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Abstrad: Dlood components were studied in six horses irnmuniZed with make venoms for the produclioo. of polyva­
lent antivenom in Costa Rica. No significant chánges in hemoglobin or hematocrit throughout the irnmunizatioo. pe­
riod \Vere observed, whereas a significant increment in total serum proteins occurred in the secoo.d half of the irnmu­
nization process, probably due to an increased synthesis oC irnmWloglobulins. There were no significant changes in 
crealine kinase, bul a slight incremenl was detected in both transaminases, although they did nol exceed normallimits. 
These findings suggesl the absence of relevanllissue damage in ske1etal musc1e, cardiac musc1e and liver. In agree­
menl with these results, horses did nOl develop signs of systemic poisoning, presenling oo1y minor alteratioo.s al the 
site ol venom injeclion, sum as oedema, abscesses and fistules. The development ol anti-phospholipase A2 anlibody 
respoose showed a prominent individual variability, as previously described. 
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La produccióp de antivenenos se basa en la 
inmunización de equinos, entre otros animales, 
con venenos (Latifi 1978). Dependiendo del ti­
po de veneno y del esquema de inoculaciones 
empleado, este proceso de inmunización puede 
causar alteraciones fisiopatológicas 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, así como 
alteraciones hematológicas (Gutiérrez 1980, 
Gutiérrez et al. 1982, 1984, Chaves e t  al. 
1989). 

En el presente trabajo se investigó un grupo 
de caballos inmunizados por primera vez y se 
evaluaron los cambios en hematocrito, hemo­
globina, proteínas séricas totales, así como en 
los niveles séricos de las enzimas creatina kina­
sa (CK), transaminasa glutámico-oxalacética 
(TGO) y transaminasa glutámico-pirúvica 

(TOP). Simultáneamente se estudiaron los 
cambios clínicos y la respuesta de anticuerpos 
anti-fosfolipasa A2 como un índice del desarro­

llo de la respuesta inmunológica en estos caba­
llos. 

MATERIAL y MElOOOS 

Se utilizaron seis equinos adultos (3 a 9 
afios), clínicamente sanos, machos y hembras, 
raza criolla, entre 400 y 500 Kg. Y que nunca 
habían sido inoculados con veneno. Antes de la 
inmunización, se les sometió a un período de 
tres meses de adaptación a la finca, alimentán­
dolos con pasto de corta (Pennisetum purpu­
reum), pasto Estrella (Cynodon nlenfluencis), 
heno de Pangola (Vigitaria 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 endoparásitos. 

El esquema de inmunización comprende do­
sis crecientes de la mezcla de venenos, admi­
nistrándose cada diez días (Cuadro 1). 
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CUADRO 1 

Esqwma de iMlWiización utilizado para la producción del 
swro amiofoJico polivalente 

Días 

1 
15 
25 
35 
45 
55 
65 
1S 
90 

100 

�osdev�o* 

0.5 
1.0 
1.5 
3.0 
5.0 

10.0 
15.0 
30.0 
30.0 
SO.O ** 

Coadyuvante 

Freund Completo 
Alginato de sodio  
Alginato de sodio 
Alginato de sodio 
Alginato de sodio 
Alginato de sodio 
Alginato de sodio 
Freund Incompleto 
Alginato de sodio 
Alginato de sodio 

* Mezcla. de partes iguales de los v�os de B. asper, c. 
dwissus durwus y L. muta. 

.... Si 00 se ha logrado el título 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) qui�e dias antes de ini­
ciar las inoculaciones con veneno, con interva­
los de una semana. Para la determinación de los 
valores enzimáticos se tomaron las muestras de 
sangre sin anticoagulante 24 horas después de 
los in6culos, se separó el suero y se determina­
ron todos los· valores enzimáticos en las si­
guientes 24 horas, manteniendo el suero en re­
frigeración a 4 "C. La determinación de enzi­
mas séricas se realizó con el uso de reactivos 
Sigma (Sigma Chemical Co., Missouri, USA): 
CK (Kit 520; una unidad es producto de la fos­
forilación de un nanomol de creatina por minu­
to a 25 OC ), TGP (Kit 59UV; una unidad es 
producto de la formación de un micromol de 
NAD por minuto) y TOO (Kit 58 UV; una uni­
dad es producto de la formación de un micro­
mol de NAD por minuto). 

La concentración de proteínas séricas totales 
se determinó por el método modificado de. 
Biuret. usando como patrón albúmina sérica 
bovina (Schosinsky el al. 1983). El hematocnto 
se determinó usando capilares heparinizados 
(Sáenz el al. 1981) Y la medición de la hemo­
globina se realizó por el método de cianometa­
hemoglobina (Sáenz el al. 1981). Los valores 
estadísticos se refieren a la t de Student. 

Para determinar el efecto neutralizante del 
suero, se sangraron los caballos de la vena yugu­
lar. inmediatamente antes de cada inoculación y 

se separó el suero. Se estudió la neutralización 
del efecto hemolítico indirecto del veneno de 
B. asper, mediante la técnica de he.mólisis ra­
dial en geles de agarosa (Gutiérrez et al. 1988). 
La Dosis Efectiva 50% se defmió como la ra­
zón J.!.l de suero/mg de veneno en que la activi­
dad hemolítica se redujo en un 50%. Para ma­
yor claridad gráfica. la capacidad neutralizante 
se expresa como 1/DE50 x lOS. 

RESULTADOS 

Cambios en los niveles de enzimas séri· 
cas: En relación a la TGP se observó un peque­
ño pero significativo (p < 0,05) aumento des­
pués de la dosis de 1.5 mg. de veneno (Fig. 1), 
manteniéndose valores conSiantes hasta la se­
gunda dosis de refuerzo de 50 mg. Sola'mente 
en la última dosis se dio un valor superior al 
ámbito normal (Fraser 1988, Blood et al. 1979, 
Howard y Matsumoto 1982). 

Se observó un aumento significativo de 
TGO (p < 0,05) con respecto al valor basal, en­
tre los días 14-98, así como el día 202 de la in­
munización (Fig. 1), en tanto que los inoculos 
del intervalo comprendido entre los días 
105-191 no produjeron elevaciones significati­
vamente diferentes (Fig.l). Sin embargo, a pe­
sar de que se observaron diferencias significati­
vas (entre los días 14-98 y el día 202), ningún 
valor obtenido está fuera del ámbito normal 
(Fraser 1988, Blood el al. 1979, Howard y 
Matsumoto 1982). 

Ningún valor de CK sufrió un aumento sig­
nificativo con respecto al valor basal (Fig. 1). 
Además, en ningún punto fue superado el índi­
ce superior normal (Fraser 1988, Blood e l  al. 
1979). 

Cambios en los valores hematológicos: 
Los valores de hematocrito (29-36%) presenta­
ron niveles inferiores a los ámbitos normales 
(Blood el al. 1979, Kolb 1979, Howard y 
Matsumoto 1982). Estos bajos valores se obser­
varon incluso antes de iniciarse el esquema de 
inoculacione�. No hubo cambios significativos 
en el hematocrito durante la inmunización. 

Los niveles de hemoglobina no mostraron 
fluctuaciones significativas; sus valores siem­
pre estuvieron dentro de ámbitos normales 
(Kolb 1979, Howard y Matsumoto 1982, Blood 
el aL 1979). 
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Fi¡. 1. Cambios en los niveles séricos de TOP. TOO y CK 
de 6 caballos durante el esquema de inmunización pal'll la 
producción del suero antiofídico polivalente. La actividad 
enzimática de .TGP y TOO se expresa en Unidades/litro, en 
tanto la actividad enzimática de CK se expresa en Uhnl. 
Loa resultados se presentan como promedio ± desviaci6n 
estándai. Solamente los valores con asterisco (*) fueron sig­
nificativamente superiores (p < 0,05) a los valores basales 
de los caballos antes de iniciar la inmunización. 

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

Desarrollo de la respuesta de anticuerpos 
anti-fosfolipasa A2: Se observó una gran va­
riabilidad individual en el desarrollo del título 
de anticuerpos anti-fosfolipasa Az. Todos los 
caballos lograron su mayor título alrededor del 

día 191 (ese día los valores de la expresión 
I/DEso x lOS fueron: 84, lOO, 61, 300, 114 y 
38; promedio: 116; DS : 94). 

Alteraciones clínicas: Las lesiones locales 
aparecieron con marcadas diferencias indivi­
duales en tiempo y gravedad; en general, el 
edema se observó en cinco caballos el día 14 
del esquema de inmunización; el sexto caballo 
desarrolló un edema hasta el día 112. Todos 
presentaron abscesos y lo fístulas entre los días 
105-202 del esquema de inmunización. En 
ningún caso se observaron alteraciones sisté­
micas como sangrados menores o síndromes 
hemorrágicos, deshidratación, hipotensión o 
choque. 

DISCUSION 

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

La determinación de enzimas séricas como 
TGP ayuda a diagnosticar lesión hepática, pues 
esta enzima está presente en el hígado encanti­
dades mucho mayores (Kolb 1979). De acuerdo 
a lo observado en este trabajo, no ocurre lesión 
en tejido hepático durante esta primera fase de 
inmunización, 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 crónicas de veneno. 

La TGO es un indicador del daño en tejido 
muscular, aunque un aumento en ésta puede 
indicar tanto un daño muscular como hepáti­
co, 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 lesión ti­
sular en hígado, miocardio y músculo esquelé­
tico. 

La actividad de la CK es la técnica de labo­
ratorio más comúnmente usada en el diagnósti­
co de distrofias musculares y de infarto de 
miocardio, ya que es altamente específica para 
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detectar dafio de músculo esquelético y cardía­
co (Blood el al. 1979). Debido a las observa­
ciones anteriores sobre las enzimas CK y 
TGO, y considerando estos resultados, se COI1-
cluye que el dado muscular y cardíaco 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 detectó en niveles 
menores a los ámbitos normales, pueden consi­
derarse aceptables para el caballo criollo que 
usamos y para equinos productores de antive­
nenos. Además, estos niveles bajos estaban ya 
presentes en los caballos previamente a la ino­
culación del veneno. 

La aparición de valores de proteínas totales 
mayores a los informados por varios autores 
(BIood el al. 1979, Kolb 1979, Howard y 
Matsumoto 1982), se podría explicar por el au­
mento de la síntesis de inmunoglobulinas, so­
bre todo después del día 58, cuando empezó a 
aumentar el nivel de anticuerpos anti-fosfolipa­
sa A2• Hallazgos similares fueron descritos por 
Estrada et al. (l991), en donde se describió un 
aumento en las proteínas totales y una inver­
sión en la relación albúmina:globulina en el 
curso de la inmunización. 

El tipo y tiempo de aparición de las lesiones 
locales son generalmente similares a los obser­
vados en otras experiencias realizadas en este 
instituto (Estrada el al. 1989) y son congruentes 
con la descripción 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
ción (Gutiérrez et al. 1982, 1984). 
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RESUMEN 

Se estudiaron algunos componentes sanguí­
neos en un grupo de seis caballos inmunizados 
por primera vez con venenos de serpientes para 
la producción de suero antiofídico polivalente 
en Costa Rica. No hubo cambios significativos 
en los valores de hematocrito y hemoglobina, 
aunque las proteínas totales sufrieron un peque­
ño pero significativo aumento en la segunda 
mitad del esquema de inmunización, probable­
mente relacionado con un aumento en la pro­
ducción de globulmas. No hubo cambios signi­
ficativos en los niveles de CK, mientras que las 
enzimas TGO y TGP aumentaron levemente, 
sin sobrepasar el límíte superior normal. Estos 
resultados sugieren la ausencia de lesiones tisu­
lares importantes en músculo esquelético, mús­
culo cardíaco e hígado. 

Los caballos presentan únicamente altera­
ciones locales en el sitio de inoculación del ve­
neno, caracterizadas por edema, abscesos y fís­
tulas. No se observó ningún tipo de alteración 
sistémica. Se observó una gran variabilidad in­
dividual en el desarrollo de la respuesta de anti­
cuerpos anti-fosfolipasaA2. 
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