REVISTA PERUANA DE Revista Peruana de Medicina Experimental y
Salud Publica

ISSN: 1726-4642

revmedex@ins.gob.pe

Instituto Nacional de Salud

Pera

MEDICINA EXPERIMENTAL
Y SALUD PUBLICA

Garcia, Patricia J.; Yarlequé, Armando; Bonilla-Ferreyra, César; Pessah, Silvia; Vivas, Dan; Sandoval,
Gustavo Adolfo; Lazo, Fanny
CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS Y EVALUACION PRECLINICA DE UN ANTIVENENO
BOTROPICO LIOFILIZADO CONTRA EL VENENO DE LA SERPIENTE BOTHROPS ATROX
Revista Peruana de Medicina Experimental y Salud Publica, vol. 25, nam. 4, 2008, pp. 386-390
Instituto Nacional de Salud
Lima, Pera

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.0a?id=36311614007

Como citar el articulo ' (\}J /.L

.
p .

Numero completo . -, o
P Sistema de Informacion Cientifica

Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafa y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto

Mas informacion del articulo


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=363
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=36311614007
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=36311614007
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=363&numero=11614
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=36311614007
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=363
http://www.redalyc.org

Rev Peru Med Exp Salud Publica. 2008; 25(4): 386-90.

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS Y EVALUACION PRECLINICA DE UN
ANTIVENENO BOTROPICO LIOFILIZADO CONTRA EL VENENO DE LA
SERPIENTE BOTHROPS ATROX

Patricia J. Garcia'?. Armando Yarlequé?®, César Bonilla-Ferreyra'®, Silvia Pessah'?,
Dan Vivas??, Gustavo Adolfo Sandoval®?, Fanny Lazo?"

RESUMEN

Se han estudiado las caracteristicas bioquimicas y la capacidad neutralizante del antiveneno botrépico liofilizado producido por el Instituto
Nacional de Salud (Lima, Pert), se encontr6é que posee 51,4 mg/mL de proteinas, las preparaciones liofilizadas se reconstituyen en un
periodo de 10 min alcanzando valores de Abs, 'y pH de 0,091 y 7,0, respectivamente. Para el caso de las actividades toxicas del
veneno en estudio se obtuvieron valores de toxicidad DL, : 3,33 pg/g raton, dosis hemorragica minima: 4,10 + 0,64 ug, dosis miotoxica
minima 30,2 £ 2,5 ug, dosis coagulante minima: 4,50 + 0,6 ug y dosis defibrinante minima: 8 ug, y valores de dosis efectiva del antiveneno
evaluado de 140,48 (120,09-164,33), 230,67 +11,78, 316,56 + 40,31, 105,5 + 4,2 y 500 pL antiveneno/mg veneno, respectivamente, lo
cual indica que posee capacidad para neutralizar tales parametros. Por estas razones se concluye que el producto biolégico investigado
cumple con los requerimientos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para ser considerado un antiveneno neutralizante de las
principales actividades biolégicas antes sefialadas.

Palabras clave: Antiveneno; Venenos de serpiente; Bothrops; Liofilizacién (fuente: DeCS BIREME).

BIOCHEMICALS CHARACTERISTICS AND PRE-CLINICAL TESTING OF LYOPHILIZED
BOTHROPIC ANTIVENOM AGAINST BOTHROPS ATROX SNAKE VENOM

ABSTRACT

Biochemical features and neutralizing capacity of lyophilized bothropic antivenom elaborated by the Peruvian National Health Institute
(Lima, Peru). It was found that the antivenom protein contents is 51.4 mg/mL. Lyophilized preparations can be reconstituted in 10 minutes,
reaching Absg,, and pH values reported as 0.091 and 7.0, respectively. Regarding toxicity of the venom for mice, LDy, was 3.33 ug,
minimal hemorrhagic dose was 4.10 £ 0.64 pg, minimal myotoxic dose was 30.2 + 2.5 pg, minimal coagulant dose was 4.50 + 0.6 ug,
and the minimal defibrinating dose was 8 ug; and the effective dose values of the antivenom for the aforementioned parameters were
140.48 (120.09-164.33), 230.67 + 11.78, 316.56 + 40.31, 105.5 + 4.2, and 500 pL antivenom/mg venom, respectively, indicating that
this preparation has the ability to neutralize each of the parameters tested. For these reasons we conclude that the investigated product
complies with the World Health Organization (WHO) requirements to be considered an effective antivenom capable of neutralizing the

COMUNICACION CORTA

main biological activities previously mentioned.

Key words: Antivenins; Snake venoms; Bothrops, Freeze drying (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

EnelPeru,lasmordeduras por serpientes venenosas constituyen
un problema de salud importante, reportandose accidentes tanto
en la costa, en la regién andina y principalmente en la selva
amazénica (. La gran mayoria de mordeduras son producidas
por serpientes del género Bothrops (familia Viperidae) de las
cuales la de Bothrops atrox es causante del 85 a 90% de los
accidentes reportados a nivel nacional ), siendo el edema,
la necrosis y la incoagulabilidad sanguinea las principales
caracteristicas de su accion en humanos ©). Por esta razén,
en estas regiones es necesario el uso de antivenenos que
neutralicen las actividades de su veneno, ya que constituyen el
Unico antidoto recomendado y de probada eficacia al que hace
alusion la Organizacién Mundial de la Salud 4.

1
2
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Estudio financiado por el Instituto Nacional de Salud.

El Centro Nacional de Productos Biolégicos del Instituto Nacional
de Salud (INS), en Lima, produce desde 1966 un antiveneno
botrépico en estado liquido, por hiperinmunizacién de caballos,
el cual es usado para el tratamiento de envenenamientos por
serpientes del género Bothrops, especificamente contra los
venenos de B. atrox, B. pictus, B barnetti, B. braziliy B. hyoprora
y cuya eficacia ha sido comprobada en diferentes evaluaciones
preclinicas realizadas en otros laboratorios ). Sin embargo,
este preparado es proclive a reducir su eficacia cuando no se
dispone de una cadena de frio, ya que las inmunoglobulinas
equinas, a pesar de su estabilidad térmica, pueden sufrir los
efectos prolongados a temperaturas mayores a 30 °C 7).

Las mordeduras de serpientes venenosas del género Bothrops
se producen en todo el pais, sin embargo, existe predominancia

Centro Nacional de Productos Biologicos, Instituto Nacional de Salud. Lima, Peru.
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de los accidentes ofidicos en las regiones selvatico-amazodnicas,
donde los servicios basicos como la energia eléctrica,
necesarios para mantener la cadena de frio, son insuficientes
o inexistentes. Esta precariedad de servicios basicos hace que
las zonas del pais que mas necesitan los sueros antiofidicos,
no puedan tenerlos por no disponer de cadena de frio, lo cual
puede ocasionar discapacidad en las victimas e incluso la
muerte. Ante esta situacion es conveniente disponer de una
alternativa como lo son los antivenenos liofilizados, que al ser
productos congelados y luego desecados son resistentes al
efecto térmico, y pueden ser transportados a lugares lejanos
en los que no existe la cadena de frio ©).

Por tanto la presente investigacién ha tenido por objeto analizar
bioguimica y preclinicamente un producto ya existente, cuya
presentacion farmacéutica es distinta, y que recientemente
fuera producido por el INS, con el fin de establecer si el indicado
producto cumple con las exigencias internacionales en ambos
aspectos, que permitirian convertirlo en un producto comercial
puesto a disposicion de la poblacion, que por condiciones
geograficas no tenian la posibilidad de obtener un suero que
permita tratar los accidentes ofidicos.

EL ESTUDIO

Veneno de B. atrox. Se empled el veneno de la serpiente pe-
ruana Bothrops atrox, obtenido de especimenes colectados
en varias localidades del Peru y mantenidos en el Serpentario
“Oswaldo Meneses” del Instituto Nacional de Salud en Lima.
Las muestras de veneno procedieron de diversos individuos
de ambos sexos y diferentes edades, con predominancia de
los especimenes adultos. Luego de la extraccion, los venenos
fueron cristalizados y mantenidos a -20 °C hasta su uso. Pos-
teriormente, fueron reconstituidos en solucion salina fisiolégica
antes de usarlos.

Antiveneno. Se evalu6 el antiveneno botrépico liofilizado (lote
piloto: LP000104-RMH), producido por el Centro Nacional de
Productos Bioldgicos, Instituto Nacional de Salud, Lima, Peru.
Este es obtenido mediante inmunizacién de caballos con una
mezcla de los venenos de B. atrox, B. pictus, B. barnetti, B.
brazili y B. hyoprora, obteniéndose luego de un proceso de
purificacion, IgG completa ). Este antiveneno es estandarizado
para tener una potencia minima de 2,5 mg de veneno de B. atrox
neutralizados por mL de antiveneno. Los frascos de antiveneno
liofilizado fueron almacenados a 4 °C y usados antes de su
fecha de expiracion. Posteriormente, fueron resuspendidos en
agua destilada antes de las pruebas de neutralizacion.

Cuantificacién de proteinas. El contenido de proteinas del
veneno y del antiveneno fue determinado por la medicion de
la absorbancia a 280 nm'® y expresado como unidades de
absorbancia por mililitro (UA/mL). Para el caso del veneno
se empled adicionalmente el método de Lowry et al.", y para
el antiveneno el método de Biuret'>. En ambos casos se
empled albumina sérica bovina como proteina estandar y la
concentracién se expresé en miligramos por mililitro.

Solubilidad y pH del antiveneno. La solubilidad del antiveneno
liofilizado fue analizada midiendo los tiempos de reconstitucion
de las preparaciones liofilizadas a temperatura ambiente (25 °C)
hasta la desaparicion de material sélido en el vial luego de la
adicién de 10 mL de agua destilada. Posteriormente, se registro
la turbidez del antiveneno midiendo su absorbancia a 600 nm.
Adicionalmente, se medié el pH del antiveneno reconstituido.

Electroforesis del antiveneno botrépico. Los electroferogra-
mas correspondientes al antiveneno botrépico se determinaron
mediante PAGE-SDS (¥ empleando como proteinas estanda-
res albumina bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa) y anhidrasa
carbénica (29 kDa). Los geles fueron tefidos con azul brillante de
Coomassie y registrados para su posterior andlisis visual.

ACTIVIDADES TOXICAS DEL VENENO Y SU NEUTRALIZA-
CION POR EL ANTIVENENO

Las pruebas toxicolégicas fueron llevadas a cabo en ratones
albinos BALB/c. Los protocolos experimentales estuvieron de
acuerdo con el Manual de Métodos de Laboratorio del Instituto
Clodomiro Picado ('), los cuales se describen a continuacion:

Letalidad. La letalidad fue ensayada mediante inyeccion por
via intraperitoneal (i.p.). Se inyectd cinco grupos de seis ratones
(18-20 g) con diferentes dosis de veneno, disuelto en 200 pL de
solucion salina. Se registré las muertes que ocurrieron durante
48 hy se estimd la dosis letal media (DL,;) mediante el método
de Probits (19

Actividad hemorrdgica. Se determind de acuerdo con
Gutierrez et al. '®, para lo cual se inyectaron via intradérmica
(i.d.), cinco grupos de cuatro ratones (18-20 g) con diferentes
dosis de veneno, disuelto en 100 pL de solucién salina. Luego
de dos horas, los animales fueron sacrificados por dislocacion
cervical y se les removio la piel colocandolas por el lado interno,
para calcular el diametro del area hemorragica. La dosis
hemorragica minima (DHM) es la cantidad de veneno capaz de
inducir un area hemorragica de 10 mm de diametro (),

Actividad miotéxica. Cinco grupos de cuatro ratones albinos
(18-20 g) recibieron inyeccién intramuscular (i.m.) de veneno
a concentraciones crecientes, disuelto en 100 pL de solucion
salina, en el masculo gastrocnemius derecho (7). Los animales
control fueron inyectados con 100 pL de solucion salina. Tres
horas después de la inyeccion, los ratones fueron sangrados
a partir del plexo orbital, bajo anestesia con cloroformo. La
actividad de creatina quinasa (CK) del plasma fue cuantificada
mediante el reactivo de CK ('® (Pointe Scientific, INC-USA),
expresando la actividad enzimatica en IU/L y definida como
la cantidad de enzima que cataliza la transformaciéon de un
micromol de sustrato por minuto a 37 °C.

La dosis miotéxica minima (DMM) corresponde a la cantidad
de veneno que induce un incremento de la actividad de CK del
plasma correspondiente a cuatro veces la actividad enzimatica
encontrada en el grupo basal.

Actividad coagulante. Se prepar6 una mezcla de reaccion
constituida por cantidades crecientes de veneno, disueltas en
100 pL de solucién salina, y 200 L de plasma humano citratado,
se incubd a 37 °C y se registro el tiempo de coagulacién. La dosis
coagulante minima (DCM) se define como la cantidad de veneno
que indujo la coagulacién del plasma en 60 segundos 4.

Actividad defibrinante. Fue determinada de acuerdo con
Theakston y Reid ), con algunas modificaciones. Cinco
grupos de cuatro ratones albinos (18-20 g) fueron inyectados
por via intravenosa (i.v.), en la vena caudal, con cantidades
crecientes de veneno, disuelto en 100 yL de solucion salina.
Una hora después de la inyeccion, los ratones fueron
sangrados en tubos de ensayo, a partir del plexo ocular bajo
anestesia con cloroformo, y la sangre mantenida a temperatura
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ambiente (22 a 25 °C) durante dos horas. Luego, los tubos
fueron invertidos y se observé la formacion de un coagulo.
La dosis defibrinante minima (DDM) correspondié a la menor
cantidad de veneno que produjo incoagulabilidad de la sangre
en todos los ratones inyectados.

NEUTRALIZACION POR EL ANTIVENENO

Antes de evaluar la actividad correspondiente, en los dife-
rentes sistemas de ensayo farmacolégico descritos anterior-
mente, los ensayos de neutralizacién siguieron el protocolo
en el cual se incubd una cantidad constante de veneno (“do-
sis de desafio”) con varias diluciones del antiveneno, duran-
te 30 minutos a 37 °C.

En el caso de la neutralizacion de la letalidad, se utilizé una
dosis de veneno correspondiente a cuatro DL . Las “dosis de
desafio” del veneno para las actividades restantes evaluadas
fueron:

(a) actividad hemorragica: cinco DHM;

(b) actividad miotoxica: tres DMM,;

(c) actividad coagulante: dos DCM; y

(d) actividad defibrinante: dos DDM.

En el caso de los efectos letal, hemorragico y miotdxico, la
capacidad neutralizante del antiveneno fue expresado como
la dosis efectiva 50% (DE,;), es decir la proporcion, pL de
antiveneno/mg de veneno, que redujo al 50% la actividad de
la “dosis de desafio” del veneno. En el caso de las actividades
coagulante y defibrinante, la neutralizaciéon fue expresada
como la dosis efectiva (DE). Para la actividad coagulante, la DE
corresponde a la proporcion, uL de antiveneno/mg de veneno,
en la cual el tiempo de coagulacién es prolongado tres veces
comparado con el tiempo de coagulacién del plasma incubado
s6lo con el veneno. Para la actividad defibrinante, la DE
corresponde a la proporcién, uL de antiveneno/mg, de veneno,
en la cual ninguno de los ratones inyectados fue defibrinado, es
decir, todas las muestras de sangre coagularon.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados son presentados como la media + desviacion
estandar (DE) con excepcion de los ensayos de letalidad en
los cuales la variabilidad fue expresada como los limites de
confianza al 95%.

HALLAZGOS

Las caracteristicas bioquimicas del antiveneno se muestran
en la Tabla 1, mientras que en la Figura 1, se muestra el
electroferograma obtenido para el antiveneno liofilizado en
comparacioén con el mismo antiveneno antes de su liofilizacion.
Se puede observar que el contenido de proteina por el método
de Biuret fue estimado en 51,4 mg/mL, mientras que por DO,
el valor fue de 70,7 mg/mL. Asi mismo, el pH calculado fue de
7,0 para la solucion acuosa del antiveneno la cual se solubilizd
completamente en agua destilada en un tiempo maximo de 10
min a 25 °C.

En cuanto a los electroferogramas obtenidos mediante la técnica
de PAGE-SDS puede apreciarse que el antiveneno antes y
después de la liofilizacién tienen el mismo patrén electroforético
con una banda principal de 162 kDa la cual corresponde a la
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Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas del antiveneno.

Caracteristica Lote Piloto LP000104-RMH

Origen Caballo
Anticuerpo 1gG

70,7 UA/mL (método UV)

(CRICTE D Eaites 51,4 mg/mL (método de Biuret)

Tiempo de reconstitucion: 10 min
Abs 10,091

600nm"
pH 7.0

Solubilidad a 25 °C

masa de anticuerpos IgG y solo una banda adicional en el
rango de 66 kDa que corresponderia a la albumina sérica.

En relacion a las actividades toxicolégicas del veneno, la es-
timacion de sus efectos biolégicos se muestra en la tabla 2.
Se observa que el veneno de B. atrox tiene una toxicidad en
ratones equivalente a una DL de 3,33 (2,79-3,96) pg/g raton
y ademas produjo dafio tisular local, es decir, hemorragia con
una DHM de 4,10 + 0,64 pg y mionecrosis con una DMM de
30,2 + 2,5 pg. Asi también el veneno origind coagulacion in vitro
sobre plasma humano citratado con una DCM de 4,50 + 0,6 ug
y defibrinaciéon del plasma de ratones con una DDM de 8 ug
luego de dos horas de inoculacién en ratones por via i.v.

Por otro lado, los experimentos de neutralizacién de la letalidad
inducida por el veneno de B. atrox (Tabla 2), mostr6é una DE
de 322 yL antiveneno/mg veneno (intervalo de confianza 95%:
282-369 pL/mL).

Con respecto a la actividades hemorragica, miotoxica, coa-
gulante y defibrinante del veneno de B. atrox, el antiveneno
se mostré efectivo en su neutralizacion (Tabla 2) lograndose
la reduccion al 50% de la actividad de las “dosis de desafio”
correspondientes.

66KDa —» _. =

45KDa —» :
29KDa > .

Carril 1: Marcadores de peso molecular (anhidrasa carbénica, 29
kDa; ovoalbimina, 45 kDa y albumina sérica bovina, 66 kDa); Carril 2:

Antiveneno pre-liofilizado; Carril 3: Antiveneno liofilizado.

Figura 1. Electroforesis en geles de poliacrilamida del antive-
neno botrdpico liofilizado.
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Tabla 2. Actividades toxicas inducidas por el veneno de B. atrox y su neutralizacion por el antiveneno.

Efecto

Letalidad ?

b
DE,,

DL,: dosis letal (ug/g raton)

3,33 (2,79 - 3,96)

140,48 (120,09 - 164,33)

DHM: dosis hemorragica minima (ug) 4,10 £ 0,64 230,67 £ 11,78
DMM: dosis miotdxica minima (ug) 30,20 + 2,50 316,56 + 40,31
DCM: dosis coagulante minima (ug) 4,50 £ 0,60 105,50 + 4,20
DDM: dosis defibrinante minima (ug) 8,0 500

@ La letalidad fue determinada en ratones de 18-20 g mediante la via intraperitoneal; se incluyen los limites de confianza 95%.

Otros resultados son presentados como media + DE (n = 3).

DISCUSION

En nuestro pais, durante el afio 2005, se ha reportado un total
de 1435 casos de mordeduras de serpiente con una tasa de
mortalidad del 0,39%. Sin embargo, a pesar de los grandes
esfuerzos por parte de las autoridades de salud para actualizar
los registros epidemioldgicos, es altamente probable que estas
cifras subestimen la incidencia real de envenenamientos (19

Existe una gran diversidad en las tecnologias usadas en la
produccion de antivenenos. Algunos laboratorios utilizan pro-
tocolos basados en digestion con pepsina, termocoagulacion,
y precipitacién con sulfato de amonio para generar fragmen-
tos F(ab),; sin embargo, en otras instituciones se ha efectua-
do innovaciones en este protocolo basico, particularmente en
el Instituto Butantan de Sao Paulo - Brasil, donde se usan de
forma rutinaria novedosos pasos, tales como cromatografia de
intercambio idnico en la produccién de antivenenos. Asi mismo,
algunos laboratorios producen antiveneno IgG completo me-
diante precipitacion con sulfato de amonio, mientras que otros,
logran una mayor purificacion usando acido caprilico ya que
este agente es capaz de precipitar todas las proteinas plasma-
ticas menos las IgG, las cuales permanecen solubles y pueden
ser facilmente recuperadas. Por otro lado, la mayoria de la-
boratorios productores a nivel mundial, elaboran antivenenos
liquidos, sin embargo, el requerimiento de antivenenos liofili-
zados en América Latina, Asia y Africa es cada vez mayor, ya
que la disponibilidad de estos ultimos no estaria condicionada
a la cadena de frio.

En un taller de la Organizaciéon Mundial de la Salud, llevado a
cabo en el Instituto Nacional de Estandares Bioldgicos y Con-
trol (Potters Bar, Inglaterra) ®, se discutié y comparé a los anti-
venenos liquidos con los liofilizados en términos de estabilidad.
Se noté que las preparaciones liofilizadas normalmente tienen
tiempos de vida mas largos que las preparaciones liquidas, si
son almacenadas apropiadamente. Esto constituye una ventaja
obvia en lugares donde las condiciones de distribucion y alma-
cenamiento no pueden ser bien controladas como es el caso de
la selva amazédnica peruana.

Una de las caracteristicas mas importantes de los preparados
liofilizados es el tiempo de reconstitucion y la solubilidad de
éste, las cuales dependen criticamente de cuan bien haya sido
secada en frio. La dificultad en la resuspension de antivenenos
liofilizados comerciales puede reflejar desnaturalizacion del
producto durante los ciclos de secado en frio, implicando
pérdida de estabilidad y actividad. En este trabajo determinamos
tiempos de reconstitucion de 10 min, los cuales son altamente

Dosis efectiva 50%, definida como la proporcion ul antiveneno/mg veneno a la cual el efecto se reduce al 50%. En el caso de los
efectos coagulante y defibrinante se considerd la Dosis Efectiva.

contrastantes para los valores encontrados con otros dos
antivenenos liofilizados utilizados en los Estados Unidos:
(1) antiveneno crotalido polivalente (ACP), el cual consiste
de anticuerpos policlonales de caballos inmunizados con
los venenos de Crotalus adamanteus, C. atrox, C. durissus
terrificus y Bothrops atrox, y (2) antiveneno crotalido Fab, el cual
esta constituido por los fragmentos Fab de inmunoglobulinas
obtenidas de ovejas inmunizadas con los venenos de C.
adamanteus, C. atrox, C. scutulatus y Agkistrodon piscivorus.
Estos antivenenos presentaron tiempos de reconstitucion de 40
y 90 minutos, respectivamente 29,

Por tanto, el tiempo de reconstitucion encontrado para el
antiveneno en estudio es mucho menor que los publicados
previamente, lo que constituye una ventaja para su rapida
aplicacién, considerando que se logra la reconstitucion de
la estructura cuaternaria de las proteinas contenidas en el
antiveneno liofilizado.

Por otro lado, la solubilidad del preparado liofilizado fue monito-
reada registrando valores de turbidez a 600 nm. A esta longitud
de onda, la absorbancia depende de la turbidez, ya que otras
variables tales como la concentraciéon de proteina, concentra-
cion de fenol y presencia de pigmentos no afectan el valor obte-
nido. Ademas, se conoce que el proceso de liofilizacion puede
ejercer una variedad de efectos sobre la estructura proteica,
como desplegamiento y desnaturalizacion de las proteinas, ha-
ciendo que esta solucién se vuelva inefectiva. Algunos trabajos
reportados previamente @), registran valores de absorbancia a
600 nm tanto para preparaciones liquidas como liofilizadas que
alcanzan valores hasta de ~0.100, los resultados obtenidos
muestran que el antiveneno botropico liofilizado tuvo un valor
de absorbancia de 0,091 a 600 nm (Tabla 1) y no se observo
tendencia a turbidez, por lo que las condiciones de liofilizacion
empleadas en su preparacion son apropiadas. Es necesario
remarcar el hecho que la reconstitucién de un antiveneno en
el ambito clinico es determinada sdélo por observacion del mé-
dico, de manera que mientras mas rapido se perciba que el
antiveneno esta reconstituido, mas rapido puede ser aplicado
el tratamiento.

Otra de las técnicas que se emplean para monitorear la
estabilidad de las preparaciones liofilizadas es la electroforesis
en geles de poliacrilamida (PAGE-SDS) ©®). A partir de los geles
obtenidos (Figura 1), se puede concluir que las condiciones del
proceso de liofilizacion al cual se sometieron las preparaciones
liquidas del antiveneno botrépico no afectaron la estabilidad ni
la integridad de las proteinas constituyendo un precedente para
una posterior produccién a mayor escala de este preparado.
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Hay que considerar que la vida media de un antiveneno puede
incrementarse si las condiciones de purificacion y liofilizacion
de los preparados son mantenidas rigurosamente.

Un paso inicial en el desarrollo de un antiveneno lo constituye
la evaluacion preclinica tanto in vivo e in vitro de su capacidad
neutralizante contra las actividades tédxicas mas importantes de
un determinado veneno. Por ello, en el presente trabajo segui-
mos el procedimiento recomendado por la OMS para la eva-
luacién toxicoldgica del veneno de Bothrops atrox, incluyendo
la determinacion de la potencia del veneno, DL, (prueba de
letalidad in vivo en ratones), dosis hemorragica minima (DHM),
una evaluacion de la actividad hemorragica inducida por el ve-
neno, dosis miotdxica minima, dosis coagulante minima, una
evaluacion del efecto procoagulante del veneno sobe el plasma
(DCM-P) y dosis defibrinogenante minima (DDM), una evalua-
cién del efecto defibrinogenante in vivo del veneno, asi como la
neutralizacion de estas actividades por el antiveneno ©.

Con respecto a la actividad letal (Tabla 2), ésta es neutralizada
por el antiveneno liofilizado en dosis similares a los reportados
para diferentes lotes del mismo antiveneno en su forma liquida
.8) Asi mismo, el antiveneno en estudio mostré una capacidad
neutralizante de las actividades hemorragica y coagulante
en valores similares a los del antiveneno botrépico liquido
©.8) si bien las actividades miotéxica y defibrinogenante son
neutralizadas con mayor cantidad del antiveneno liofilizado.

Es importante considerar que a pesar de que el antiveneno
botrépico ha sido sometido a un proceso de liofilizacion,
mantiene una alta efectividad neutralizante sobre las principales
acciones biologicas de la ponzofia como son la letalidad, la
hemorragia y la actividad coagulante ¢®. Las variaciones en la
potencia neutralizante al comparar el antiveneno liofilizado con
el liquido han llevado a sugerir el uso de diferentes regimenes
de dosis de estos antivenenos, por ejemplo, para el caso de
los antivenenos en Guatemala ®. Debe tenerse también en
cuenta que el tratamiento con dosis excesivas de antiveneno
podria resultar en una alta incidencia de reacciones de tipo
anafilacticas por parte de las personas accidentadas.

En suma, aunque el proceso de liofilizaciéon es complejo y debe
realizarse en condiciones rigurosas, dada la estructura proteica
del material contenido en el antiveneno, las ventajas de un
producto de este tipo son evidentes, pues se puede prescindir
de la cadena de frio y asegurarnos que el uso de un producto
de este tipo tenga la maxima capacidad neutralizante sobre el
veneno ofidico causante de un accidente en aquellas zonas
donde los antivenenos liquidos practicamente son inaccesibles
por la carencia de cadena de frio.
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