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de serpientes para la produccién de antivenenos en Costa Rica
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Abstract: Blood components were studied in six horses immunized with snake venoms for the producsion of polyva-
lent antivenom in Costa Rica. No significant changes in hemoglobin or hematocrit throughout the immunization pe-
riod were observed, whereas a significant increment in total serum proteins occurred in the second half of the immu-
nization process, probably due to an increased synthesis of immunoglobulins. There were no significant changes in
creatine kinase, but a slight increment was detected in both transaminases, although they did not exceed normal limits.
These findings suggest the absence of relevant sssue damage in skeletal muscle, cardiac muscle and liver. In agree-
ment with these results, horses did not develop signs of systemic poisoning, presenting only minor alterations at the
site of venom injection, such as oedema, abscesses and fistules. The development of anti-phospholipase A2 antibody
response showed a prominent individual variability, as previously described.
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La produccién de antivenenos se basa en la
inmunizacién de equinos, entre otros animales,
con venenos (Latifi 1978). Dependiendo del ti-
po de veneno y del esquema de inoculaciones
empleado, este proceso de inmunizacién puede
causar alteraciones fisiopatoldgicas en los ca-
ballos, las cuales han sido poco estudiadas.

En el caso del antiveneno polivalente produ-
cido en Costa Rica, los caballos son inoculados
con una mezcla de venenos de las especies
Bothrops asper, Lachesis muta y Crotalus du-
rissus durissus (Bolafios y Cerdas 1980). Estos
venenos contienen toxinas capaces de producir
lesiones tisulares locales y sistémicas, asi como
alteraciones hematoldgicas (Gutiérrez 1980,
Gutiérrez et al. 1982, 1984, Chaves et al.
1989). :

En el presente trabajo se investigé un grupo
de caballos inmunizados por primera vez y se
evaluaron los cambios en hematocrito, hemo-
globina, proteinas séricas totales, asi como en
los niveles séricos de las enzimas creatina kina-
sa (CK), transaminasa glutdmico-oxalacética
(TGO) y transaminasa glutdmico-pirdvica

(TGP). Simultdnéamente se estudiaron los
cambios clinicos y la respuesta de anticuerpos
anti-fosfolipasa Ay como un indice del desarro-
llo de la respuesta inmunoldgica en estos caba-
llos.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron seis equinos adultos (3 a 9
afios), clinicamente sanos, machos y hembras,
raza criolla, entre 400 y 500 Kg. y que nunca
habian sido inoculados con veneno. Antes de la
inmunizacién, se les sometié a un periodo de
tres meses de adaptacién a la finca, alimentén-
dolos con pasto de corta (Pennisetum purpu-
reum), pasto Estrella (Cynodon nlenfluencis),
heno de Pangola (Digitaria decumbens) y una
mezcla de alimento balanceado en polvo. En
este tiempo se integraron a un programa de
control de enfermedades infectotransmisibles y
de ecto- y endoparisitos.

El esquema de inmunizacién comprende do-
sis crecientes de la mezcla de venenos, admi-
nistrandose cada diez dias (Cuadro 1).
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CUADRO'1
Esquema de inmunizacion utilizado para la produccién del
suero antiofidico polivalente
Dias Miligramos de veneno* Coadyuvante
1 0.5 Freund Completo
15 1.0 Alginato de sodio
25 1.5 Alginato de sodio
35 3.0 Alginato de sodio
45 50 Alginato de sodio
55 10.0 Alginato de sodio
65 . 15.0 Alginato de sodio
5 30.0 Freund Incompleto
90 30.0 Alginato de sodio
100 50.0 ** Alginato de sodio

* Mezcla de partes iguales de los venenos de B. asper, C.
durissus durissus y L. muta.

** Si no se ha logrado el titulo adecuado se repite esta do-
sis hasta alcanzarlo.

Para establecer el valor basal para cada ani-
mal, se tomaron muestras de sangre con antico-
agulante (Citrato de Sodio) y sin anticoagulante
(para obtener el suero) quince dias antes de ini-
ciar las inoculaciones con veneno, con interva-
los de una semana. Para la determinacién de los
valores enzimdticos se tomaron las muestras de
sangre sin anticoagulante 24 horas después de
los in6culos, se separé el suero y se determina-
ron todos los valores enzimaticos en las si-
guientes 24 horas, manteniendo el suero en re-
frigeracion a 4 °C. La determinacién de enzi-
mas séricas se realizé con el uso de reactivos
Sigma (Sigma Chemical Co., Missouri, USA):
CK (Kit 520; una unidad es producto de la fos-
forilacién de un nanomol de creatina por minu-
to a 25 °C ), TGP (Kit 59 UV; una unidad es
producto de la formacién de un micromol de
NAD por minuto) y TGO (Kit 58 UV; una uni-
dad es producto de la formacién de un micro-
mol de NAD por minuto).

La concentracién de proteinas séricas totales

se determiné por el método modificado de.

Biuret, usando como patrén albimina sérica
bovina (Schosinsky ef al. 1983). El hematocrito
se determiné usando capilares heparinizados
(Séenz et al. 1981) y la medicién de la hemo-
globina se realizé por el método de cianometa-
hemoglobina (S4enz et al. 1981). Los valores
estadisticos se refieren a la ¢ de Student.

Para determinar el efecto neutralizante del
suero, se sangraron los caballos de 1a vena yugu-
lar, inmediatamente antes de cada inoculacién y

se separd el suero. Se estudié la neutralizacién
del efecto hemolitico indirecto del veneno de
B. asper, mediante 1a técnica de hemdlisis ra-
dial en geles de agarosa (Gutiérrez et al. 1988).
La Dosis Efectiva 50% se definié como la ra-
z6n pl de suero/mg de veneno en que la activi-
dad hemolitica se redujo en un 50%. Para ma-
yor claridad gréfica, la capacidad neutralizante
se expresa como 1/DEsg x 105.

RESULTADOS

Cambios en los niveles de enzimas séri-
cas: En relacién a la TGP se observé un peque-
fio pero significativo (p < 0,05) aumento des-
pués de la dosis de 1,5 mg. de veneno (Fig. 1),
manteniéndose valores constantes hasta la se-
gunda dosis de refuerzo de 50 mg. Solamente
en la iltima dosis se dio un valor superior al
ambito normal (Fraser 1988, Blood et al. 1979,
Howard y Matsumoto 1982).

Se observé un aumento significativo de
TGO (p < 0,05) con respecto al valor basal, en-
tre los dias 14-98, asi como el dia 202 de la in-
munizacién (Fig. 1), en tanto que los inéculos
del intervalo comprendido entre los dias
105-191 no produjeron elevaciones significati-
vamente diferentes (Fig.1). Sin embargo, a pe-
sar de que se observaron diferencias significati-
vas (entre los dias 14-98 y el dia 202), ningiin
valor obtenido esta fuera del dmbito normal
(Fraser 1988, Blood et al. 1979, Howard y
Matsumoto 1982).

Ningiin valor de CK sufri6é un aumento sig-
nificativo con respecto al valor basal (Fig. 1).
Ademis, en ningin punto fue superado el indi-
ce superior normal (Fraser 1988, Blood et al.
1979).

Cambios en los valores hematolégicos:
Los valores de hematocrito (29-36%) presenta-
ron niveles inferiores a los 4mbitos normales
(Blood et al. 1979, Kolb 1979, Howard y

‘Matsumoto 1982). Estos bajos valores se obser-

varon incluso antes de iniciarse el esquema de
inoculaciones. No hubo cambios significativos
en el hematocrito durante la inmunizacion. )

Los niveles de hemoglobina no mostraron
fluctuaciones significativas; sus valores siem-
pre estuvieron dentro de 4mbitos normales
(Kolb 1979, Howard y Matsumoto 1982, Blood
etal. 1979).
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Fig. 1. Cambios en los niveles séricos de TGP, TGO y CK
de 6 caballos durante el esquema de inmunizaci6n para la
produccién del suero antiofidico polivalente. La actividad
enzimética de TGP y TGO se expresa en Unidades/litro, en
tanto la actividad enzimitica de CK se expresa en U/nl.
Los resultados se presentan como promedio * desviacién
estindar. Solamente los valores con asterisco (*) fueron sig-
nificativamente superiores (p < 0,05) a los valores basales
de los caballos antes de iniciar la inmunizaci6n.

Los valores de proteinas totales se mantu-
vieron dentro de lo normal, aunque observamos
un indice superior levemente mayor (6.93-9.37
g/dl). No existi6 diferencia significativa en
los valores observados entre los dias 1-58, en
tanto que en el intervalo comprendido entre
los dias 58-200 hubo un aumento significati-
vo (p < 0,05) con respecto a los valores basales.

Desarrollo de la respuesta de anticuerpos
anti-fosfolipasa Aj: Se observ6 una gran va-
riabilidad individual en el desarrollo del titulo
de anticuerpos anti-fosfolipasa A,. Todos los
caballos lograron su mayor titulo alrededor del

dia 191 (ese dia los valores de la expresi6n
1/DEg, x 105 fueron: 84, 100, 61, 300, 114 y
38; promedio : 116; DS : 94).

Alteraciones clinicas: Las lesiones locales
aparecieron con marcadas diferencias indivi-
duales en tiempo y gravedad; en general, el
edema se observé en cinco caballos el dia 14
del esquema de inmunizacién; el sexto caballo
desarroll6 un edema hasta el dia 112. Todos
presentaron abscesos y/o fistulas entre los dias
105-202 del esquema de inmunizacién. En
ningin caso se observaron alteraciones sisté-
micas como sangrados menores o sindromes
hemorrégicos, deshidratacién, hipotensién o
choque.

DISCUSION

La toma de muestras de sangre para el estu-
dio de las alteraciones de las enzimas séricas se
realizé 24 horas después de los inéculos, consi-
derando que los venenos inoculados van disuel-
tos en adyuvantes que permiten una liberacién
lenta del antigeno. Por otra parte, hemos obser-
vado que en algunos caballos que han presenta-
do signos posteriores a la inoculacién, éstos
han aparecido entre 12-36 horas después de la
inyeccidn de 1a mezcla antigénica.

La determinaci6n de enzimas séricas como
TGP ayuda a diagnosticar lesién hepética, pues
esta enzima est4 presente en el higado en canti-
dades mucho mayores (Kolb 1979). De acuerdo
a lo observado en este trabajo, no ocurre lesién
en tejido hepatico durante esta primera fase de
inmunizacién, aunque no se descarta la posibi-
lidad de que ésta ocurra en un plazo mayor que
el de este estudio, como efecto de inoculacio-

- nes crénicas de veneno.

La TGO es un indicador del daiio en tejido
muscular, aunque un aumento en ésta puede
indicar tanto un dafio muscular como hepati-
o, por lo que su especificidad y confiabilidad
es mucho menor que para la CK (Kolb 1979).
El hecho de que la TGO no superara los valo-
res normales sugiere la ausencia de lesién ti-
sular en higado, miocardio y miisculo esquelé-
tico.

La actividad de la CK es la técnica de labo-
ratorio mis cominmente usada en el diagndsti-
co de distrofias musculares y de infarto de
miocardio, ya que es altamente especifica para
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detectar dafio de misculo esquelético y cardia-
co (Blood et al. 1979). Debido a las observa-
ciones anteriores sobre las enzimas CK y
TGO, y considerando estos resultados, se con-
cluye que el dafio muscular y cardiaco induci-
do por estas dosis de veneno inoculado es muy
leve o'inexistente.

Los cambios detectados en hematocrito y
hemoglobina fueron realmente muy leves, y
aunque el hematocrito se detectd en niveles
menores a los dmbitos normales, pueden consi-
derarse aceptables para el caballo criollo que
usamos y para equinos productores de antive-
nenos. Ademds, estos niveles bajos estaban ya
presentes en los caballos previamente a la ino-
culacién del veneno.

La aparicién de valores de proteinas totales
mayores a los informados por varios autores
(Blood et al. 1979, Kolb 1979, Howard y
Matsumoto 1982), se podria explicar por el au-
mento de la sintesis de inmunoglobulinas, so-
bre todo después del dia 58, cuando empez6 a
aumentar el nivel de anticuerpos anti-fosfolipa-
sa A,. Hallazgos similares fueron descritos por
Estrada et al. (1991), en donde se describié un
aumento en las proteinas totales y una inver-
sién en la relacion albimina:globulina en el
curso de la inmunizacién.

El tipo y tiempo de aparicién de las lesiones
locales son generalmente similares a los obser-
vados en otras experiencias realizadas en este
instituto (Estrada et al. 1989) y son congruentes
con la descripcion de los efectos locales induci-
dos probablemente por varias toxinas de los ve-
nenos que producen edema, hemorragia y ne-
crosis del tejido adyacente al sitio de inocula-
cién (Gutiérrez et al. 1982, 1984).
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RESUMEN

Se estudiaron algunos componentes sangui-
neos en un grupo de seis caballos inmunizados
por primera vez con venenos de serpientes para
la produccién de suero antiofidico polivalente
en Costa Rica. No hubo cambios significativos
en los valores de hematocrito y hemoglobina,
aunque las proteinas totales sufrieron un peque-
flo pero significativo aumento en la segunda
mitad del esquema de inmunizacién, probable-
mente relacionado con un aumento en la pro-
duccién de globulinas. No hubo cambios signi-
ficativos en los niveles de CK, mientras que las
enzimas TGO y TGP aumentaron levemente,
sin sobrepasar el limite superior normal. Estos
resultados sugieren la ausencia de lesiones tisu-
lares importantes en miisculo esquelético, mus-
culo cardiaco e higado.

Los caballos presentan unicamente altera-
ciones locales en el sitio de inoculacién del ve-
neno, caracterizadas por edema, abscesos y fis-
tulas. No se observo ningiin tipo de alteracion
sistémica. Se observd una gran variabilidad in-
dividual en el desarrollo de la respuesta de anti-
cuerpos anti-fosfolipasa A,.
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