacion, desangradas e
inmediatamente toracotomizadas. Se expuso el hemitérax izquierdo, y se individualizo el
nervio frénico izquierdo, ligandosele a nivel cervical, y posteriormente se disec6 el nervio hasta
la proximidad del mdusculo diafragma correspondiente. Seguidamente, este Ultimo fue
seccionado a nivel de la linea media y desincertado de su insercion tendinosa posterior,
extrayéndose a continuacién el muasculo diafragma con las costillas correspondientes a su
insercion muscular, conjuntamente con el nervio frénico. La preparacion fue montada en un
aparato de 6rganos aislados, conteniendo 20 mL de solucién Krebs a 37°C. Durante el
experimento, se aplicé estimulacion eléctrica indirecta sobre el nervio frénico mediante elec-
trodos de plata (0,1 Hertz, 5 a 7 voltios). Los efectos del veneno y otros farmacos fueron
registrados isoténicamente con un quimografo de papel ahumado.

3.2.3 Aglutinacion plaguetaria

Para la evaluacion de la capacidad aglutinante plaquetaria, utilizamos la metodologia descrita
previamente por Zavaleta y col. (124). Se compararon los efectos aglutinantes sobre plaguetas
humanas formolizadas, del veneno de L. muta muta con los producidos por una muestra de
veneno de B. brazili utilizada como control positivo (124) y con diferentes agregantes plaqueta-
rios: trombina humana; colageno Tipo | y sulfato de ristocetina.

Las plaguetas fueron obtenidas a partir de sangre humana del grupo O factor Rh positivo
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colectada en bolsas conteniendo citrato de sodio al

3,8% como anticoagulante. Las plagquetas fueron separadas del plasma mediante centrifugacién
a 750 xg durante 10 minutos a la temperatura ambiente. Inmediatamente después de obtenido
el plasma rico en plaquetas, este fue incubado a 37° C durante 30 minutos y luego mezclado en
partes iguales con soluclén de formol al 2% y mantenido a 4° C durante 18 horas. Una vez
fijadas. las plaquetas fueron sometidas a tres lavados consecutivos con soluclén tamp6n fosfato
0,1 M aun pH de 7,3. Las plaquetas fijadas mantienen sus propiedades aglutinantes hasta por
15 dias si se almacenan en viales de pléstico a-70° C.

Para los experimentos del presente trabajo. las plagquetas fijadas fueron utilizadas dentro de los
siete dias de su obtenci6n, resuspendidas en solucién tamp6én fosfato 0.1 M a pH de 7.3 en dos
proporciones diferentes: SRP (suspensién rica en plaquetas. 300000 plaquetas/rmm3 y SPP
(suspensi6n pobre en plaquetas. 150 000 plaguetas/mm3).

Para las pruebas de aglutinacién. el veneno fue diluido con NaCl al 0.9% (1 a 20 mgimL) y
adicionado en volumenes variables (1 a 50 uL/tubo) en una cubeta conteniendo 0,45 mL de
SRP. La cubeta usada como referencia contenia 0,45 mL de SPP, a la que se le adiclon6
volimenes equivalentes de NaCl 0,9% en lugar del veneno. Los ensayos se efectuaron por
duplicado. El recuento de plaquetas se reallz6 en camara de Neubauer, por el método de
contraste de fases de Brecher y Conkrite (11). Los efectos del veneno fueron registrados por un
perfodo de cinco minutos, y la aglutinacién plaquetaria fue expresada en porcentaje utilizando
la férmula siguiente:

%A glutinacion= T SRP X 100
TSpp

donde T es la transmitancia a los S minutos a temperatura de 37°C. La agregacién plaquetaria
fue estudiada en un lumiagregémetro Cronolog.

La Dosis Aglutinante 50% (DA50) fue calculada con el método de transformacion en Probits
(35), utilizando como parametros ellogaritmo de la dosis (ug/mL) y el porcentaje de
aglutinacién plaquetaria obtenido. Los calculos se realizaron en una microcomputadora
empleando un programa computarizado desarrollado localmente (Castro de la Mata, 1983,
comunicacion personal).

3.2.4 Actividad proteolitica

La actividad proteolitica del veneno fue determinada empleando dos métodos diferentes: El
método de Kunitz modificado por Villegas (10,115) que utiliza caseina como substrato y el
método de Hummel que utiliza N-p-toluen-sulfonil-L-arginina ester metilico (TAME) como
substrato (52).

Para los ensayos se disolvié el veneno en NaO 0,85% a una concentracion final de 0,5 mgjml.
Todas las determinaciones de actividad enzimatica se realizaron el mismo dia que se preparo la
dilucion del veneno.

3.2.4.a Actividad Caseinolitica

Se utiliz6 como substrato Caseina segun Bergmeyer (10) con las siguientes modificaciones: caseina
(Sigma, USA) a una concentracion de 1 % (P:V) en buffer fosfato a 0,1 M, pH 8,7. La mezcla de
reaccion contenia 1 mi de substrato, 0,1 mL de solucién de veneno en NaO 0,85% y 0,9 mi de
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buffer fosfato. Luego de 20 minutos de reaccion a 35°C, la reaccién se detuvo adicionando 3 mL de acido
tricloroacético al 5%. Las proteinas hidrolizadas precipitan luego de centrifugacion a 2 500 rpm durante
20 minutos. Los residuos acido solubles presente en el sobrenadante son estimados a 280 nm en un

espectrofotémetro (115).

La actividad especifica del veneno se expresa en unidades de actividad caseinolitica para un tiempo de
incubacién de 20 minutos a 37°C. Para el calculo de la actividad especifica se utilizé la siguiente

férmula:

Delta Abs 280nm v

AE= Unidades/minuto x mg proteina.

donde: ey

V = volumen total (en mL).

v = volumen del veneno en mL.

¢ = concentracion del veneno en mg de proteina/mL.
t = tiempo de reaccion en minutos.

3.2.4. b Actividad Esterasica

Se utilizé el método de Hummel (52) que emplea N-p-toluen sulfonilL-arginina metil ester
(TAME) como substrato, a una concentracion de 10 mM. La mezcla de reaccion contenia 0,3
mL de substrato, 0.1 mi de solucién de veneno en NaCl 0,85% y 2,6 mL de buffer tris (46 mM,
pH 8,1) conteniendo 11,5 mM de CaCL2. La actividad es medida en un espectrofotometro a
247 nm, a temperatura ambiente durante 10 minutos.

La actividad Tamesterdsica se expresa en unidades/mg de proteina. Una unidad de actividad
tamesterasica es la cantidad de enzima capaz de liberar un micromol de N-p-toluen-L-arginina por
minuto a 25°e. Para el calculo de la actividad especifica se utilizé la siguietne formula:

UeV
AE= —— Unidades/min x mg proteina
e *devec
donde:
U = ndmero de unidades/mL
V = volumen total (en mL).
e = coeficiente de extincion molar del TAME a 247 nm
(E 247 nm = 540 L/mol x cm)
v = volumen del veneno en mL.
¢ = concentracién del veneno en mg de proteina,/mL.
d = didmetro de la cubeta.

3.2.5 Actividad fosfolipdsica

Se empled el método turbidimetrico de Marinetti (68), que se basa en la disminucién de la turbidez,
por accién de la fosfolipasa sobre la lecitina de una suspension de yema de huevo. Esta reaccion es
cuantificada en un espectrofotometro a 925 nm.

Para el ensayo, alicuotas de 160 uL de una solucién de veneno de 0,031 a 1 mg/mL fueron adicionadas a

200 uL de una suspension de yema de huevo al 2% en buffer trissHCI 50 mM, conteniendo CaCl2 10 mM
apH 7,5, Y llevadas a un volumen final de 1,2 mL con una solucién de Cloruro de Sodio 0,85% a pH 7,8;
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luego son incubadas por 15 minutos a 41 Oe. La absorbancia es leida a 925 nm y registrada a los O, S, 10
Y 15 minutos de incubacién. Para efectos de la prueba se equilibra la absorbancia de la solucion a 0,6
unidades al minuto O de la reaccion.

Una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima capaz de producir una disminucién de 1
miliunidad de absorbancia por minuto, durante 10 minutos:

(Abs 0" - Abs 10) x 1000

U. de actividad/min =
10 minutos de reaccién

y actividad especifica segin la formula:

U. de actividad/min

Actividad Especifica =
mg de proteina

3.2.6 Actividad Coagulante (81,119)

Se utilizé una solucién de fibringeno bovino de 5 mg/mL en buffer fosfato salino (PBS) 0,02 M a pH 7,4.
La mezcla de reaccion contenia 0,4 mL de solucion de fibrinégeno bovino y 0,1 mL de NaCl 0,85% o
solucién de veneno, midiéndose a continuacion el tiempo de coagulacién total a 37°e. Como estandar
utilizamos Trombina bovina (Sigma, USA, lote 7S-F-9466; 52 Unidades INH/mg). Para el calculo de la
potencia coagulante del veneno, se comparan graficamente ellogaritmo de las unidades coagulantes del
veneno, se comparan graficamente el logaritmo de las unidades de trombina INH versus el logaritmo del
tiempo de coagulacién obtenido. Los resultados obtenidos para el veneno son superpuestos en la misma

grafica, y el célculo de la potencia coagulante se extrapola graficamente para un tiempo fijo de 80
segundos.

3.2.7 Actividad de Acetilcolinesterasa

Se utilizé el Método de Ellman et al. modificado por Bennett, y Rosenz, weig (9). Se pipeted en cada
tubo de ensayo: 50 uL de acetiltiocolina 0,037 M. (Sigma Chemical Company), 100 uL del reactivo de
Ellman, acido 5,5' - ditiobis - 2 (2 - nitrobenzoico) (DTNB) Y la cantidad necesaria de buffer fosfato de
socio 0,1 MR pH 8,0, para llegar a un volumen final de 3 mL. Los tubos se incubaron a 25°C por 3a 5
minutos y luego se pipetearon distintas soluciones de veneno de L. muta desecado, cristalizado y
reconstituido en NaCl 0,9%. La formacion del producto coloreado 5-tionitro- benzoato (5-TNB) se
cuantificé a 412 nm en un espectrofotémetro Cary modelo 118, utilizando cubetas de plastico de 1 cm.
La reaccion fue evaluada durante 15 minutos a 25°C.

3.2.8 Actividad de Kalikreina

Se empled el método de Svendsen en forma similar a la descrita previamente por Loayza (60),
utilizando como substrato cromégeno al N-Bz- (L-Pro )-(LPhe)-(L-Arg)- pNa: HCI (Chromozym@
PK, Pentapharm, Suiza), substrato especifico para Kalikreina plasmatica. El sustrato sintético es un
derivado tripeptidico en el que la p-nitroanilina esta unida como grupo cromégeno mediante un enlace
amida al grupo carboxil de la arginina, siendo el tripeptido Pro-PheArg, reconocido especificamente
por la enzima kalikreina plasmatica. La hidrélisis enzimatica del sustrato produce la liberacion del
grupo p-Na, el cual es cuantificado a 405 nm en un espectrofotdmetro.

Se ensayaron alicuotas de veneno crudo de L. muta muta (0,1 mglmL) asi como del eluato obtenido de
la cromatografia en Sephadex G-100 Fino (sistema 1). Para las determinaciones, las muestras fueron

diluidas 1 :20 con NaCl 0,85%, y el sustrato se prepard en solucion acuosa a una concentracion final de
1 mg/mL.
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La mezcla de reaccion contiene:

1,8 ml de buffer tris-imidazol O, 15M a pH 7,9
0,1 ml de muestra problema.

Luego de preincubar la mezcla de reaccion por 2 minutos a 37°C, se adiciona 0,1 mL del sustrato
Chromozym@ PK, midiéndose el incremento de absorbancia a 405 nm durante 6 minutos. A la muestra
control se le adicion6 0,1 mL de NaCl 0,85% en lugar de veneno. Una unidad enzimatica de Kalikreina
se define como la cantidad de enzima que hidroliza un micromol del substrato sintético por minuto a
37°C. La actividad especifica se expresa como el nimero de unidadesjmg de proteina.

Para el calculo de actividad especifica se utilizo la siguiente formula:

UevV
AE = —————— Unidades/mg proteina
& *rdevrc

U = ndmero de unidades/mL

V= volumen total (en mL).

e = coeficiente de extincion molar de p-Na a 405 nm.
v = volumen del veneno (en mL).

¢ = concentracién del veneno (en mg de proteina/mL)
d = didmetro de la cubeta.

3.3 FRACCIONAMIENTO DEL VENENO

Con la finalidad de evaluar el perfil de elusion protéico del veneno, asi como las diferentes
actividades bioldgicas presentes en éste, se ensayaron tres sistemas de filtracion en Gel
Sephadex G-100, utilizando Dextran blue 2000, para la determinaciéon del volumen de
exclusion (Vo):

Sistema 1: Sephadex G-100 Fino utilizando como buffer de corrida la mezcla Tris 0,05 M, NaCl
0,15M, a pH 8,5, en una columna de 1,5 x 63 cm, a un flujo de 6 mL/hora; fracciones de 2,5
mL/tubo. (18, 19,119).

Sistema 2: Sephadex G-100 Superfino utilizando como buffer de corrida la mezcla Tris O,05M,
NaCl 0,15M, a pH 8,5, en una columna de 1,5 x 63 cm, a un flujo de 2,5 mL/hora; fracciones
de 2,0 mL/tubo (18,19,119).

Sistema 3: Sephadex G-100 Superfino utilizando como buffer de corrida Amonio acetato 0,2
M a pH 8,4, en una columna de 1,6 x 97 cm, a un flujo de 5,2 mL/hora; fracciones de 2,6 m
L/tu bo.

En los sistemas 1 y 2 se empled la metodologia descrita previamente para la primera etapa de
purificacion de la enzima similar a trombina y de exonucleasa (18) del veneno de L. muta.

En todos los casos, la solucion de veneno fue centrifugada a 2 500 xg. por 15 minutos para
descartar todo el material insoluble, en una centrifuga Sorvall refrigerada. El precipitado fue
descartado y el sobrenadante se aplicé a la columna crematografica, y el perfil de elusién fue
estimado leyendo la absorbancia a 280 nm del veneno eluido en un espectrofotometro Zeiss
M4QIIl.
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Las actividades biolégicas: hipotension arterial, hemorragia en piel de ratén, cobayo y pulmén de perro;
coagulante, caseinolitica, esterasica y fosfolipasica, fueron estudiadas en el veneno crudo y fraccionado,
utilizando alicuotas de 0,3 a 0,5 mL del eluato obtenido, segun las técnicas descritas anteriormente, (Ver
seccién 3.2)

3.3. | Actividad hipotensora

En un experimento tipico, 50 a 200 mg de veneno crudo fueron disueltos en 1 02 mL de NacCl
0,9% (50-100 mg/mL, concentracion final) y seguidamente aplicados a una columna
cromatografica de 1,5 x 68 cm yeluidos con el buffer de equilibrio a temperatura ambiente (22-
24°C), con un flujo de 9 mLjhora. El filtrado fue colectado en fracciones de 2 a 3 mL/tubo,
registrandose su absorbancia a 280 nm. Las fracciones obtenidas fueron congeladas a -10°C y
la actividad hipotensora del filtrado obtenido fue ensayada en el perro anestesiado. Utilizando
alicuotas de 0,1 mL de cada tubo, los que se inyectaron en forma secuencial por via evo a
intervalos de 5 minutos entre dosis. Las fracciones que presentaron actividad hipotensora
fueron reunidas, y liofilizadas y posterioremente resuspendidas en agua destilada y la sal
extraida mediante filtracién en una columna de Sephadex G25 (10 x 25 cm) reequilibrada con
buffer amonio-acetato 0.1 M a pH 7.3 obteniéndose alicuotas de 5 mL/tubo del filtrado,
procediéndose al ensayo de actividad hipotensora por el método antes descrito. Dos alicuotas
de 20 mg cada una, de la fraccion hipotensora libre de sales fueron disueltas en buffer amonio-
acetato 0.1 M a pH 7,3 (50 mg/mL) y recromatografiadas por separado en columnas (1.6 x 94
cm) de Sephadex G-50 y G-120-150 respectivamente, utilizando como buffer de elusion
amonio-acetato 0,1 M a pH 7,3. La recromatografia fue realizada a 10°C. con un flujo de 5
mL/h. Se colectaron alicuotas de 3 mL/tubo de eluato. Se estimé espectrofotometricamente la
absorbancia a 280 nm y posteriormente se ensayaron alicuotas de 0,1 mL de eluato en el perro
anestesiado para deteccion de actividad hipotensora, empleando la técnica antes descrita.

3.3.2 Actividad hemorréagica en pulmon de perro

Fue estudiada con los sistemas 1 y 2 de Filtracién en Sephadex. Para el estudio se remojo
drculos de papel de filtro de 5 mm de didmetro con el eluyente ol:r tenido en cada tubo. A
continuacion el papel remojado con la fraccidn correspondiente se aplica a la superficie pleural
del pulmon anestesiado durante 3 minutos. La presencia o ausencia de lesion hemorrégica iocal
se registra hasta los 60 minutos después de retirado el disco de papel de filtro. Como controles
se utilizaron discos remojados con el buffer de corrida.

3.3.3 Actividad liberadora de kininas (Similar a Kalilkreina)

Fue estudiada en el Sistema 1 de filtracion en Sephadex G-100. Alicuotas de 0,1 mL de cada
tubo conteniendo el eluyente de la columna cromatografica, son ensayados mediante la técnica
de Svendsen modificada por Loayza (60) utilizando el sustrato cromdgeno Chromozym@ PK.
en similares condiciones a las utilizadas para el estudio de esta actividad en el veneno crudo
(seccion 3.2.8)

3.3.4 Actividad hemorragica en piel de ratdn

Fue estudiada en el Sistema 2 de filtracion en Sephadex G-100. Alicuotas de 0.1 mL de cada
tubo conteniendo el eluyente de la columna cromatogréafica. son inyectados por via se. en la
piel de la regién abdominal de ratones adultos. Luego de 24 horas se sacrifica al animal
experimental. se retira la piel de la zona abdominal. y se registra la presencia o ausencia de
lesién hemorragica en la cara interna de la piel de cada animal experimental inyectado. Como
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control se utiliz6 0.1 mL de buffer de corrida. inyectado en un grupo de 3 ratones.

3.3.5 Actividad hemorrégica en piel de cobayo

Fue estudiada en el sistema 3 de filtracion en Sephadex G-100. La actividad hemorragica de
cada tubo de eluyente. fue ensayada inyectando 0.1 mL de cada tubo por via subcutanea en
cobayos, registrandose luego de 24 horas la presencia o ausencia de lesion hemorragica en la
piel evertida. el didmetro de las lesiones hemorragicas obtenidas. La actividad relativa
hemorréagica es expresada en mm de diametro hemorragico/unidad de absorbancia a 280 nm.

3.3.6 Actividad caseinolitica, TAMEsterasica, coagulante, Fosfolipasa A2

Fue estudiada utilizando el Sistema 3 de filtracion en Sephadex G-100. Alicuotas del eluato de
la columna cromatografica de 30 ul fueron utilizadas para el ensayo de la actividad
caseinolitica segun la técnica de Kunitz.; 50 uL para el ensayo de actividad TAMEsterasica
segun la técnica de Hummel; 20 uL para el ensayo de actividad coagulante sobre fibrindgeno
bovino, y 30 ul para la deteccion de fosfolipasa A2 por el método de Marinetti.

3.4 INHIBICION Y NEUTRALIZACION DE ACTIVIDADES BIOLOGICAS
POR SUERO ANTILACHESICO COMERCIAL.

3.4.1 Actividad antiletal

Se determind la Dosis Efectiva Media Antiletal (DE 50) del suero Antilachésico monovalente
(INS, Perd, lote 10), en ratones albinos machos de cepa Venezolana (18 a 22 g de peso) por via
intraperitoneal. Para el estudio se utiliza como dosis de reto de veneno cristalizado, el
equivalente a 2DL50 ip, 48 horas (9,25 mg/kg raton), diluido en un volumen de 0,1 mL de
NaCl 0,85%. La dosis de reto de veneno, se combina con 0,4 mL de diluciones apropiadas de
suero antilachésico monovalente (INS, lote 10) y se preincuba a 37°C durante 30 minutos, al
cabo de los cuales se inyecta 0,5 mL de la mezcla o control correspondiente por via
intraperitoneal.

Para el estudio se emplearon 64 ratones, divididos en 8 grupos, segln el esquema mostrado en
la Tabla 1.

Los grupos control fueron inyectados con

a) control salino 0,5 mL de NaCl 0,85%

b) control antiveneno 0,4 mL de antiveneno sin diluir +
0,1 mL de NaCl 0,85%

¢) control veneno 0,1 mL de veneno (2DL50) + 0,4 .mL de NaCl
0,85%
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TABLA 1
CONDICIONES EXPERIMENTALES DEL ESTUDIO DE

NEUTRALIZACION DELVENENO DE Lachesis muta muta POR EL SUERO
ANTILACHESICO MONOVALENTE (INS, PERU, LOTE [0)

Veneno Antiveneno NacCl 0,85%
Grupo L.muta (ul) (uL)
(mglkg)*
1 9,25 400 0
2 9,25 200 200
3 925 100 300
4 9,25 50 350
5 9.25 30 370
6 9,25 12 388
control veneno 9,25 0 400
control antiveneno 0,00 400 100
control NaCl 0,85% 0,00 0 500

(*) Dosis de reto = 2DL50, ip., 48 horas, Volumen final de inyeccién = 0,5 mL.

La mortalidad se registrd periédicamente durante 48 horas. La DE50 fue calculada con el
método de transformacion en Probits (35), utilizando como parametros ellogaritmo del
volumen de antiveneno utilizado para inhibir 2DL50 de veneno ofidico y el porcentaje de la
mortalidad registrado a las 48 horas de envenenamiento. Los calculos se realizaron en forma si-
milar a la descrita para la estimacion de la DL50.

3.4.2 Actividad antihemonrragica del suero antilachésico comercial

Se titul6 la potencia antihemorragica del suero antilachésico monovalente (INS, Peru, lote 10).
Para la estandararizacion de la actividad antihemorrdgica se emple6 una dosis de veneno
equivalente a una DHR combinada con volimenes variables del antiveneno (diluciéon 1/10)
preparados en progresion logaritmica. La dosis de veneno, o veneno+antiveneno fue en rasada
a un volumen final de 0,1 mL adicionando NaCl 0,85% estéril, e incubando a 37°C por espacio
de 30 minutos, luego de los cuales se procedié a la inyeccion de 12 cobayos por via
subcutanea. A las 24 horas se sacrifico al cobayo, se retird la piel del abdémen, y los didmetros
de la lesion obtenida se registraron en forma similar a como se ha descrito para la
determinacion de la DHM. En forma paralela se inyectaron volumenes de 0,1 mL de NaCl
0,85%, suero y veneno como control.

Los pardmetros logaritmo del volumen de suero utilizado expresado en microlitros, versus
didmetro de lesién hemorragica fueron graficados y sometidos a analisis estadistico de
regresion lineal, usando el programa LOTUS 123 en una microcomputadora, a fin de
determinar la minima cantidad de suero capaz de producir una disminucién del didmetro de
lesion de 20 a 10 mm. Dicha cantidad se definié como una unidad antihemorragica (UAH). La
potencia del suero se expresa como nimero de UAH/ mL de suero, o por frasco de 10 mL.

3.4.3 Inhibicién del efecto mionecrético en ratdon

Se determind los valores basales de CPK en 3 grupos de ratones. Veinticuatro horas después se
inyectd por via intramuscular la mezcla a ensayarse (control veneno, control antiveneno; o
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veneno-+antiveneno), previa incubacion a 37°C por 30 minutos.

La composicion de las mezclas ensayadas fue:

- Control antiveneno:
25 ul/raton de suero antilachesico comercialliofilizado (Lote 12, INS, Per()
resuspendido en 3mL. (en esta proporcién el suero estd 3,3 veces mas concentrado en
relacion al suero liquido del mismo lote). El volumen final de inyeccién es en rasado a
50 uL con NacCl 0,85%.

- Control Veneno:
50 ul de solucién de veneno liofilizado en NaCl 0,85% (10 mglmL, concentracion final).

- Veneno + imtiveneno:
Se combina volimenes 1:1 de solucién de veneno en NaCl 0,85% (20 mg/mL), con

suero antilachésico comercial (liofilizado Yy resuspendido en 3,3 mL). El volumen final
inyectado fue de 50 uL.

Tres horas después de aplicada la mezcla correspondiente, se colecta las muestras de
sangre para determinacién de la actividad de CPK plasmatica. La actividad mionecrotica
inducida por veneno control, a las 3 horas, fue considerado como 100% de actividad. Los
resultados obtenidos son expresados como porcentaje promedio de inhibicion producida
por el antiveneno, utilizando la formula:

% inhibicidon = 100 - [—E%x 100}

donde:

A = CPK de grupo control veneno a las 3 horas - CPK de grupo con-
trol veneno a las O horas.

B = CPK de grupo control salino a las 3 horas - CPK de grupo con-
trol salino a las O horas.

C = CPK de grupo control antiveneno a las 3 horas - CPK de grupo
control antiveneno a las O horas.

D = CPK de grupo veneno + antiveneno a las 3 horas - CPK de gru-

po control veneno + antiveneno a las O horas.

3.4.4 Inhibicién de Actividad Fosfolipasica

En un ensayo tipico se prepard una mezcla de reaccion veneno-antiveneno cuyo volumen
final fue fijado en 320 uL y contenia:

a) 160 uL de solucion de veneno diluido en NaCl 0,85% (2 ug/mL, 320
ug/tubo ).

b) 160 uL de diluciones apropiadas de antiveneno en NaCl 0,85% (0,1 :1,1:2, 1 :4,1 :8,
1:32, 1 :64, V:V). (suero antilachésico monovalente Lote 10).EI control veneno, estuvo
constituido por 160 uL de solucién de veneno reemplazandose el volumen de antiveneno, por
160 ul de NaCl 0,85%
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El control antiveneno, contenia 160 uL de antiveneno sin diluir, reemplazandose el volumen de
veneno por 160 uL de NaCl 0,85%

La mezcla de reaccion correspondiente se incub6 a 37°C durante 30 minutos, al cabo de los
cuales se adicion6 0,2 mL de emulsién de yema de huevo en buffer tris-HCI 50mM, 10m M
CaCl2 a pH 7,8, llevandose a un volumen final de 1,2 mL con NaCl 0,85%. A continuacién se
determina la absorbancia a 925 nm, a tiempo cero y luego de 10 minutos de incubacion a 41°C.
La actividad se expresa en unidades de absorbancia (Grannis y col) por minuto, en forma
similar a la descrita para el ensayo de actividad de fosfolipasa A2. Los resultados son
expresados como porcentaje de inhibicion utilizando la siguiente formula:

Actividad de la muestra
% inhibicion = 100-( x 100)
Actividad veneno control

La DES50 del antiveneno fue estimada utilizando el método de transformacion en Probits,
empleando como parametros el logaritmo del volumen de antiveneno empleado en microlitros
y el porcentaje de inhibicion obtenido.
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RESULTADOS

4.1 TOXICIDAD AGUDA EN RATOS ALBINOS

El veneno de L. muta inyectado por via intraperitoneal (ip) en ratones produjo intensa
hemorragia en la pared anterior del abdomen del raton, con acumulacién de liquido ascitico
sero-hemorragico y muerte. El valor de la DL50 (ip, 48 horas) fue de 14,1 mg/Kg ratdn con
limites fiduciales (95%) de 15,5y 12,8 mg/Kg. (figura 1).

FIGURA I.- Curva de Log dosis vs. mortalidad para el veneno de Lachesis
muta muta inyectado por via intraperitoneal (48 horas).

4.2. ACTIVIDAD HEMORRAGICA

4.2.1.a Hemorragia en piel del Ratén

El veneno a dosis de 0,5 y 5 ug/ratdn respectivamente, provocod luego de 24 horas de
envenenamiento, intensa hemorragia de aspecto puntiforme localizada en el sitio de inyeccion y
sin progresion hacia la necrosiso Dosis de 150 a 470 ug/ratdon produjeron para el mismo
periodo de tiempo marcada hemorragia en el subdermis, de aspecto coalescente, y con
progresion a la necrosis local en todos los animales inyectados. La solucion de NaCl 0,85% no
produjo hemorragia ni necrosis local.

4.2.2.b Hemorragia en pulmén de perro

Alicuotas de solucion de veneno crudo (2,5 a 5 mg/mL) aplicadas a la superficie pulmonar
canina, produjeron lesiones hemorragicas a los 5 minutos de retirados los discos de papel de
filtro. Las lesiones hemorragicas producidas por el veneno mostraron aspecto petequial, con
tendencia progesiva a la coalescencia.

4.2.3.c Actividad hemorragica en piel de cobayo

Los resultados obtenidos son mostrados en la Tabla 2. El veneno de L muta muta (rango 2,4 a
13,0 ug/O,1 mL) provocdé hemorragia en la piel del cobayo. El diametro de la lesion
hemorragica guardd relacion lineal con el logaritmo de la dosis, en el rango de 10 a 20 mm de
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didametro de lesion a las 24 horas (figura 2); correspondiendo el valor de DHM y DHR a 2,28 y
12,5 ug de veneno respectivamente.

TABLA 2
ACTIVIDAD HEMORRAGICA* DEL VENENO CRISTALIZADO
DE L muta muta EN Cavia aperea var porcellio

DIAMETRO DIAMETRO
HEMORRAGICO HEMORRAGICO
PROMEDIO
(mm)

10,38
1,76
13,24
14,21
16,06
17,67
18,91
19,99

* Una DHM = 2281 ng de veneno
* Una DHR = 12561 ng de veneno

FIGURA 2.- Actividad hemorrégica del veneno de Lachesis muta muta en la piel
del cobayo.
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4.3 ACTIVIDAD MIONECROTICA

El rango normal de la actividad enzimatica plasmatica de creatina fosfoquinasa (CPK) obtenido
en ratones de la Cepa Venezolana fluctu6 entre 55 y 120 U/litro (89,52 :t 30,2 U/litro, n=69).

Los niveles de CPK plasmatica se incrementaron en los ratones envenenados en forma
progresiva y en funcion del tiempo, alcanzando su valor maximo a las 9 horas, tendiendo los
valores a la normalidad a las 24 horas de envenenamiento. No se registré mortalidad temprana
(antes de las 3 horas), en los ratones que recibieron dosis de 120 a 560 ug/raton.

FIGURA 3.- Actividad mionecrética del veneno de Lachesis muta muta en co-
bayos envenenados por la via intramuscular.

4.4 EFECTOS DEL VENENO DE L muta muta SOBRE LA
PRESION ARTERIAL y LA RESPIRACION DEL PERRO

El veneno inyectado en el perro anestesiado en dosis de 10 a 20 uglkg. ev produjo un aumento
en la frecuencia y amplitud respiratoria del animal experimental, que acompafia a la fase de
caida rapida de la presion arterial (n=10).

El veneno de L. muta inyectado por via ev en el perro en dosis de 10 a 200 ug/kg produjo la
caida de la presion arterial (n=20). retornando sélo parcialmente a niveles pretratamiento luego
de 5 a 25 minutos. La inyeccion posterior de nuevas dosis del veneno produce taquifilaxia
(figura 4).

FIGURA 4.- Efectos del veneno de Lachesis muta muta sobre la presién arterial
y la respiracién del perro anestesiado. En () se inyecté el veneno de L. muta mu-
ta por via endovenosa en un perro macho de 8 kg anestesiado previamente con
pentobarbital sédico (30 mg/kg, ev). Se observa una caida inmediata de la pre-
sién arterial, con recuperacién incompleta y presencia de taquifilaxia.
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Una dosis mayor o igual a 100 ug/kg produjo una dramatica caida de la presion arterial (figura
5) acompariada de alteraciones marcadas de la dindmica respiratoria caracterizadas por: apnea
de corta duracion. seguida de polipnea y disminucién gradual de la amplitud respiratoria. hasta
llegar al paro respiratorio conducente a la muerte. La aplicacién de respiracion artificial
impidi6 la muerte a 4 perros inyectados con dosis de 100 a 700 ug/kg evo La magnitud de la
respuesta hipotensora producida por el veneno asi como la duracion del efecto fue proporcional
a la dosis de veneno inyectada.

S
i
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FIGURA 5.- Efectos del veneno de Lachesis mute muta (1mg/kg, ev) scbre
la presidon arterial y la respiracién del perro anestesiado. El trazado superior
corresponde al registro de los movimientos respiratorios. La inyeccién del
veneno (] ) a esta dosis provocd hipotensién arterial inmediata e irreversible
seguida de paro respiratorio y muerte del animal experimental (perro ma-
cho, 7 kg)

El efecto hipotensor del veneno (10 ug/kg.ev) no fue bloqueado por atropina (0.17 mg/kg. evo
n=4) (figura 6); propanolol (5 mg/kg. evo n=4); cloroprofenpiridamina (3-10 mg/kg. evo n=3)
(figura 8); ni dibenzilina (2 mg/kg. evo n=4). La droga simpaticomimética, cocaina
(5mg/kg,ev) no alterd el efecto presor producido por el veneno de L. muta (n=3). El agente
bloqueante ganglionar hexamethonio aplicado en dosis intravenosa de 4 mg/kg, la que es capaz
de producir el bloqueo completo de los efectos vasculares y respiratorios de la nicotina (30-60
ug/kg, ev, n=3), no impidid la hipotension provocada por la inyeccion del veneno. La respuesta
presora, fue sin embargo alterada por el hexamethonio, observandose la ausencia de
recuperacién de la presién arterial en los perros tratados con este agente. (figura 7). El efecto
hipotensor del veneno de L. muta (10 ug/kg,ev) no fue alterado por la inyeccién previa de la
nicotina (n=3) (figura 7).

La preincubacion del veneno de L. muta (100-500 ug/ml) en presencia de aprotinina (Trasylol,
100-500 unidades inhibidoras de Kalikreina), impidié totalmente el efecto hipotensor
producido por una dosis equivalente a 15 ugjkg evo del veneno en el perro anestesiado (n=3)
(figura 9). La aprotinina inyectada por via endovenosa a dosis menores de 400 UIK, cinco
minutos antes de la inyeccion evo de veneno (15 ug/kg) no impidié la ocurrencia de respuesta
hipotensora (figura 10).
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FIGURA 6.- Accion de la atropina sobre el efecto hipotensor del veneno de L.
muta muta en perro anestesiado: a (pre-tratamiento); b (post-tratamiento). En a
se inyecto acetilcolina (A) y veneno (V) por via endovencsa. Entre ay b el regis-
trador se detuvo durante 10 minutos, y se aplicé atropina (0,17 mg/kg, ev). En
la figura se observa que la atropina produjo blogueo total de la accidén hipoten-
sora de la acetilcolina sin afectar el efecto hipotensor provocado por el veneno
de serpiente.
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FIGURA 7.- Efectos del blogueante ganglionar hexamethonio sobre la accién hi-
potensora del veneno de L. muta muta: A (pre-tratamiento); B (post-tratamiento).
En A se inyectd nicotina ( & ) y veneno ([7) por via endovenosa. En B el registra-
dor se detuvo durante 10 minutos, y se aplicé hexamethonio (4 mg/kg, ev). En
la figura se observa que el hexamethonio bloqueé totalmente la respuesta preso-
ra de la nicotina sin impedir la aparicién del efecto hipotensor provocado por una
dosis de 15 ug/kg de veneno lachésico en un perro macho de 12 kg.
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FIGURA 8.- Accién de la clorofeniramina sobre el efecto hipotensor del veneno
de L. muta muta en perro anestesiado: A (pre-tratamiento); B (post-tratamiento).
En A se inyecté histamina (@) y veneno ([]) por via endovenosa. En B y C el
registrador se detuvo durante 10 minutos, y en C se aplicé clorofeniramina (10
mg/kg, ev). En la figura se observa que la clorofeniramina produjo bloqueo de la
accién hipotensora de la histamina sin modificar el efecto hipotensor provocado
por el veneno de serpiente.

4.5 EFECTOS EN ORGANOS AISLADOS

4.5.1 Efectos del veneno sobre preparaciones musculares lisas

El veneno de L. muta (1 a 100 uglmL) produjo contractura de larga duracion (hasta 15 minutos)
del ileon aislado de rata (n=15), sin incremento de motilidad espontanea. El efecto
contracturante intestinal es dosis-dependiente y no taquifilactico a bajas concentraciones (n=6).
Concentraciones elevadas (mayores de 100 uglmL), provocaron intensa contractura de la
preparacion, de dificil relajacion mediante lavado y seguida de taquifilaxia. A concentraciones
finales de 27 a 90 uglmL no se produjeron efectos significativos en la aorta aislada de conejo
(n=2), sin embargo, concentraciones de 0,3 a 20 uglmL provocaron contractura del Gtero de rata
in vitro (n=10) seguido por el aumento del namero y amplitud de las contracciones espontaneas
de la preparacion. El efecto ocitécico del veneno no fue bloqueado por atropina (1,67 uglmL), a
pesar de ser esta una concentracion Optima para blogquear la contractura producida por
acetilcolina a concentracién final de 0,2 uglmL (n=4).

10 minutos

FIGURA 9.- Accién hipotensora arterial del veneno de L. muta muta: efectos de la
preincubacién del veneno en presencia de aprotinina. En el experimento, 200 ug/mL
de veneno se preincubaron a 37°C durante 30 minutos en presencia de aprotinina
(O =1000 y @ =500 UIC /ml, C.E) y se inyectaron inmediatamente por via endove-
nosa en el perro anestesiade (6 kg). fijando la dosis correspondiente de venenc apli-
cado en 15 ug/kg. En la figura se observa que el veneno ([]) provoca hipotensién
arterial, la que es inhibida mediante preincubacién en presencia de aprotinina.
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FIGURA [0.- Accidn hipotensora arterial del veneno de L. muta muta:
efectos del tratamiento con aprotinina in vivo. En A, se aplicé veneno ()
por via ev (15 ug/kg). En B el registrador se detuvo durante 20 minutos, y se
inyectd 50,000 UIC de aprotinina por via endovenosa y 15 minutos después
se aplicé una segunda dosis de venenc lachésico ([1 ). La aprotinina no im-
pidid la aparicién del efecto hipotensor del veneno lachésico. (Perro macho,
8 kg).

4.5.2 Efectos sobre la preparacion nervio frénico-diafragma de rata

El veneno de L. muta no afectd la preparacion neuromuscular de nervio frénico-
diafragma de rata. en rango de 1 ug/mL a 1 mg/MI, para un periodo de observacion
de 2 horas (n=8).

4.6 AGLUTINACION PLAQUETARIA

La ristocetina (5 ug/mL). la trombina bovina (5-10 UjmL). el ADP (10 M) Y el colageno (3
mg/mL). potentes agentes agregantes plaquetarios fueron incapaces de aglutinar las plaquetas
fijadas y resuspendidas en tampon fosfato. Ambos venenos estudiados produjeron aglutinacion
de las plaquetas lavadas formolizadas (figura 11). Este efecto es probablemente independiente
de la accion de los factores procoagulantes presentes en el veneno como la enzima similar a
trombina. puesto que ocurren en ausencia de plasma.
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1
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. —e— B.brazili —#8— L. muta muta

FIGURA 1 1.- Aglutinacion plaquetaria in vitro inducida por veneno de Bothrops
brazilii y Lachesis muta muta.

El veneno de B. brazilii, produjo aglutinacion de las plaquetas a concentraciones finales de 54,4
a 435 uglmL. El efecto aglutinante presentd una onda monofésica, y la magnitud del efecto
aglutinante para ambos venenos fue dosis dependiente. El veneno de L. muta muta requirio de
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concentraciones 37,5 veces mayores para inducir aglutinacion plaquetaria, con respecto al
veneno de B. brazilii. Las dosis aglutinantes 50% (DA 50) obtenidas para ambos venenos son
mostradas en la Tabla 3.

&

-

TABLA 3 _
AGLUTINACION DE PLAQUETAS HUMANAS INDUCIDA
~ "POR ELVENENO DE B. brazilii y L. muta muta

ESPECIE DA50+ LIMITES FIDUCIALES 95%
i) INFERIOR  SUPERIOR

Lmitomua 3454 2608 4557 |
B. brazilii 922 83,4 101,9

+ Dosis aglutinante 50%

4.7 ASPECTOS BIOQUIMICOS

4.7.1 Contenido protéico y actividades enzimaticas en el veneno de L muta muta

El contenido protéico del veneno lachésico estimado por el método de Lowry, fue de 61 % (610
ug/mg de veneno desecado).

El veneno de L. muta muta posee actividad proteolitica sobre los substratos TAME vy caseina;
hidrolizé el sustrato sintético para kininogenasas, Chromozym@ PK, y coagul6 el fibrindgeno
bovino (figura 12). La curva de calibracion obtenida con la trombina standard es mostrada en la
figura 13. La potencia coagulante del veneno desecado de L. muta muta fue estimada en 52,1
Unidades INHjmg de veneno. De la comparacion de la actividad del veneno en unidades por
mg de peso seco, el veneno resulté tener una potencia similar a la de trombina comercial
(Sigma) utilizada como standard. (figura 14)

FIGURA 12.- Efecto coagulante del veneno de Lachesis muta muta sobre fibriné-
geno bovino.
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FIGURA 13.- Efecto coagulante de la Trombina Sigma sobre fibrinégeno bovino.

FIGURA 14.- Curva comparativa de la potencia coagulante del veneno de Lache-
sis muta muta versus Trombina standard (Sigma).

En la Tabla 4 se muestran las actividades especificas obtenidas para las actividades enzimaticas
estudiadas. El veneno de L. muta carece de actividad de acetilcolinesterasa en el rango
estudiado de (0,1 a 10 mglmL). Asimismo, carece de capacidad inhibitoria sobre las
colinesterasas plasmaticas en el rango de 0,1 a 20 mgimL.
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TABLA 4
ACTIVIDADES ENZIMATICAS DELVENENO CRISTALIZADO
DE L. muta muta

ENZIMA ACTIVIDAD
ESPECIFICA (%)
FOSFOLIPASA A2 1,18 U/mg
TAMESTERASA 1,47 U/mg
CASEINOLITICA 54,00 mU,/mg
KININOGENASA 252,00 U/mg
l COAGULANTE 52,10 UINH/mg

(*) Expresado en funcién del peso seco del veneno cristalizado (é1% de contenido protéico).

4.7.2 Filtracion en gel: actividades hiPotensora, hemorragica y
liberadora de Kininas, TAMEsterasa y coagulante.

En la tabla 5.a se muestra los resultados obtenidos al utilizar los tres sistemas de filtracion
propuestos. En la Tabla 5.b se muestran los coeficientes de distribucion (Kd) de cinco
actividades biol6gicas estudiadas con el sistema 3.

TABLA 5.a

SEPARACION DE ACTIVIDADES BIOLOGICAS DEL VENENO DE
Lachesis muta muta MEDIANTE CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G- 100

ACTIVIDAD SISTEMA | SISTEMA 2 SISTEMA 3
BIOLOGICA PICO PICO PICO
1 2 3 1273 4 586 172 3485 6.7

HIPOTENSORA + + + + o+
HEMORRAGICA

* RATON + + + + + +

* PULMON CANINO & bt o

* COBAYO * b %
CASEINOLITICA + 4+ + + o+
TAMESTERASA + +
KININOGENASAS &+
COAGULANTE + +

TABLA 5.b

COEFICIENTE DE DISTRIBUCION (Kd) DE 5 ACTIVIDADES
BIOLOGICAS DEL VENENO DE L. muta muta EN EL SISTEMA 3
DE FILTRACION EN GEL SEPHADEX G-100 (SF)

ACTIVIDAD PICO DE ACTIVIDAD #
BIOLOGICA | 2 3
CASEINOLITICA 0,09 0,45
TAMESTERASICA 0,23 0,35

HIPOTENSORA 0,41

COAGULANTE 0,21

HEMORRAGICA 0,15 0,35 0,67
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4.7.2.a Sistema |

La filtracién en columna de Sephadex G-100 fino. utilizando como eluyente al tampon Tris
0.05 M - Na CI 0.15M a pH 8.5, permitié la separacién del veneno de L. muta en 3 picos de
absorbancia a 280 nm. (figura 15).

La actividad hipotensora correspondi6 al segundo pico eluido. Los componentes responsables
de la actividad Kininogenasica (similar a kalikreina) coeluyeron en este sistema de
fraccionamiento, conjuntamente con la actividad hemorragica detectada en pulmén canino y la
actividad hipotensora.
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FIGURA |5.- Gel filtracidon en Sephadex G100 Fino del veno de L. muta muta.
La columna (1,5 x 6,3 c¢m) fue equilibrada con buffer tris 0,05 M-NaCl 0,15 M a pH
8,5. El veneno se eluyd con el buffer de equilibrio a un flujo de 6 mL/h a 20°C,
y el eluyente se colecté en fracciones de 2,5 mL. La absorbancia a 280 nm se re-
gistré espectrofotométricamente (——) y las actividades hipotensora () y he-
morrigica se ensayaron en perro ( ¥ ). La actividad de Kalikreina { % ) se deter-
mind utilizando N-Bz-Pro-Phe-Arg-pNa como substrato.
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4.7.2.b Sistema 2

La filtracion en columna de Sephadex G-100 superfino, utilizando como tampdn eluyente Tris
0,05 M- NaCl 0,15 M a pH 8,5, permitid la separacion del veneno de L. muta en 6 picos de
absorbancia a 280 nm. (figura 16).

Se detectd la presencia de actividad hemorragica luego de la inyeccion intradérmica en ratones,
en 5 de los 6 picos obtenidos (1, 2, 3, 4 Y 6). El pico 5 no mostr6 actividad hemorragica en las
condiciones experimentales utilizadas en el presente estudio. Mediante la técnica de Bonta se
registré actividad hemorragica luego de la aplicacion tdpica sélo en los picos 1,2 Y 3. La
actividad hipotensora arterial se detect6 en los picos 4 Y 5. (Figura 16).

Los resultados presentados en la figura 16, muestran que para la deteccion de la actividad
hemorragica del veneno lachésico, la técnica de Bonta en pulmén canino, es menos sensible
que la técnica de inyeccion intradérmiea en raton.
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FIGURA 16.- Gel filtracion en Sephadex G-100 S.F. del veneno de L. muta muta.
La columna (1,5 x 63 cm) fue equilibrada con buffer tris 0,05 M -Na Cl 0,15 M pH
8,5. La muestra se eluyé con el buffer de equilibrio a un flujo de 2,5 mLh a 20
°C. La absorbancia a 280 nm se registré espectrofotométricamente { —) 9 y la
actividad hipotensora ( mis ) se ensayd en el perro anestesiado. La actividad he-
morrégica fue ensayada por dos métedos: de Bonta en pulmén de perro (@) v
Kondo en piel de raton { @ ).

4.7.2.c Sistema 3

La filtracidn en columna de Sephadex G-100 superfino, utilizando como eluyente al tampén
acetato de amonio 0,2 M a pH 8.4, separ6 al veneno de L. muta, hasta en 7 picos de
absorbancia a 280 nm. (figuras 17, 18, 19 Y 20).

Se detect6 la presencia de por lo menos 4 fracciones con actividad hemorragica en cobayos.
(figura 17), y dos con actividad proteolitica sobre caseina. (figura 18). Una de ellas
correspondiente a proteinas de alto peso molecular que coeluyen en este sistema
cromatografico.

Se detect6 un solo pico de actividad coagulante sobre fibrindgeno bovino (figura 19), la que
coeluye con la mayor actividad tamesterasica (figura 20). La actividad hipotensora se eluye en
forma separada de la fraccion coagulante, y coeluyente con una fraccion de baja actividad
(figura 20) y hemorrégica (figura 17).

Con ambos sistemas 2 y 3, de filtracién en Sephadex G-100 Superfino, se obtuvieron perfiles

40



de elusion similares, observandose de 6 a 7 picos protéicos para el veneno cristalizado de L.
muta muta.

4.7.3 Recromatografia de la fraccion hipotensora

La recromatografia de la fraccién hipotensora obtenida en ambos sistemas empleando
columnas de Sephadex G-100 (no graficado) resultdé en mayor resolucion y permitié la
separacion de una fraccion mayor con actividad hipotensora, y dos menores, la primera de las
cuales presenta actividad coagulante. La recromatografia de la fraccion hipotensora obtenida
en ambos sistemas empleando columnas de sephadex G-SO y G-1S0 no brindd mayor
resolucién. La actividad hipotensora obtenida en ambos sistemas empleando columnas de
Sephadex G-SO y G-1S0 no brindé mayor resolucion. La actividad hipotensora no es
dializable contra agua destilada y mantiene su actividad en congelacion hasta por periodo de 2
afios.

~ ABSORBANCIA A280 nm —H— ACT. HEMORRAGICA

FIGURA 17.- Perfil de elusién cromatogrifico de la actividad hemorragica del ve-
neno de Lachesis muta muta en Sephadex G-100 Superfino. Condiciones experimen-
tales similares a las de la Figura 15.

—%— ACT. CASEINOLITICA

TR 3

FIGURA 18.- Perfil de elusién cromatografico de |a actividad caseinolitica del ve-
neno de Lachesis muta muta en Sephadex G-100 Superfino. Condiciones experi-
mentales similares a las de la Figura 15.
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FIGURA [9.- Perfil de elusiéon cromatografico de la actividad coagulante similar a

trombina del venenc de Lachesis muta muta en Sephadex G-100 Superfino. Condi-
ciones experimentales similares a las de la Figura 15.

~ ABSORBANCIA A280nm
—-— ACT. HIPOTENSORA

—+— ACT TAMESTERASICA

FIGURA 20.- Perfil de elusion cromatografico de la actividad tamesterasica e hi-

potensora del veneno de Lachesis muta muta en Sephadex G-100 Superfino. Con-
diciones experimentales similares a las de Figura 15.

4.8 ESTUDIO DE NEUTRALIZACION E INHIBICION DE ACTIVIDADES
BIOLOGICAS POR SUERO ANTILACHESICO COMERCIAL

El suero antilachésico fue capaz de inhibir in vitro y con diferentes potencias, las actividades
hipotensora, fosfolipasica, mionecrdtica, hemorragica, y coagulante respectivamente. Los
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resultados obtenidos son resumidos en la Tabla 6.

TABLA 6
ACTIVIDAD INHIBIDORA DEL ANTIVENENO COMERCIAL PARA
CUATRO ACTIVIDADES BIOLOGICAS DEL VENENO DE L. muta muta

DOSIS DE ACTIVIDAD INHIBITORI

ACTIVIDAD RETO DE ‘
BIOLOGICA YENENO NOMBRE VOLUMEN DE UmL
it (ug)* DELA  ANTIVENENO
UNIDAD NEUTRALIZANTE
(ul)
HEMORRAGIA 120+ UIH 1,29 775,0 7751,9
FQSFOLIPASA A2 80,0 ++ DE5S0 35,8 27,9 279,3
TOXICA LETAL 185,0 ** DE50 59,0 16,9 169,5
COAGULANTE 200% UIAC 21,9 45,7 4572 |
(*) Dosis de reto de veneno utilizada (**y 2DL50
(+) Una DHR ($) ug/tubo
{(++) ug/tubo

4.8. | Neutralizacién de la actividad letal

Los resultados obtenidos son mostrados en la Tabla. 7 y la figura 21. La DE50 antiletal del
suero antilachésico (INS, lote 10) fue de 59 uL (limites fiduciales 95% de 39,9 y 87,2 uL
respectivamente). La potencia de suero expresada en términos de DE50 antiletales/mL fue de
16,9

TABLA 7
NEUTRALIZACION DE LA ACTIVIDAD LETAL DEL VENENO DE

Lachesis muta muta POR SUERO ANTILACHESICO (INS, LOTE 10) (+)

Veneno
L. muta
(mglkg)*
1 9,25 400 : 100 0
2 9.25 200 200 0
3 9.25 100 300 33
4 19,25 50 350 50
5 g5 30 370 83
6 9,25 12 388 100
control veneno 0,00 = 0 500 100

(*) Dosis de reto = 2DL50, ip., 48 horas.
{(+} Volumen final de inyeccion = 0,5ml.
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FIGURA 21.- Curva de neutralizacién de letalidad del veneno de Lachesis muta
muta por suero antilachésico monovalente (INS, Per, Lote 10).

4.8.2 Inhibicion de la actividad mionecrotica en ratén

El incremento de la actividad de CPK plasmatica observado a las 3 horas de la inyeccion im de
500 ug de veneno ofidico fue inhibido parcialmente por el suero antilachésico comercial
concentrado 3,3 veces (figura 22). Se observaron convulsiones en algunos ratones inyectados
con la mezcla veneno y suero durante la primera hora del envenenamiento.

FIGURA 22. Inhibicién de la actividad mionecrética del veneno de Lachesis muta
muta (500 ug/ratén) por el suero antilachésico monovalente a las 3 horas pos-
teriores a la inyeccién (INS, lote 12; 25 ul 3,3X)
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4.8.3 Inhibicién de actividad hipotensora

Una ampolla de 10 mL neutraliza in vitro el efecto hipotensor de 24 mg de veneno desecado de
L. muta. (Tabla 8). Luego de repetidas inyecciones de la mezcla de veneno y antiveneno, es
necesaria la inyeccion de dosis de concentracién elevada de veneno lachésico (43 ug/kg,ev)
para obtener hipotension en el perro. La inyeccion endoven osa de 2 mL de suero antilachésico
previa a la inyeccion del veneno de L. muta (15 ug/kg,ev) no impidio el efecto hipotensor del
veneno (figura 23)

TABLA 8
ACTIVIDAD ANTIHIPOTENSORA DEL SUERO ANTILACHESICO (¥)
Veneno (+) Suero NacCl Volumen Hipotension
L. muta antilachésico 0,85% final Arterial
(ug/0,5 mL) (mL) (mL) (mL) en perros
75 0.5 --- 1,0 Ausente
150 0,5 --- 1,0 Ausente
300 0,5 --- 1,0 Ausente
600 : 0,5 --- 1,0 Ausente
1200 0,5 --- 1.0 Ausente
2400 0,5 --- 1,0 Presente
75 --- 0,5 1,0 Presente
2400 --- 0,5 1,0 Presente

(*) Lote 9, Instituto Nacional de Salud, Lima Pera
(+) Dosis inyectada al perro equivalente a 15 ug/kg ev fue ajustado a la dosis requerida.
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FIGURA 23.- Accion hipotensora del veneno de L. muta muta: neutralizacién
in vitro por el suero antilachésico peruano: En un experimento tipico se incubd
una cantidad variable de veneno (Y1=150 ug: Y2=300 ug; Y3= 600 ug de ve-
nenc,/mL suero, C.F.) en presencia de 0,5 mL de suero antiveneno a 37°C du-
rante 30 minutos. A continuacidn se procede a la prueba de titulacién en perros,
fijlando una dosis equivalente de veneno de 15 ug/kg ev. En A se inyectd 0,5 mL
de suero antilachésico (S) por via endovenosa, y veneno ofidico incubado con
suero antiveneno (Y4, Yo, Y3). En B se inyectd veneno preincubado en presen-
cia de NaCl 0,85% (\11, \;2.Y3) en similares condiciones experimentales a las em-
pleadas para el suero antiveno. El suero antiveneno inhibid in vitro al veneno, im-
pidiendo su efecto hipotensor.
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4.8.4 Inhibicion de lo Actividad hemorréagica

En la Tabla 9 y la figura 24 se muestran los resultados obtenidos en los experimentos de
inhibicion del efecto hemorragico de veneno lachésieo por suero antilachésico (Lote 13). La
unidad antihemorragica (UAH) fue estimada mediante analisis de regresion lineal en 12.88 uL
para el antiveneno diluido 1/10. La potencia antihemorragica estimada del antiveneno
correspondié a 98 uL/mg de veneno lachésico (Tabla 6). La potencia neutralizante in vitro fue

estimada en 775 UAH por mililitro de suero antilachésico del lote analizado, equivalentes a 7
752 UAH por vial.

TABLA 9
ACTIVIDAD ANTIHEMORRAGICA DEL SUERO
ANTILACHESICO COMERCIAL

Volumen de . Log Didmetro Diimetro
suero (ul) Yolumen Promedio Promedio
incubado (ulL) Hemorragico Eseperado

con | DHR* (mm) (mm)

6,20 ‘ 0,78 20,00 19,52
7.28 0,86 16,89 17,16
8,1 0,90 16,10 15,97
8,80 e 0,94 14,00 14,80
10,64 1,03 12,54 12,44
12,57 1,10 10,71 10,36

* Una DHR=13.1 ug de veneno
+ Una UAH=1.288 ulL de antiveneno sin diluir,/13.1 ug de veneno
@ Suerc antilachésico diluido 1,10

Figura 24.- Curva de inhibicién de la actividad hemorragica del veneno de Lache-

sis muta muta por suero antilachésico monovalente (INS, Pera, Lote 10). La activi-
dad hemorrégica fue ensayada en piel de cobayo.

4.8.5 Inhibicién de la actividad de fosfolipasa A2

El suero antilachésico (INS, Lote 13) presentd actividad inhibitoria para la actividad de la
enzima fosfolipasa del veneno lachésico. La DES50 antifosfolipasica del suero estudiado,
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obtenida mediante el método de transformacién en Probits fue de 35,8 uL/80 ug de veneno
equivalentes a 0,32 uL jug de veneno. (figura 25).

FIGURA 25.- Curva de inhibicién de la actividad fosfolipasica A2 del veneno La-
chesis muta muta por suero antilachésico monovalente (INS, Perd, Lote 10). Para
ensayo se empleé la técnica turbidimétrica de Marinetti.

4.8.6 Actividad inhibitoria de la actividad coagulante del veneno de Lachesis muta muta

El suero antilachésico a dosis de 1,8 uL/ug de veneno, y en un volumen final de 0,5 mL/tubo,
fue capaz de retardar el tiempo de coagulacion de 82 a 164 segundos. En la Figura 26 se
muestran los resultados de inhibicién de la actividad coagulante por suero antilachésico. El
valor de una unidad inhibitoria de coagulacion (UIAC) correspondi6 a 21,87 uL.

Figura 26.- Curva de inhibicién de la actividad coagulante del veneno de Lachesis
muta muta por suero antilachésico (INS, Perd, Lote 12).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que el veneno de Lachesis muta es
hemorragico, mionecrdtico, hipotensor arterial, procoagulante in vitro y aglutinante
plaquetario, ademés de letal para ratones y perros. Asimismo, carece de actividad relajante de
masculo liso vascular (aorta), es poco activo sobre musculo cardiaco y carece de actividad
blogueante neuromuscular, siendo sin embargo un potente agente estimulante de musculo liso
uterino e intestinal.

El veneno de L. muta provoc6 edema y hemorragia local en el sitio de la inyeccion, ademas de
mionecrosis detectada por el incremento de actividad de CPK plasmaética, transtornos de la
coagulacion sanguinea (anticoagulacion y sangrado), hipotermia, dificultad respiratoria y
muerte. Previamente se ha reportado, ademas, la presentacion de una disminucién marcada de
los niveles de proteinas plasmaéticas totales en ratones envenenados (49) y hemoaglutinacion
37)

Los estudios de Zavaleta (124) e Incio e Incio (53) publicados en 1985 y 1986.
respectivamente, asi como los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el veneno de
L. muta muta posee baja toxicidad. Estos resultados son similares a los obtenidos en Costa Rica
por Bolafios y colaboradores (12). Sin embargo, podria esperarse un incremento en la toxicidad
del veneno si consideramos la elevada cantidad de veneo que puede ser obtenida de ejemplares
adultos de tamafio promedio, las que fluctian entre 250 y 350 mg. por serpiente. Esta cantidad
representa una produccion de veneno 6 a 8 veces mayores que las observadas para otros géne-
ros de serpientes (13, 14).

La hemorragia local es uno de los efectos biol6gicos mas importantes ocasionados por la
mordedura de serpientes, y es particularmente importante en el caso de las serpientes vipéridas
y crotalidas (16,17, 38, 39,40, 53). En los casos menos severos, la hemorragia se limita al
tejido cutaneo y subcutaneo del sitio de inyeccion, pero en los casos mas graves puede afectar
la capa muscular pudiendo en algunos casos observarse, ademas, intenso sangrado en diversos
organos internos, como los pulmones, el corazon, los rifiones, los intestinos y el cerebro (59,
96, 108). Sin embargo los mecanismos fisiopatogénicos para este efecto a distancia no han sido
esclarecidos adn.

El reporte mas temprano sobre estudios del efecto hemorréagico del veneno de Lachesis muta
fue realizado en el Peri en 1954 por Vellard (112), sefialandose que este veneno era
fuertemente hemorragico, pero sin llegar a cuantificarse esta actividad.

Hasta hace poco tiempo se creia que algunos factores de coagulacion eran responsables de la
hemorragia; y que las proteasas del veneno eran capaces de lesionar los capilares y provocar el
sangrado. Ambos conceptos son aparentemente erroneos; la hemorragia es provocada por toxi-
nas especificas que lesionan el endotelio capilar provocando extravasacion sanguinea. Estas
toxinas son conocidas como factores hemorragicos o hemorraginas, aceptandose que el estado
de anticoagulacidn coadyuva a la hemorragia, pero por si solo no es capaz de provocarla; y que
las proteasas del veneno eran capaces de lesionar los capilares y provocar el sangrado. Ambos
conceptos son aparentemente erréneos; la hemorragia es provocarla (59, 108). Kondo y
colaboradores en colaboradores en 1960 disefiaron una prueba sencilla y practica en conejos,
en la que se inyectan diluciones del veneno (o de la hemorragina) por via subcutanea y después
de un tiempo fijo se mide el area hemorragica en la cara interna de la piel. Una unidad
hemorragica fue definida como la menor cantidad de veneno que produce una lesion
hemorragica de 10 mm de didmetro en 24 horas (58).
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Por los estudios histoldgicos de las lesiones hemorragicas producidas por venenos de
serpientes a nivel cutaneo se conoce que las hemorraginas de estos venenos provocan dos tipos
de efectos en los capilares:

a) La destruccion de porciones del endotelio, formando rupturas por donde escapan los
hematies.

b) La formacién de espacios virtuales entre las células endoteliales, por donde migran los
eritrocitos.

La presencia de fracciones hemorragicas en el veneno de L. muta muta. se ha demostrado en
los tres modelos ensayados: piel de raton y cobayo, asi como la superficie pleural del perro. En
cobayo de DHM obtenida fue de 2.2 ug. la que es mayor que la reportada recientemente por
Aguirre y col para veneno de otra serpiente peruana B. barnetti (3). La DHM obtenida por
Incio e Incio (53) para veneno crudo cristalizado de L. muta en ratones fue de 2.5 ug. la que es
la ligeramente mayor que la obtenida por nosotros en cobayos.

Las potencias hemorragicas de una serie de venenos ofidicos en raton fue reportada por
Gutiérrez y Chaves (40). Dichos resultados coinciden con los obtenidos por nosotros,
demostrandose que el veneno de L. muta es poseedor de una potente actividad hemorragica en
comparacion con la mayoria de venenos botrépicos y el veneno de C. durisus durisus. El ve-
neno de B. picadoi de Costa Rica, resultd el veneno mas hemorragico de aquéllos estudiados de
centro y sudamérica.

La comparacion realizada empleando el sistema 2 de filtracion. entre el efecto hemorragico
producido por la técnica de Kondo en raton y la técnica de Bonta en pulmon canino. sugieren
gue el método de Kondo podria ser mas sensible que el método de Bonta, por lo que podria
utilizarse para estudios de identificacion de las fracciones hemorragicas en las diferentes etapas
de purificacion de estos factores.

Estudios no publicados realizados por Castillo en nuestro laboratorio. han mostrado que la piel
del abdomen del cobayo es mas adecuada que la piel del conejo para el estudio cuantitativo de
la hemorragia inducida por veneno de L. muta. Esta técnica ha sido aplicada en el estudio de las
fracciones obtenidas al utilizar el sistema 3 de filtracion en Sephadex, demostrandose la
existencia de por lo menos 4 fracciones con actividad hemorrégica en el veneno de L. muta
muta.

Flores y colaboradores aislaron y caracterizaron recientemente una proteina hemorrégica del
veneno de L. muta colectado en Brasil. Esta hemorragina correspondi6 a una proteina basica de
100 KD de peso molecular que carece de actividad proteolitica sobre caseina. A pesar de haber
empleado una técnica diferente de fraccionamiento a la empleada por nosotros. esta
hemorragina pareceria corresponder a la primera hemorragina eluida de la columna de
Sephadex G-100 en nuestro sistema 3 (resultados no publicados).

Diversos tratamientos han sido ensayados en el intento de reducir este efecto (38. 59. 84. 90.
108) de ellos el mas aceptado es el seroterapico utilizando antivenenos mono y polivalentes.
semejantes al utilizado en el presente estudio. No obstante. a pesar de lo sugerido por la OMS
(119). la potencia antihemorragica de los diferentes antivenenos no es tomada en cuenta
cuando se realizan los ensayos de evaluacién de su capacidad antitoxica. Investigadores
costaricences han demostrado que de todos los efectos farmacoldgicos que provocan los
venenos estudiados por ellos. el mas facilmente neutralizado por el suero antiofidico es la
hermorragia (16).
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Puesto que en el Perl no se han realizado a(n estudios sistematicos de la actividad
neutralizante de los antivenenos comerciales disponibles localmente, resultaba imprescindible
la realizacion de un estudio que verificara dicha potencia protectora frente a los diferentes
efectos locales y sisteméticos del veneno. En este estudio utilizamos por primera vez al cobayo
como modelo experimental para la titulacion de la potencia antihemorragica de sueros
comerciales, obteniéndose resultados altamente reproducibles y a bajo costo. De los resultados
obtenidos se puede deducir que los factores hemorragicos. mionecroticos y letales de este
veneno son inmunogénicos. lo que es demostrado por la presencia de actividad inhibitoria
observada en la fraccion gamaglobulinica del suero antilachésico monovalente (Tabla 6).

La potencia del suero antilachésico monovalente fue estimada en 98 uLjmg de veneno, lo que
representa una elevada actividad antihemorragica en comparacion con aquellas reportadas en la
literatura para otros antivenenos comerciales (16. 41, 71). Esta puede ser atribuida a las
elevadas dosis de veneno utilizadas en la inmunizacion de equinos en nuestro pais (alredor de 4
gramos por equino), en comparacion con los 50 a 100 mgj equino utilizados en otros paises
como Brasil, México y Costa Rica (16).

La mionecrosis al igual que la hemorragia local, constituye otro de los efectos locales de mayor
importancia médica en el ofidismo, conduciendo en casos extremos a la pérdida total del
masculo (108) .

La actividad de CPK plasmética se incrementd significativamente en ratones tratados con
veneno, observandose el efecto dosis dependiente y maximo entre las 6 y las 9 horas. Bolafios
(16) ha demostrado en el envenenamiento experimental por Bothrops asper que cuando el CPK
alcanza los valores mas altos, el cuadro histélogico todavia no ha evolucionado totalmente, es
decir la determinacion de CPK puede predecir la severidad del evento, aun cuando todavia no
haya manifestaciones histolégicas visibles, por lo que resulta un indicador de utilidad en la
practica médica.

El antiveneno nacional (suero antilachésico monovalente) inhibié parcialmente al efecto
mionecrotico del veneno. Sin embargo, se necesitdé concentrarlo 3.3 veces para obtener este
efecto. Estos resultados son similares a los reportados por Ownby, empleando antiveneno
crotalico polivalente en la neutralizacion de la actividad mionecrética del veneno de diversas
especies norteamericanas del género Crota/us (83, 84, 85, 86).

Puesto que el veneno es aplicado accidentalmente durante la mordedura por via casi siempre
intramuscular, el efecto mionecrético ocurre precozmente. La mayoria de las miotoxinas
conocidas, son proteinas con o sin actividad fosfolipasica, de bajo peso molecular y
caracteristicamente poco inmunogénicas, de ello la pobre eficacia de los antivenenos
actualmente disponibles en forma comercial, para neutralizar este efecto (44).

Pocos son los estudios descritos en la literatura especializada, sobre los efectos toxicos del
veneno de L. muta muta por diferentes vias de inyeccién. Incio e Incio (53) y Siles y col. (101)
no obtuvieron resultados satisfactorios al inyectarlo por via endovenosa en ratones debido a la
ocurrencia de muertes inmediatas ocurridas después de la inyeccion de veneno por esta via.
Este efecto ha sido atribuido a la accién inmediata del factor hipotensor del veneno (124), y
pudiera ser responsable de la progresiva dificultad para la obtencion de las muestras de sangre
de la cola del raton, observada por nosotros durante el envenenamiento.

El modelo de plaquetas lavadas y formolizadas permite estudiar su rol en la homeostasia. La
aglutinacidn se define como la adherencia de las plaquetas entre si, y constituye la etapa inicial
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dentro de un proceso mucho mas complejo: la agregacion plaquetaria. En este Ultimo proceso
intervienen ademas los procesos de exocitosis plaquetaria de numerosos agentes vasoactivos
(serotonina, ADP, etc.) y la fusion de las membranas para constituir el tapon plaquetario. El
fendbmeno de aglutinacion de plaquetas fijadas constituye una resultante de la interaccion de
diferentes sustancias que actlan selectivamente sobre la membrana de la plaqueta. Tanto la
ristocetina, como la trombina, el ADP y el colageno son potentes factores agregantes
plaquetarios y requieren de la integridad de su sistema metabdlico para inducir la agregacion.
Las plaquetas formolizadas carecen de actividad agregan te, debido a que no cuentan con la
totalidad de sus sistemas metabolicos funcionantes. Nuestros resultados muestran que tanto el
veneno de B. brazilli como el de L. muta, poseen factores capaces de aglutinar plaquetas
humanas fijadas, lo que sugiere la existencia de factores capaces de interactuar con las
membranas de estas células. Algunos autores consideran que la aglutinacion plaquetaria estaria
asociada a la accion de enzimas liticas como las fosfolipasas cuya presencia ha sido demostrada
en ambos venenos (4). Los resultados obtenidos en este trabajo, corroboran reportes previos,
confirmandose la menor capacidad aglutinante plaquetaria del veneno de L. muta con respecto
a otros venenos ofidicos peruanos (129).

La enzima acetilcolinesterasa que cataliza la hidrdlisis del grupo ester del neurotransmisor
acetilcolina, ha sido encontrada asociada a la actividad neurotdxica de los venenos de
serpientes de las familias Elapidae e Hydrophiidae. La presencia de esta enzima es excepcional
en los venenos de serpientes de la Familia Viperidae (59). La ausencia de esta enzima en el
veneno de L. muta muta confirmaria lo mencionado en la literatura. Por otro lado, este
resultado aleja la posibilidad de que el veneno de L. muta sea neurotdxico. Los resultados
obtenidos por nosotros concuerdan con los obtenidos previamente por Ave 11 oy col. en 1985
(7) Y Olascoaga en 1987 (82) para otros vipéridos peruanos no neurotoxicos. Avello y col.
demostraron también que el veneno de L. muta muta no posee actividad inhibitoria sobre
colinesterasa plasmatica humana (7).

El sitio de accion del efecto neurotéxico producido por venenos de serpiente, puede ser
identificado a dos niveles fundamentales: central o periférico. Las neurotoxinas mas conocidas
y caracterizadas de veneno de serpiente, corresponden a polipéptidos activos sobre el sistema
nervioso periférico, que actdan impidiendo la transimision del impulso nervioso en la placa
neuromuscular. Asimismo, se han definido tres niveles probables de accion: a nivel del axén, a
nivel presinaptico y a nivel postsinaptico, respectivamente, (59,108). Nuestros estudios en
organos aislados tendientes a verificar el probable efecto neurotoxico sugerido por Vellard
(112) en 1948, confirman la hipdtesis de que el veneno lachésico no es capaz de bloquear la
transmision neuromuscular perifé rica, quedando por aclararse su posible efecto a nivel central.
El veneno lachésico presenta ademas marcadas diferencias con otros venenos neurotoxicos de
crotalidos, como el de la serpiente de cascabel sudamericana Crotalus durisus terrificus, que
produce paralisis neuromuscular ademas de efectos sobre el sistema nervioso central. (59, 108).
Las observaciones realizadas por nosotros al inyectar dosis letales del veneno de L. muta en
ratones, mostraron la ausencia de paralisis motora, lo que es consistente con la ausencia de
efectos neurotdxicos periféricos en este veneno.

La pérdida subita de la conciencia de los perros envenenados por via endovenosa, asi como la
presentacion de convulsiones en perros no anestesiados reportados por Vellard (108) pudieran
corresponder a efectos secundarios a la hipotension arterial marcada y al shock observado por
nosotros en el presente trabajo.

Nosotros no hemos podido observar convulsiones en los perros anestesiados con pentobarbital
sodico, inyectados con dosis letales de veneno lachésico.
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En el presente estudio hemos detectado la presencia de cinco enzimas en el veneno desecado
cristalizado de L. muta muta procedente de la zona del Alto Marafion. Departamento de
Amazonas (Peru): endopeptidasa caseinolitica. TAMEsterasa. Kininogenasa, coagulante sobre
fribrindgeno y fosfolipasa A2. Las tres primeras son enzimas tipicas de los venenos crotélidos
y vipéridos (27. 59) Y la ultima (fosfolipasa A2) se ha confirmado que se encuentra en la
mayoria de los venenos de serpientes (59.91). La determinacidon de estas enzimas ratifica que el
veneno de L. muta muta es proteolitico. lipolitico y ademas actla a nivel de este res fosfatados
y el fibrinbgeno bovino.

El veneno de L. muta muta provoco hipotension arterial en el perro. en forma similar a la
reportada previamente por Vellard (108). La duracion del efecto hipotensor y su severidad en
dosis-dependiente. Con dosis elevadas (mayores a 100 ug/Kg) los animales experimentales
presentaron hipotension severa asociada a marcadas alteraciones de la dindmica respiratoria
gue conducen a la muerte; por lo que se deduce que el factor responsable del efecto hipotensor
estaria relacionado con el efecto toxico letal en el perro. Las alteraciones repiratorias
registradas en los perros inyectados con dosis elevadas de veneno lachésico fueron observadas
en todos los casos. luego que el efecto hipotensor se ha iniciado, por lo que consideramos que
este es un efecto secundario a los cambios hemodinamicos que ocurren luego de la inyeccién
del veneno. Los resultados obtenidos con el empleo de la respiracion artificial en 4 perros que
recibieron dosis letales de veneno lachésico (>=200 ug/Kg. ev), permiten concluir que la
muerte registrada en etapas tempranas del envenamiento lachésico se debe al arresto
respiratorio secundario. a hipotension severa.

El ofidismo por Lachesis muta es un accidente frecuente en las poblaciones nativas de la
Comunidad Aguaruna y Huambisa (Dpto. Amazonas. Per(), refiriéndose muertes desde
minutos a horas después del accidente. (Meneses. 1982. comunicacion personal). La
mortalidad precoz estaria relacionada a la hipotensién arterial y arresto respiratorio
consecutivos al paso de veneno de los tejidos mordidos al torrente circulatorio en forma similar
a lo observado en el perro.

La hipotension no fue bloqueada por vagotomia bilateral ni tratamiento con hexamethonio,
cloroprofenpiridamina, atropina ni propranolol; lo que descarta la participacion de acetilcolina,
histamina y agonistas Beta adrenérgicos en el mecanismo de la accién hipotensora del veneno
lachésico.'El factor hipotensor tiene naturaleza proteica, es inmunogénico y se eluye en el
cuarto y quinto pico proteico obtenido mediante filtracion en Sephadex G-100 superfino; tiene
un Pl &cido (124), no es dializable y posee un peso molecular aparente mayor de 30,000
Daltons.

La aprotinina (Trasylol) es un potente agente inhibidor de un grupo de enzimas que poseen el
aminodacido serina en su ndcleo activo, (serinoproteasas), entre las que se destacan las enzimas
tripsina, quimiotripsina, colinesterasas y enzimas liberadoras de kininas (32, 33). Este es un
polipéptido bésico de peso molecular aproximado de 6700 Daltons, extraido de tejido
pulmonar y parotideo de rumiantes (100). La aprotinina es un poderoso inhibidor de las
kalikreinas no glandulares como la kalikreina sanguinea (52). De alli su capacidad para afectar
diferentes respuestas bioldgicas provocadas por la estimulacion de sistemas relacionados al de
kalikreina - kinina, como son los sistemas de coagulacion de la sangre, fibrinolitico y del
complemento (99, 118). Este inhibidor no es capaz de afectar a la trombina, ni a las enzimas
similares a ésta, obtenidas de venenos de serpiente (73) y ha sido utilizado en este trabajo para
el estudio de la accion hipotensora y su diferenciacion de la enzima similar a la trombina
presente en el veneno crudo de L. muta.

Hasta la fecha se han detectado cuatro actividades proteoliticas en el veneno de L. muta:
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coagulante (enzima similar a trombina), fibrinolitica y dos enzimas caseinoliticas (63, 64, 65,
78, 115, 120). Loayza reportd previamente la presencia de actividad similar a kalikreina en el
veneno (60), lo que ha sido confirmado por nuestros resultados. De las 4 enzimas mencionadas,
solo 2, la enzima caseinolitica y la enzima similar akalikreina serian serinoproteasas,
suceptibles de ser inhibidas pro la aprotinina.

El mecanismo intimo de accion del factor hiptensor estaria relacionado con la liberacién de
Kininas. Esta hipotesis se basa en los siguientes resultados experimentales:

- Farmacologicos: por su sitio de accion intravascular, posibilidad de blogqueo por
aprotinina in vivo y la imposibilidad de bloguear este efecto con los otros bloqueantes
utilizados.

- Bioguimicos: perfil de elusion similar para la actividad hipotensora y la enzima similar a
kalikreina, e inhibicién por aprotinina in vitro.

Aun cuando en venenos se ha descrito la presencia de factores enzimaticos con accion
liberadora de kininas (kininogenasas o0 enzimas similares a Kalikreina) simultdneamente con
enzimas kininoliticas, sin lugar a dudas la accion hipotensora producida por la primera es de
mayor importancia bioldgica (8, 27, 34, 59, 60, 63, 69, 110).

En el caso particular del veneno de L. muta, la enzima similar a trombina que coagula el
fibrinégeno humano in vitro e in vivo, posee también capacidad de hidrolizar los enlaces ester
del substrato sintético TAME (Tosil-arginina-metilester). Esta propiedad ha sido utilizada por
Yarlequé (120) para evaluar los diferentes pasos de la purificacion de la enzima similar a trom-
bina. La fraccion hipotensora y las fracciones que poseen actividad similar a kalikreina carecen
de actividad TAMEsterasica importante. Las proteinas

. que poseen esta actividad en el veneno de L. muta se eluyen separadas de la actividad
hipotensora en el sistema de filtracion en Sephadex G-100, constituyendo el segundo pico
proteico en el sistema 3 de filtracion en Sephadex G-100 superfino. Nuestros resultados
concuerdan con los reportados previamente por Campos (19) y Yarleque (120), empleando
buffer TrisHCI a pH 8, Y siguen un patron similar al reportado por Viljoen y Col. para el
veneno de 8itis gabonica (114). La enzima liberadora de kininas del veneno de 8. gabonica es
una glicoproteina con actividad serinoesterdsica queseria responsable de la hipotension
producida por la infusion de veneno crudo en perros (2, 22), la enzima sialoglicoproteica
crotalasa aislada del veneno de Crota/us adamanteus, constituye una excepcion debido a que
posee simultdneamente, actividad similar a kalikreina y coagulante similar a trombina (69).

En un estudio reciente, Herrera ha estudiado la influencia de la radiacion gama sobre diferentes
actividades enzimaticas presentes en el veneno crudo de L. muta y sobre la actividad letal para
el raton (47, 48), concluyendo que la actividad enzimética que ejerce mayor influencia sobre la
actividad toxica es la actividad de TAMEsterasa. Las otras actividades liberadora de kininas y/o
hipotensora, que no se halla asociada a actividad estudiadas fueron: exonucleasa, endonucleasa,
S'nucleotidasa, fosfolipasa, enzima coagulante, fibrinolitica y caseinolitica. Queda por
demostrar gque la actividad liberadora de kininas y/o hipotensora, que no se halla asociada a
actividad TAMEsterasica, es también tdxica para el raton como lo es para el perro. Becerra (10)
ha desmostrado que las actividades hemorragica y nectrdtica pueden ser reducidas mediante
irradiacion neutronica del veneno ofidico.

Meier (73) estudid recientemente el rol de los sistemas de coagulacién, fibrinolitico y de
Kininas en la letalidad del veneno de B. atrox sobre ratones y ratas, demostrado que la
inyeccion de batroxobina (enzima similar a trombina del veneno de B. atrox) no aumenta por si
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sola, la letalidad del veneno crudo.

La inhibicion simultanea de los sistemas de coagulacion, fibrinolitico y de kininas producidas
por batroxobina y aprotinina redujo, sin embargo, la letalidad del veneno crudo moderada, pero
significativamente.

En ratas, Meier demostré que la letalidad obtenida rapidamente durante el envenamiento
botrépico, es una consecuencia de severos disturbios cardiocirculatorios (caida inicial de la
presion arterial, bradicardia y disnea) (73). Dichos efectos al igual que los observados en perros
en el presente trabajo, pudieron ser prevenidos completamente mediante la preincubacion del
veneno con la aprotinina. Utilizando experimentos in vivo Meier observd que el veneno no
puede ser directamente inhibido con aprotinina. en forma similar a lo observado en el presente
trabajo (Figura 10). Meier dedujo de sus resultados en ratones y ratas. que el veneno de B.
atrox actuaria activando mayormente las Kkininogenasas endogenas. lo que finalmente
produciria hipotensién. Nuestros resultados son consistentes con la hip6tesis de que las Kini-
nogenasas del veneno podrian ser inhibidas por aprotinina in Vitro, impidiéndose la liberacion
del nonapéptido bradikinina a partir del kinindgeno in vivo. al inyectar la mezcla veneno y
aprotinina al perro anestesiado. Puesto que la accién de la kininas sobre el mdsculo liso vas-
cular es breve y la accion hipotensora del veneno es de larga duracién (hasta 25 a 30 minutos),
no se puede descartar la existencia de otros factores presentes en el veneno. o factores
enddgenos resultantes de la activacion de otros sistemas en el organismo del animal experimen-
tal luego de la inyeccion del veneno, que perpetien el efecto hipotensor. La existencia en el
veneno de algunos crotalidos. de péptidos con accion inhibitoria de las enzimas degradativas
del sistema de mininas, como la enzima convertasa, explicaria la larga duracién del efecto hi-
potensor (31. 57).

Una de las caracteristicas del envenamiento por crotalidos es la presencia de alteraciones en el
sistema de coagulacion, produciendo el sindrome de coagulacion intravascular diseminada
(CID) (59.96.108). el que es definido como una entidad clinica de etiologia multifactorial
caracterizada por hipofibrinogenemia. trombocitopenia y niveles elevados de productos de
degradacion de la fibrina en la sangre (59). Los factores desencadenantes del CID presentes en
el veneno de L. muta son la enzima similar a trombina y la enzima fibrinolitica (108). Durante
el envenamiento debido a la estimulacion del sistema fibrinolitico se elevan los niveles
circulantes de la plasminao lo que a su vez provoca la activacion paralela de los sistemas del
complemento y el sistema de la kininas con un incremento final en el nivel de las kininas y
péptidos similares en la circulacion (96) constituyendo un factor adicional involucrado en la
prolongacion del efecto hipotensor y el shock.El suero antilachésico producido en nuestro pais
por el Instituto Nacional de Salud, posee anticuerpos capaces de inhibir in vitro a la fraccién
hipotensora del veneno de L. muta, en una proporcién de 2,4 mgjmL de antiveneno.
Lamentablemente, los estudios de neutralizacion in vivo no han sido exitosos, por lo que se
hace prioritaria en el momento actual, la realizacién de un estudio posterior, que permita la
obtencién del factor hipotensor en forma pura, el que pudiera ser utilizado en la elaboracion de
un suero especifico con el que podria enriquecerse el antiveneno comercial actualmente
disponible cuya potencia in vivo es baja. Es indispensable la estandarizacion de los venenos
(36, 119) Y la produccién de antivenenos mas potentes y especificos, que sean capaces de
neutralizar rapidamente los efectos de las fracciones hipotensora, mionecrdtica y fosfolipasica
del veneno, responsables de la letalidad y de los efectos locales, asi como la bdsqueda de
nuestra alternativas terapéuticas para el tratamiento de los pacientes envenenados con esta
ponzofia.
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ABSTRACT

The lethaly, local hemorrhagic, and other pharmacological actions from Lachesis muta muta
snake crude dried venom was studied in vivo and in in vitro experiments. The intraperitoneal
DLSO of the crude venom was 10,98 mgjkg in mice. The venom produce contraetion of
smooth muscle from ileum and uterus; not affected aortic smooth muscle; and is free of
neuromuscular bloeking effeet upon frenic nerve- diaphragm preparation of rato The
haemorrhagic effeet was deteeted by subeutaneous injection in mouse and guinea pig skin, and
by topie application in dog expoused lungs, The initial steps of purification of the
haemorrhagic, hypotensive, thrombin-like eoagulant enzyme, TAMEsterase, easeinolytic,
kinin releasing and phospholipase activities is deseribed.

KEYWORDS: snake venom; Lachesis muta; DLSO; haemorragie; isolated organs.
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ANTIVENENOS

Sinonimias:

Suero Antiponzofioso, Suero Antiveneno, Suero hiperinmune, Inmunosuero, Antiveneno

Definicion:

Producto biolégico de uso humano o veterinario constituido por la fraccion gamaglobulina del
suero hiperinmune de un animal previamente inmunizado, que se utiliza con fines terapéuticos
para neutralizar el o los efectos de un veneno particular.

TIPOS DE ANTIVENENOS:
Los Antivenenos se clasifican segun:

- El tipo de veneno que neutralizan
Antiofidico (antibotrépico, antilachésico, anticrotalico) Antiaracnido
(antiloxoscélico, antilatrodéctico) Antiescorpién

* Su especificidad:
Monovalente (contra una especie) Polivalente (contra
varias especies)

* Su origen
Homologo: El suero es fabricado en la misma especie animal, en la cual se va a aplicar el
antiveneno.
Heterdlogo: El suero es fabricado en una especie animal, diferente a la cual se va a aplicar el
antiveneno. (Ej: suero equino. que es aplicado al hombre).

- Forma de preparacion
Con digestion enzimatica (pepsinizado) sin digestién enzimatica

- Forma de presentacion
Liquida
Liofilizada

- Forma farmacéutica
Inyectable

PRODUCCION DE ANTIVENENOS

Los antivenenos provienen en su mayoria de sueros de equinos. existiendo antivenenos
alternativos procedentes de cabras u otras especies.

En el Peru la produccion de antivenenos es un proceso que dura aproximadamente 12 semanas
y que comprende por lo general las etapas que se indican a continuacion:

- Inmunizacion del animal experimental con el veneno (antigeno).
- Sangria de animal inmunizado

- Decantacion del suero

- Concentracion de Ig G
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- Precipitacion con sulfato de sodio al 40%

- Precipitacion con sulfato de amonio al 22%
- Homogenizacion

- Cristalizacion (48 horas)

- Didlisis (48 horas)

- Isotonizacion

- Clarificacion

- Envasado en forma liquida

- Control de calidad de producto terminado

- Almacenamiento

Instituciones productoras de antivenenos

. Peru: Instituto Nacional de Salud. Ministerio de Salud.

. Brasil: Instituto Butantan y otros 7 Centros especializados.

. Costa Rica: Instituto Clodomiro Picado

. USA: Wyatt

. México: Instituto Nacional de Higiene.

. Europa y Africa: Instituto Pasteur y otras 40 instituciones en todo el mundo

CONTROL DE CALIDAD DE ANTIVENENOS

Auln cuando no existen normas técnicas oficiales en el Per( para el control de calidad de los
antivenenos, se realiza la inspeccion de rotulado, pruebas fisicoquimicas, microbioldgicas y de
potencia biolégica de acuerdo a lo recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud:

. Rotulado

. Caracteristicas fisicas: turbidez, color, particulas extrafas.

. Control de volumen.

. Identidad inmunolégica

. Potencia neutralizante antiletal (otras pruebas de potencia son opcionales)

. Prueba de pir6genos en conejos

. Esterilidad

. Contenido proteico

. Contenido de fenol

. Prueba de estabilidad del producto

Titulo 6 potencia del suero antiveneno:

El Titulo es la medida de la capacidad neutralizante del antiveneno frente a los efectos del
veneno de la serpiente.

Dado que los venenos tienen varias actividades biolégicas (neurotoxinas, hemorraginas,
mionecrotoxinas, etc.), la capacidad neutralizante del antiveneno o titulo, varia para cada
actividad bioldgica.

Por lo general los laboratorios productores titulan solo sobre la base de la actividad toxica letal,
y es expresado en miligramos de veneno que son neutralizados por un mililitro de suero
antiveneno.

El titulo de cada lote de suero antiveneno puede variar. A mayor titulo mayor capacidad
neutralizante, por lo que existe un titulo minimo establecido por cada laboratorio productor.
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RECOMENDACIONES ESPECIALES PARA EL MANEJO DE
PACIENTES SENSIBLES AL SUERO HETEROLOGO

La existencia de varios bioldgicos en el mercado, preparados en equinos. que se utilizan para el
tratamiento de entidades relativamente frecuentes en paises tropicales y subtropicales como el
tétanos (suero antitetanico), la rabia (suero antirrdbico) y el loxoscelismo (suero
antiloxoscélico) hace que cada vez sea mas frecuente que un paciente mordido por una serpien-
te, tenga historia de exposicién a proteinas del suero de caballo en la década previa. y por tanto
el paciente tenga mayor riesgo de presentar reacciones alérgicas al administrarle el suero
antiofidico ¢ antiaracnido. Algunas de estas reacciones, como el shock anafilactico constituyen
emergencias médicas y pueden desencadenar la muerte del paciente. Por ello es necesario
brindar recomendaciones generales para la ejecucién de dos procedimientos que todo personal
de salud que administra sueros antiveneno a los pacientes debiera conocer:

a) Prueba de sensibilidad al suero equino
b) Desensibilizacion del paciente sensible al suero equino.

Prueba de sensibilidad al suero equino

Es recomendable realizar la prueba de sensibilidad al suero cada vez que se tenga que
administrar suero antiveneno a un paciente. Sin embargo. en situaciones de gran emergencia
como en los accidentes neurotoxicos donde la répida intervencién del médico y la
administracion precoz del suero adn sin esperar los 20 a 30 minutos de la prueba de
sensibilidad, tendera a impedir o disminuir la intensidad de los efectos del veneno mejorando la
espectativa de vida del paciente, hace que la decision de realizar la prueba de sensibilidad al
suero antiveneno deba de ser tomada por el médico tratante, previa evaluacion de la gravedad
del paciente.

Existen dos tipos de prueba segun la via de administracion del suero diluido: oftdlmica e intradérmica.

e Prueba oftalmica. Es mas sencilla, y excepto en nifios pequefios, es la mas recomendable.
Para la prueba se aplica una gota de solucién de cloruro de sodio estéril al 0,9% en uno de
los ojos (control). En el otro ojo se aplica una gota de suero antiveneno diluido 1:10 (v:v) en
cloruro de sodio estéril al 0,9%, Una reaccién positiva se presenta con lagrimeo y
enrojecimiento conjuntival en un lapso de 10 a 30 minutos posteriores a su aplicacién en el
0jo.

e Prueba intradérmica: Se realiza diluyendo el suero antiofidico 1:100 (v:v) en cloruro de
sodio estéril al 0,9%. Para ello se debe realizar dos diluciones sucesivas en la jeringa: para
ello se toma con 0,1 mL de suero antiveneno puro, en una jeringa de tuberculina, y se
completa con cloruro de sodio estéril al 0,9% hasta 1 mL, rotando la jeringa para lograr una
mezcla adecuada. Luego se debe eliminar 0,9 mL del contenido de la jeringa, dejando 0,1
mL en ella y completar nuevamente a 1 mL con cloruro de sodio estéril al 0,9%. Rote
nuevamente la jeringa para mezclar adecuadamente. Elimine 0,9 mL de la solucién 1:100 y
deje 0,1 mL de la mezcla en la jeringa, para su aplicacion inmediata y cuidadosa por via
intradérmica en el antebrazo del paciente. Luego de 5 a 30 minutos se lee la reaccion. La
reaccion es negativa si el aspecto de la piel inyectada es similar al de las zonas colaterales
no inyectadas y no se observa enrojecimiento local, ronchas ni congestion local. La reaccion
es positiva si aparece eritema (enrojecimiento) y congestion en la zona inyectada. En
reacciones positivas severas se forma una roncha de bordes irregulares. La extension e
intensidad de la reaccion son un indicativo del grado de sensibilidad del paciente al suero
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antiveneno.

Una reaccion negativa a la prueba no excluye la posibilidad de que puedan presentarse
reacciones alérgicas al momento de la administracion de la dosis de suero. Por ello algunas
escuelas médicas recomiendan la aplicacion endovenosa lenta de un antihistaminico H 1 (ej:
clorofeniramina) cinco minutos antes de la aplicacion de la dosis terapéutica del antiveneno.

En caso de obtener una reaccion positiva en el paciente, se le debe considerar sensibilizado a
las proteinas del suero equino. y requiere de desensibilizacion previa antes de la aplicacion de
la dosis terapéutica del antiveneno.

No se cuenta con un método Unico para la administracion del suero a personas sensibles ya que
cada uno se presenta como un problema individual.

Desensibilizacion de pacientes sensibles al suero equino

Antes de la desensibilizacién debe aplicarse un antihistaminico H1 (ej: clorofeniramina) por
via endovenosa. La desensibilizacion debe realizarse inyectando diluciones seriadas de suero
antiveneno a intervalos de tiempo de aproximadamente 20 minutos entre dosis y dosis, siempre
gue no ocurra ninguna reaccién en el paciente. Para la dilucion "del suero se emplea cloruro de
sodio estéril al 0.9%.

0.05 mL de suero diluido 1:20 en, Subcutaneo

mL de suero diluido 1:10, subcutaneo

mL de suero diluido 1:10, subcutaneo

mL de suero sin diluir, subcutaneo

mL de suero sin diluir, subcutaneo

0.5 mL de suero sin diluir, subcutaneo

Inyectar la dosis restante del suero (0.9 mL) por via intramuscular

Si ocurre reaccion alérgica con algunas de las dosis de desensibilizacion. las inyecciones deben
detenerse por espacio de una hora. Luego debe reini-, ciarse el esquema de aplicacion cada 20
minutos, iniciando con la repeticion de la Gltima dosis que provoco la reaccion.

Durante la administracion del suero y en especial cuando el paciente ha presentado alguna
reaccion, el paciente debera someterse a observacion directa del personal de salud por dos
horas. y supervisién cercana hasta las 24 horas.
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SUERO ANTIBOTROPICO
POLIVALENTE
Heterdlogo (Equino)

Descripcion:

Se expende en forma liquida (solucién incolora o amarillo claro) que contiene la fraccion
gamaglobulina purificada a partir del suero de equinos hiperinmunizados con veneno de
serpientes del género Bothrops (B. atrox, B. brazili, B. pictus, B. barnetti y B. hyoprorus).

Composicion:
Cada frasco ampolla por 10 mL de solucion contiene inmunoglobulinas de origen equino que

Neutralizan.........ccoooocvneneniicinnn, 40 mg* de veneno de B. atrox.
FENOI ..o 0,025¢g

Condicion de venta
Venta bajo receta médica

Tiempo de vida util
Dos afios a partir de la fecha de elaboracion.

Indicaciones

Para el tratamiento de envenenamientos causados por serpientes Bothrops atrox vg. "Jergdn de
la Selva", B. brazili vg. "Jergdn Shushupe”, B. pictus vg. "Jergén de Costa", B. barnetti vg.
Macanche" y B. hyoprorus vg. "Jergon".

Caracterizacion de los accidentes botrépicos:

90 a 95% de los accidentes ofidicos que ocurren en el Per(, son causados por serpientes del
género Bothrops, y se caracterizan por dolor local discreto, edema local inmediato Y progresivo,
eritema e hipotension arteria!. Posteriormente se observa a nivel local: equimosis, linfangitis, bulas,
necrosis y abscesos en la zona mordida. A nivel sistémico se observan hipotension y shock, trastornos de
la coagulacion caracterizados por disminucion del fibrinégeno circulante, trombocitopenia. La severidad
de los casos varia dependiendo del tipo de serpiente agresora, cantidad y tipo de veneno inyectado, la
zona mordida, el &rea corporal del sujeto y el estado de salud previo al accidente.

Envenenamiento leve
Cuando existe poco dolor en la zona mordida y edema local discreto. Ausencia de signos y
sintomas de afeccidn sistémica. EI tiempo de coagulacion es normal 6 ligeramente alterado.

Envenenamiento Moderado
Cuando el paciente tiene dolor acentuado en la zona mordida, edema local evidente, presencia
de signos y sintomas sistémicos, tiempo de coagulacién alterados é sangre incoagulable.

Envenenamiento grave o severo
Cuando ademas de los signos y sintomas locales se presentan hemorragias severas (boca, nariz,
rifidn -hematuria-), descenso de la presion arterial y sintomas de colapso.

* este valor puede variar en cada lote producido
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Reacciones adversas
La administracion del suero provoca en algunos pacientes reacciones adversas, las que
generalmente ocurren en pacientes tratados previamente con sueros equinos.

Estas reacciones son de diverso grado e incluyen:

a) Reaccion Anafilactica, que puede ser fatal y se inicia con un brusco malestar, sensacion de
calor y caida de la presion arterial que puede ocasionar la muerte. En caso de presentacion
de shock anafiléctico se debe administrar adrenalina por via endovenosa.

b) Reaccion térmica o febril: generalmente se presenta después de 20 a 30 minutos de la
inyeccidn del antiveneno. Se presenta con sensacion de frio corporal, ligera disnea y una
rapida alza de temperatura.

c¢) Enfermedad del Suero, es una reaccion tardia que se puede presentar dentro de los 14 dias
posteriores a la administracion del suero antiveneno. Los sintomas incluyen fiebre, erupcion
dérmica, edema de la piel, dolores articulares y musculares que ceden con la administracion
de aspirina o acetaminofen. También puede presentarse urticaria. En casos severos de
enfermedad del suero se utiliza tratamiento con corticoides.

Contraindicaciones
Hipersensibilidad al suero equino.
Mordedura por serpientes no venenosas.

Precauciones

Es muy importante conocer la historia previa del paciente, saber si el paciente ha recibido
previamente sueros heter6logos (antirrabico, antiofidico, antitetanico), 6 si tiene antecedentes
de alergia a medicamentos, alimentos ¢ si ha sido desensibilizado previamente. En estos casos
el médico debe tener especial cuidado, dado que las posibilidades de que el paciente presente
reacciones adversas es mayor.

Nunca se debe inyectar suero o hacer la prueba de sensibilidad al suero equino sin tener
disponible una ampolla de adrenalina (1 :1000 6 1 mg/mL).

Antes de aplicar la dosis recomendada del suero antiofidico equino, realice la prueba de
sensibilidad al suero equino.

Advertencias
El suero antiofidico es un producto biolégico heter6logo para el ser humano, y puede
desencadenar  reacciones alérgicas severas en algunos sujetos sensibles.

Antes de aplicar el suero antiveneno lea las recomendaciones del fabricante.

En aquellos casos en que la prueba de sensibilidad arroje resultados positivos, proceda a
desensibilizar al paciente antes de aplicar la dosis recomendada del suero antiofidico.

Dosis y Vias de Administracion
La dosis recomendada depende de la severidad del envenenamiento
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Grado de severidad

Moderado :
Grave o severo

* Para sueros con titulo de neutralizacién de 25 mg/mL o mas

El suero se aplica por via endovenosa lenta. También puede aplicarse por via intramuscular. En
aquellos casos en que se requiera aplicar tres 0 mas viales por via endovenosa, estos pueden ser
colocados en un frasco de 500 mL de Cloruro de Sodio al 0,9%, al que se le ha retirado
previamente el volumen de suero a inyectar. El suero diluido en Cloruro de Sodio puede ser
aplicado en infusion en el lapso de 1 a 2 horas.

Interacciones
No se conocen interacciones con otros medicamentos 6 bioldgicos.

Conservacion y Almacenamiento
El suero liquido debe conservarse en refrigeracion a temperatura entre 2y 8° C

Presentacion
Caja x 1 Frasco ampolla por 10 mL
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SUERO ANTICROTALICO
MONOVALENTE
Heterdlogo (Equino)

Descripcion:

Se expende en forma liquida (solucion incolora o amarillo claro) que contiene la fraccion
gamaglobulina purificada a partir del suero de equinos hiperinmunizados con el veneno de la
serpiente de cascabel sudamericana Crota/us dur;ssus terr;ficus

Composicion
Cada frasco ampolla por 10 mL de solucion contiene inmunoglobulinas de origen equino que

Condicion de venta
Venta bajo receta médica

Tiempo de vida util
Dos afios a partir de la fecha de elaboracién.

Indicaciones
Para el tratamiento de envenenamientos causados por serpientes Crota/us dur;ssus terr;ficus vg.

"Cascabel sudamericano"

El suero debe administrarse lo méas rapido posible después del accidente.

En el Perd, la serpiente C. duissus terrificus sélo se encuentra en la provincia de Sandia,
Departamento de Puno por lo que su uso esta restringido a esa zona.
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*este valor puede variar en cada lote producido

72



Caracterizacion de los accidentes crotalicos:

El envenenamiento por las serpientes C. durissus terrificus se caracteriza por neurotoxicidad,
mionecrosis, afeccion renal y efectos locales moderados. La mortalidad de estos accidentes es
mayor que la reportada para el accidente botrdopico. A nivel local se observa edema, parestesias
y dolor leve en la zona mordida, mientras a nivel sistémico el paciente presenta mialgias (dolor
muscular) generalizadas, disnea progresiva, "fascies neurotdxica" caracterizada por caida de
parpados (ptosis); acompafiada de taquicardia, hipertension arterial leve, hipotermia, vémitos,
diarrea, disminucidn del flujo urinario (oliguria) , obnubilacion y alteraciones visuales producto
de la paralisis de los nervios craneanos (diplopia, anisocoria, cicloplegia), y paralisis progresiva
de la musculatura esquelética, que condiciona paralisis respiratoria y muerte. En los sujetos que
sobreviven a efecto neurotdxico del veneno, la emision de orina obscura (mioglobinuria)
acompafia a la mionecrosis severa, y frecuentemente se asocia a trastornos de la funcién renal.
La anemia y hemolisis intravascular son poco frecuentes.

Reacciones adversas
La administracién del suero provoca en algunos pacientes reacciones adversas, las que
generalmente ocurren en pacientes tratados previamente con sueros equinos.

Estas reacciones son de diverso grado e incluyen:

a) Reaccion Anafilactica, que puede ser fatal y se inicia con un brusco malestar, sensacion de
calor y caida de la presion arterial que puede ocasionar la muerte. En caso de presentacion
de shock anafilactico se debe administrar adrenalina por via endovenosa.

b) Reaccion térmica o febril: generalmente se presenta después de 20 a 30 minutos de la
inyeccion del antiveneno. Se presenta con sensacion de frio corporal, ligera disnea y una
rapida alza de temperatura.

c¢) Enfermedad del Suero, es una reaccién tardia que se puede presentar dentro de los 14 dias
posteriores a la administracion del suero antiveneno. Los sintomas incluyen fiebre, erupcién
dérmica, edema de la piel, dolores articulares y musculares que ceden con la administracién
de aspirina o acetaminofen. También puede presentarse urticaria. En casos severos de
enfermedad del suero se utiliza tratamiento con corticoides.

Contraindicaciones

Hipersensibilidad al suero equino.
Mordedura por serpientes no venenosas.

Precauciones

Es muy importante conocer la historia previa del paciente, saber si el paciente ha recibido
previamente sueros heterélogos (antirrdbico, antiofidico, antitetanico), ¢ si tiene antecedentes
de alergia a medicamentos, alimentos 0 si ha sido desensibilizado previamente. En estos casos
el médico debe tener especial cuidado, dado que las posibilidades de que el paciente presente
reacciones adversas es mayor.

Nunca se debe inyectar suero o hacer la prueba de sensibilidad al suero equino sin tener
disponible una ampolla de adrenalina (1:1000 6 1 mgimL).

Antes de aplicar la dosis recomendada del suero antiofidico equino, realice la prueba de
sensibilidad al suero equino.
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Advertencias
El suero antiofidico es un producto bioldgico heterélogo para el ser humano, y puede
esencadenar reacciones alérgicas severas en algunos sujetos sensibles.

Antes de aplicar el suero antiveneno lea las recomendaciones del fabricante.

En aquellos casos en que la prueba de sensibilidad arroje resultados positivos, proceda a
desensibilizar al paciente antes de aplicar la dosis recomendada del suero antiofidico.

Dosis y Vias de Administracion
La dosis recomendada depende de la severidad del envenenamiento

Grado de severidad

Leve - moderado
Grave o severo

* Para sueros con titulo de neutralizacién de 25 mg/mlL o més.

El suero se aplica por via endovenosa lenta. También puede aplicarse por via intramuscular. En
aquellos casos en que se requiera aplicar tres 0 mas viales por via endovenosa, estos pueden ser
colocados en un frasco de 500 mL de Cloruro de Sodio al 0,9%, al que se le ha retirado
previamente el volumen de suero a inyectar. El suero diluido en Cloruro de Sodio puede ser
aplicado en infusion en el lapso de 1 a 2 horas.

Interacciones

No se conocen interacciones con otros medicamentos 0 biol6gicos.

Conservacion y Almacenamiento

El suero liquido debe conservarse en refrigeracion a temperatura entre 2y 8°C

Presentacion
Caja x 1 Frasco ampolla por 10 mL
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SUERO ANTILACHESICO
MONOVALENTE
Heterdlogo (Equino)

Descripcion:

Se expende en forma liquida (solucion incolora o amarillo claro) que contiene la fraccion
gamaglobulina purificada a partir del suero de equinos hiperinmunizados con el veneno de la
serpiente Lachesis muta muta "shushupe”

Composicion
Cada frasco ampolla por 10 mL de solucion contiene inmunoglobulinas de origen equino que

Neutralizan ..........ccoccevevviiennns 30 mg* de veneno de L. muta muta.
Fenol.......coocovvveiiciee e, 0,025 g

Condicion de venta
Venta bajo receta médica

Tiempo de vida util
Dos afios a partir de la fecha de elaboracién.

Indicaciones
Para el tratamiento de envenenamientos causados por mordedura de la serpiente L. muta muta
vg. "Shushupe”

Caracterizacion de los accidentes lachésicos

Por las caracteristicas propias del veneno lachésico, el envenenamiento es parecido en algunas
de sus caracteristicas, al envenenamiento producido por la mordedura de las serpientes del
género Bothrops. Se distinguen dos etapas principales en el envenenamiento: la etapa inicial
caracterizada por severa hipotension arterial, palidez, obnubilacién, pudiendo presentarse shock
y colapso circulatorio seguido de muerte precoz. En aquellos sujetos que sobreviven a esta
etapa se puede observar una segunda etapa caracterizada por normalizacion de la presién en 9 a
12 horas, acompafiada de trastornos de la coagulacion de la sangre (incoagulabilidad) y
diversas manifestaciones de sangrado por piel y mucosas. Asimismo se ha reportado la
presentacion de colicos gastrointestinales y diarrea acompafiada de melena. A nivel local se
describe dolor local inicial discreto, edema local inmediato y progresivo y eritema.
Posteriormente se observa equimosis, linfangitis, bulas, necrosis y abscesos en la zona mordida.
La severidad de los casos varia dependiendo del tipo de serpiente agresora, cantidad de veneno
inyectado, la zona mordida, el area corporal del sujeto y el estado de salud previo al accidente.

Envenenamiento leve

Cuando existe poco dolor en la zona mordida y edema local discreto. Ausencia de signos y
sintomas de afeccidn sistémica. Presion arterial normal ¢ ligeramente disminuida. El tiempo de
coagulacion es normal ¢ ligeramente alterado.

Envenenamiento Moderado
Cuando el paciente tiene dolor acentuado en la zona mordida, edema local evidente, presencia
de signos y sintomas sistémicos, hipotension arterial moderada, tiempo de coagulacién
alterados 6 sangre incoagulable.
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Envenenamiento grave o severo

Cuando ademés de los signos y sintomas locales se presentan severa hipotension y shock (en
etapa inicial) 6 hemorragias severas (boca, nariz, rifidn -hematuria-), descenso tardio de la
presion arterial y sintomas de colapso en la segunda etapa del envenenamiento.

Reacciones adversas
La administracion del suero provoca en algunos pacientes reacciones adversas, las que
generalmente ocurren en pacientes tratados previamente con sueros equinos.

Estas reacciones son de diverso grado e incluyen:

d) Reaccion Anafilactica, que puede ser fatal y se inicia con un brusco ma
lestar, sensacion de calor y caida de la presion arterial que puede ocasionar la muerte. En
caso de presentacion de shock anafilactico se debe administrar adrenalina por via
endovenosa.

e) Reaccion térmica o febril: generalmente se presenta después de 20 a 30 minutos de la
inyeccidn del antiveneno. Se presenta con sensacion de frio corporal, ligera disnea y una
rapida alza de temperatura.

f) Enfermedad del Suero, es una reaccion tardia que se puede presentar dentro de los 14 dias
posteriores a la administracion del suero antiveneno. Los sintomas incluyen fiebre, erupcion
dérmica, edema de la piel, dolores articulares y musculares que ceden con la administracién
de aspirina o acetaminofen. También puede presentarse urticaria. En casos severos de
enfermedad del suero se utiliza tratamiento con corticoides.

Contraindicaciones
Hipersensibilidad al suero equino.
Mordedura por serpientes no venenosas.

Precauciones
Es muy importante conocer la historia previa del paciente, saber si el paciente ha recibido previamente
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sueros heterologos (antirrabico, antiofidico, antitetanico), ¢ si tiene antecedentes de alergia a
medicamentos, alimentos 6 si ha sido desensibilizado previamente. En estos casos el médico debe tener
especial cuidado, dado que las posibilidades de que el paciente presente reacciones adversas es mayor.

Nunca se debe inyectar suero o hacer la prueba de sensibilidad al suero equino sin tener
disponible una ampolla de adrenalina (1:1000 6 1 mgimL).

Antes de aplicar la dosis recomendada del suero antiofidico equino, realice la prueba de
sensibilidad al suero equino.

Advertencias
* El suero antiofidico es un producto biolégico heter6logo para el ser humano, y puede
desencadenar reacciones alérgicas severas en algunos sujetos sensibles.

' Antes de aplicar el suero antiveneno lea las recomendaciones del fabricante.

En aquellos casos en que la prueba de sensibilidad arroje resultados positivos, proceda a
desensibilizar al paciente antes de aplicar la dosis re comendada del suero antiofidico.

Dosis y Vias de Administracion
La dosis recomendada depende de la severidad del envenenamiento

s
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Moderado
Grave o severo

* Para sueros con titulo de neutralizacién de 25 mg,/mL o mas.

El suero se aplica por via endovenosa lenta. También puede aplicarse en las primeras horas de
ocurrido el envenenamiento, por via intramuscular. En los casos de atencion tardia, en que ya
existe coagulopatia en el paciente, y en aquellos casos en que se requiera aplicar tres 0 mas
viales por via endovenosa, estos pueden ser colocados en un frasco de 500 mL de Cloruro de
Sodio al 0,9%, al que se le ha retirado previamente el volumen de suero a inyectar. El suero
diluido en Cloruro de Sodio puede ser aplicado en infusién en el lapso de 1 a 2 horas.

Interacciones
No se conocen interacciones con otros medicamentos 0 bioldgicos.

Conservacion Y Almacenamiento
El suero liquido debe conservarse en refrigeracién a temperatura entre 2y 8°C

Presentacion
Caja x 1 Frasco ampolla por 10 mL
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SUERO ANTILOXOSCELICO
MONOVALENTE
Heterologo (Equino)

Descripcion
Se expende en forma liquida (solucién incolora o amarillo claro) que contiene la fraccion

gamaglobulina purificada a partir del suero de equinos hiperinmunizados con el veneno de la
arafia casera del género Loxosceles.

Composicion
Cada frasco ampolla por 5 mL de solucién contiene inmunoglobulinas de origen equino que

Neutralizan..........cc.cccenee. 80 glandulas venenosas de Loxosceles laeta.
Fenol .....ccoooeeviieeiine, 0,0125¢

Condicion de venta
Venta bajo receta médica

Tiempo de vida util
Dos afios a partir de la fecha de elaboracion.

Indicaciones

Para el tratamiento de envenenamientos causados por picadura de las arafias del género
Loxosceles (arafia casera ¢ arafia violin). Debe administrarse lo méas rapido posible después de
la picadura y de preferencia dentro de las primeras 24 horas del envenenamiento.

Caracterizacion de los accidentes loxoscélicos

El accidente loxoscélico ocurre en el Pert fundamentalmente en el interior de la vivienda en las
grandes ciudades de la costa y sierra, y también en el area rural. EI veneno loxoscélico puede
causar necrosis cutanea, hemolisis intravascular, vasculitis, coagulacion intravascular disemi-
nada e insuficiencia renal aguda. Los accidente se pueden presentar en una de dos variantes:

78



B

a) Sindrome Cutaneo: (corresponde al 60 a 80% de casos). El sintoma inicial predominante es

b)

la sensacion de lancetazo o picadura urente, seguida de prurito, dolor indefinido,
intranquilidad y sensacion de tumefaccion en la zona de la picadura. Inicialmente hay
eritema y edema en la zona picada. En las siguientes 48 a 72 horas la lesion se va transfor-
mando en una placa violacea de aspecto marmoreo veteado y equimdtico que recibe la
denominacion de placa liveloide. Esta lesion posee contornos irregulares y al cabo de los
dias aparecen flictenas (ampollas) en su interior. El contenido de las ampollas inicialmente
seroso amarillento, se torna sanguinolento y con los dias se reabsorbe formandose en el
lugar una costra negra que se esfacela dejando al descubierto una Ulcera de evolucién
cicatricial térpida, que demora semanas y aun meses en cicatrizar. La mortalidad de este
sindrome es practicamente inexistente, salvo infeccidn severa agregada.

Sindrome Sistémico (cutaneo - viscero - hemolitico, corresponde al 10 a 30% de los
casos).Los sintomas iniciales son similares al loxoscelismo cutaneo y se acompafia ademas
de escalofrios, cefalea, nauseas. Este sindrome se evidencia entre las 12 y 72 horas
posteriores a la picadura, y se acompafia de insomnio, sensacion febril, astenia y malestar
general. Los signos como la ictericia, palidez, hemoglobinuria (emision de orinas oscuras
secundaria a hemolisis intravascular) y hematuria, se acompafian de fiebre, compromiso
sensorial con obnubilacidn progresiva, delirio e incluso coma. Es frecuente observar en las
primeras 48 horas del envenenamiento, la presentacion de erupcion cutanea morbiliforme 6
escarlatiniforme. En los casos severos, la hemolisis intravascular y la hematuria son
acompafiadas de trastornos de la coagulacion sanguinea e insuficiencia renal aguda que
puede llevar a la muerte al paciente.

c) Loxoscelismo banal: (3 a 5% de casos) Son asintomaticos.
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Reacciones adversas

La administracion del suero provoca en algunos pacientes reacciones adversas, las que
generalmente ocurren en pacientes tratados previamente con sueros equinos.

Estas reacciones son de diverso grado e incluyen:

g) Reaccion Anafilctica, que puede ser fatal y se inicia con un brusco malestar, sensacion de
calor y caida de la presion arterial que puede ocasionar la muerte. En caso de presentacion
de shock anafiléctico se debe administrar adrenalina por via endovenosa.

h) Reaccion térmica o febril: generalmente se presenta después de 20 a 30 minutos de la
inyeccion del antiveneno. Se presenta con sensacion de frio corporal, ligera disnea y una
rapida alza de temperatura.

i) Enfermedad del Suero, es una reaccidn tardia que se puede presentar dentro de los 14 dias
posteriores a la administracion del suero antiveneno. Los sintomas incluyen fiebre, erupcién
dérmica, edema de la piel, dolores articulares y musculares que ceden con la administracion
de aspirina o acetaminofen. También puede presentarse urticaria. En casos severos de
enfermedad del suero se utiliza tratamiento con corticoides.

Contraindicaciones
' Hipersensibilidad al suero equino.
Picadura de otras arafias e insectos diferentes a las arafias Loxosceles.

Precauciones

Es muy importante conocer la historia previa del paciente, saber si el paciente ha recibido
previamente sueros heterélogos (antirrébico, antiofidico, antitetanico), 0 si tiene antecedentes
de alergia a medicamentos, alimentos 6 si ha sido desensibilizado previamente. En estos casos
el médico debe tener especial cuidado, dado que las posibilidades de que el paciente presente
reacciones adversas es mayor.

Nunca se debe inyectar suero o hacer la prueba de sensibilidad al suero equino sin tener
disponible una ampolla de adrenalina (1:1000 6 1 mg/mL).

Antes de aplicar la dosis recomendada del suero antiofidico equino, realice la prueba de
sensibilidad al suero equino.

Advertencias
- El suero antiloxoscélico es un producto bioldgico heterélogo para el ser humano, y puede
desencadenar reacciones alérgicas severas en algunos sujetos sensibles.

- Antes de aplicar el suero antiveneno lea las recomendaciones del fabricante.

- En aquellos casos en que la prueba de sensibilidad arroje resultados positivos, proceda a
desensibilizar al paciente antes de aplicar la dosis recomendada del suero antiofidico.

Dosis y Vias de Administracion
La dosis recomendada es de 1 a 2 frascos ampollas tanto para nifios como adultos. Se
recomienda su aplicacién preferencial en las primeras 24 horas de ocurrido el envenenamiento.

La via recomendada es la via subcuténea, y debe aplicarse en la region inter escapular (en la
espalda).
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De acuerdo a la evaluacion médica del paciente , es recomendable la aplicacion previa de un
antihistaminico H1 (ej: clorofeniramina) previo a la administracion del suero antiloxoscélico.

Interacciones
No se conocen interacciones con otros medicamentos 6 bioldgicos.

Conservacion y Almacenamiento
El suero liquido debe conservarse en refrigeracién a temperatura entre 2y 8° C

Presentacion
Caja x 1 Frasco ampolla por 5 mL
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ALGUNAS SERPIENTES YENENOSAS DE IMPORTANCIA MEDICA

Bothrops pictus “jergon de la costa”
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ALGUNAS SERPIENTES VENENOSAS DE IMPORTANCIA MEDICA

Micrurus sp ‘‘serpiente de coral, coralillo, naca naca”
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