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Toxicidad y neutralizacién de venenos ofidicos peruanos
de los géneros Bothrops y Lachesis (Serpentes: Viperidae)
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Abstract: The lethal potencies (Mcdian Lethal Dose) of the venoms of Peruvian snakes (Bothrops atrox, Bothrop s
barnetti, Bothrops pictus and Lachesis muta muta) were deterrnined in mice by using intravenous and intraperitoneal
routes of injection. In addition, the neutralizing ability of three antivenoms (bothropic polyvalent, bothropic bivalent
and lachetic) was studied by preincubation-type experiments. B. pictus venom had the highest lethality by the intrape-
ritoneal route whereas B. atrox venom had the highest lethality when tested by the intravenous route. The three anti-
venoms were effective in neutralizing lethality of the homologous venoms. Bivalent antivenom was more effective
than polyvalent antivenom in the neutralization of B. pictus venom. On the basis of these findings, the use of bivalent
bothropic antivenom is recommended in the Pacific coastal regions of Peri, whereas polyvalent bothropic antivenom

is recommended in the oriental jungle regions of the country.
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El envenenamiento por mordedura de ser-
piente es un accidente frecuente en las vertien-
tes occidental, o Pacifica, y oriental, o Atldn-
tica, de la cadena de los Andes. Se conocen
cerca de 60 especies de serpientes venenosas
pertenecientes a los géneros Bothrops, Lache-
sis, Crotalus y Micrurus (Meneses 1974a, b, c,
Hoge y Romano 1979, Carrillo 1983). Cuatro
especies se han descrito como agentes causales
principales del ofidismo en el Peri: Bothrops
atrox (jergén) y Lachesis muta muta (sushupe)
en la selva amazénica de la vertiente oriental y
Bothrops pictus (jergén de la costa) y
Bothrops barnetti (macanche) en las zonas de-
sérticas de la vertiente occidental. La especie
B. atrox es responsable de cerca del 90% de los
accidentes ofidicos registrados anualmente en
el Peri (Chang & Zavaleta 1987, De La Vega
et al. 1989).

Los venenos de las cuatro especies mencio-
nadas producen marcados efectos locales en el

sitio de la inyecci6n, los cuales incluyen hemo-
rragia, edema y necrosis. Ademds, se observan
efectos sistémicos, entre los que destacan alte-
racién de la coagulacién sanguinea, hipoten-
si6n arterial, disfuncién renal y muerte (Lee
1979, Russell 1980, Olascoaga 1987,
Olascoaga, Zavaleta y Marsh 1988, Pancorbo
1989, Zavaleta et al. 1989, Villegas 1990). Los
aspectos bioquimicos de los venenos de B .
atrox y L. muta muta han sido estudiados, des-
cribiéndose la presencia de enzimas con activi-
dad coagulante similar a trombina, esterasas,
fosfolipasa A,, fosfatasa, exonucleasa y 5'nu-
cleotidasa (Campos y Yarleque 1974, Heredia,
Campos y Yarlequé 1982, Herrera et al. 1986,
Yarleque, Escobar y Campos 1983, Campos e ¢
al. 1985, 1988, Zavaleta et al. 1989). Los estu-
dios sobre aspectos bioquimicos y farmacolégi-
cos de los venenos de B. barnetti y B. pictus
son atin escasos (Olascoaga 1987, Olascoaga,
Zavaleta y Marsh 1988).



352 REVISTA DE BIOLOGIA TROPICAL

El Instituto Nacional de Salud del Perd pro-
duce antivenenos ofidicos y ardcnidos desde
1968 empleando técnicas de hiperinmunizacién
en equinos (Chippaux y Goyffon 1983).
Actualmente elabora en forma comercial cuatro
antivenenos: Antilaquésico monovalente
(ALM; se utiliza como antigeno el veneno de
Lachesis muta muta), anticrotilico monovalen-
te (ACM; se utiliza como antigeno el veneno de
Crotalus durissus terrificus), antibotr6pico po-
livalente (ABP; se utiliza como antigeno los
venenos de Bothrops atrox y Bothrops pictus) y
antibotrépico bivalente (ABB; se utiliza como
antigenos los venenos de Bothrops barnetti y
Bothrops pictus).

Sin embargo, la potencia especifica de estos
sueros no ha sido previamente analizada en de-
talle, por lo que en este estudio se evalud la po-
tencia de cada antiveneno mediante pruebas en
las que veneno y antiveneno se incuban antes
de su administracién en ratones (OPS 1977).
Gutiérrez et al. (1990) han planteado que si
bien en este tipo de experimentos no se repro-
ducen las caracteristicas naturales del envene-
namiento ofidico, esta modalidad es la mis
adecuada para estudiar la concentracién y afini-
dad de los anticuerpos neutralizantes en los an-
tivenenos, ya que los resultados son indepen-
dientes de la farmacocinética de veneno y anti-
veneno.

En el presente trabajo se estudi6 la toxicidad
aguda de los venenos de las serpientes peruanas
B. atrox, B. pictus, B. barnetti y L. muta muta,
asf como la actividad neutralizante antiletal de
los antivenenos antibotrépico bivalente, antibo-
trépico polivalente y antilaquésico monovalen-
te producidos en el Peri.

MATERIAL Y METODOS

Venenos, antivenenos y animales de labo-
ratorio: Para los estudios de toxicidad aguda
utilizamos venenos cristalizados de las especies
de serpientes peruanas B. atrox (localidades de
Iquitos y Pucallpa), B. pictus (Lima), B. bar-
netti (Lambayeque) y L. muta muta (Alto
Marafién, Amazonas). Los venenos fueron re-
colectados mediante presién manual de las
gldndulas venenosas en el Serpentario del
Departamento de Animales Venenosos,
Instituto Nacional de Salud, Perd. Para las
pruebas de neutralizacién utilizamos los sueros

antilaquésico monovalente (ALM, lote 12), an-
tiborépico bivalente (ABB, lote 1) y antibotr6-
pico polivalente (ABP, lote 76), producidos por
el Instituto Nacional de Salud del Peni. En es-
tos experimentos se utilizé ratones albinos ma-
chos de la cepa Balb/C de 18 a 22 g de peso.

Toxicidad: Se estudi6 la toxicidad de los
cuatro venenos por las vias intraperitoneal (ip)
y endovenosa (ev), inyectando un volumen de
200 ul (ev) o 500 ul (ip) a cada ratén. Para los
ensayos se prepararon diluciones de cada vene-
no en NaCl 0.85%, utilizando intervalos loga-
ritmicos entre las dosis. Seis ratones por grupo
fueron inyectados con alicuotas de cada dilu-
cién de veneno, regiswrdndose la mortalidad a
las 48 horas. Los ratones de los grupos control
recibieron voliimenes idénticos de NaCl 0.85%.

La Dosis Letal Media (DLs() de cada vene-
no se estimé por el método de transformacién
de probits (Geigy 1950, Finney 1971). Parala
estimacion de la potencia relativa de los vene-
nos, asi como la influencia de la via de inyec-
cién sobre la toxicidad aguda, empleamos el
veneno de B. atrox como referencia. La poten-
cia relativa de cada veneno con respecto al de
B. atrox fue obtenida mediante la técnica de
Finney (1971), la cual emplea las curvas de re-
gresién de log dosis vs. probit tedrico para cada
veneno y las compara con los pardmetros obte-
nidos con el veneno de referencia. Los valores
de los pardmetros probit te6rico y su correspon-
diente log dosis se obtuvieron previamente al
calcular la DLg por el método de transforma-
cién en probits.

Neutralizacion de la actividad letal: La
capacidad neutralizante especifica de los anti-
venenos fue estudiada mediante experimentos
con preincubacién de veneno y antiveneno, em-
pleando las vias intraperitoneal (1.0 ml de in6-
culo) y endovenosa (0.5 ml de in6culo) y una
dosis fija de 2 DLsg de veneno como dosis de
reto a neutralizar. Se incubaron volimenes de
cada veneno en presencia de diluciones cre-
cientes del antiveneno, a 37°C durante 30 min,
procediéndose luego a inocular alicuotas de las
mezclas con una dosis de veneno equivalente a
2 DL5q por ratén. Como controles se inyecté
voliimenes similares del antiveneno sin diluir,
NaCl 0.85% o 2 DLs; de veneno diluido en
NaCl 0.85%. La mortalidad se registré a las 48
horas y la Dosis Efectiva 50% (DEsg) se calcu-
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CUADRO 1

Toxicidad aguda (DLsp) de los venenos de cuatro serpientes crotalidas peruanas en ratones albinos™

Viade
Veneno inoculacién
Bothrops atrox intraperitoneal
B. barnetti intraperitoneal
B. pictus intraperitoneal
Lachesis muta muta intraperitoneal
Bothrops atrox endovenosa
B. barnetti endovenosa
B. pictus endovenosa
Lachesis muta muta endovenosa

Ratones de 18-22 gramos de peso.

** NC: No cuantificable (ver texto).

16 empleando el método de transformacion en
probits (Geigy 1950).

La potencia neutralizante especifica (directa
u homéloga) correspondié a aquella obtenida al
enfrentar un antiveneno particular con el vene-
no utilizado como antigeno en su elaboracién.
Dicha potencia se expresé como la Dosis
Efectiva 50% (DEsp), de tres formas diferentes:
(a) ul de antiveneno/2 DLs; (b) pl de antivene-
no/mg de veneno y (¢) mg de veneno/ml de an-
tiveneno. En los tres casos, la DEs correspon-
de a la proporcién antiveneno/veneno en la que
sobrevive el 50% del total de ratones inocula-
dos.

También se estimé la potencia relativa de
cada uno de los antivenenos con respecto a un
antiveneno de referencia (antiveneno antibotré-
pico polivalente, lote 76). Dicha potencia rela-
tiva se obtuvo utilizando el método de Finney,
el cual emplea como pardmetros el logaritmo
de la dosis y el valor probit correspondiente,
ambos determinados durante el calculo de la
DEsx).

RESULTADOS

La letalidad inducida por inyecciones ip y ev
de los venenos fue dosis-dependiente, excepto
en el caso del veneno de L. muta muta inocula-
do por via endovenosa (1.5 a 3.5 mg vene-
no/kg peso). En ese caso observamos una ele-
vada mortalidad en los primeros 10 min, la cual
no fue dosis-dependiente, ¢ impidid la estima-
cién de la DLsq por esta via.

DLsg**
(mg/kg)

** DLsy: Dosis letal 50%, expresada en mg veneno/kg ratén.

Limites de Potencia

confianza 95% relativa
5.47 4.5-6.6 1.0
3.08 2933 1.7
2.98 2.5-3.5 1.8
14.05 12.8-15.4 0.4
1.58 1.3-1.8 1.0
2.61 2.3-3.0 0.5
1.90 1.4-2.6 0.8

NC**

CUADRO 2

Efectos de la ruta de envenenamiento sobre la actividad
toxica del veneno de serpientes crotalidas peruanas

DLgp* Potencia relativa

Veneno EV IP (via ev/via ip)
Bothrops atrox 1.58 5.47 3.9
B. barnetti 2.61 3.08 1.2
B. pictus 1.90 2.98 1.6

* Expresada en mg veneno/kg de ratén.

En los Cuadros 1 y 2 se compara la letalidad
de los venenos estudiados con la del venero de
B. atrox para cada ruta de envenenamiento es-
tudiada. La via de inoculacién afectd marcada-
mente la letalidad, siendo en todos los cases ia
via ev la de mayor toxicidad. El perfil de po-
tencia tdxica de los venenos botrépicos depen-
dié de la via de inoculacién (Cuadro 2). El ve-
neno de B. pictus fue el mas téxico por la via
ip, mientras que el de B. atrox fue el mis toxico
por la viaev.

Los cuatro venenos fueron neutralizados por
los antivenenos homdlogos, con valores de
DEj5( diferentes (Cuadro 3). Por otra parte, el
estudio de la potencia relativa de los antivene-
nos titulados por la via ip, comparados con an-
tiveneno de referencia (ABP vs veneno de B .
atrox), mostré que el suero ABB posee mayor
eficacia relativa para neutralizar sus venenos
homdlogos que los sueros ABP y ALM
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CUADRO 3
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Neuwtralizacién especifica de venenos de crotdlidos peruanos por sueros antiveneno comerciales (INS-PERU)

Dosis de* Neutralizacién (DES0)*** Potencia
Via de inoculacién Veneno reto (Ug) Antiveneno**  nl/2DLS0 pl/mg mg/ml relativa****
Intraperitoneal Bothrops atrox 109.4 ABP 34.6(22.1-54.0) 316.3 32 1.00
Intraperitoneal Lachesis muta 281.0 ALM 58.2(39.2-86.5) 207.1 4.8 0.59
Intraperitoneal Bothrops barnett 61.6 ABB 31.3(20.4-47.9) 508.1 2.0 1.11
Intraperitoneal Bothrops pictus 59.6 ABB 22.4(15.1-33.3) 375.8 2.7 1.54
Intraperitoneal Bothrops pictus 59.6 ABP 73 (46.6-114.3) 1224.8 0.8 0.47
Endovenosa Bothrops atrox 31.6 ABP 52.5(32.9-86.3) 1661.4 0.6 1.00
Endovenosa Bothrops barnetti 52.2 ABB 46.6(30.0-72.5) 892.7 1.1 1.13
Endovenosa Bothrops pictus 38.0 ABB 55.4(36.0-85.3) 1457.9 0.7 0.95
Endovenosa Bothrops pictus 38.0 ABP 67.2(40.5-111.8) 1768.4 0.6 0.78

*
* %
Xk ok

La dosis de reto corresponde a 2DL .
Ver nomenclatura en Material y métodos.

DEsq: Dosis eficaz 50% definida como la razén antiveneno/veneno en la que se protege la mitad de los ratones inocula-

dos. La DEsg se expresa de tres formas distintas: pl antiveneno/2DLs, de veneno; pl antiveneno/mg veneno; y mg ve-

neno/ml antiveneno.
ok

(Cuadro 3). En forma similar, aunque en me-
nor proporcién que lo observado por la via ip,
el antiveneno ABP neutraliz6 los venenos ho-
mélogos (B. atrox y B. pictus) por via ev. El
estudio de potencia relativa revel6 que el anti-
veneno ABB neutralizé el veneno de B. pictus
con mayor eficacia que el antiveneno ABP,
cuando los experimentos se efectuaron median-
te inoculaciones ip (Cuadro 3).

DISCUSION

La toxicidad de los venenos ha sido clésica-
mente evaluada mediante el estudio de la Dosis
Letal 50%, para lo cual se han sugerido varios
métodos de cuantificacién. Los métodos grafi-
cos iniciales (e.g. Reed & Muench 1938) han
sido superados por métodos m4s precisos, co-
mo los de Spearman-Karber (WHO 1981, Gené
y Robles 1987) y el de transformacién en pro-
bits (Geigy 1950, Finney 1971). Para ambos
métodos existen programas que permiten efec-
tuar los célculos en microcomputadora (Trevors
1986, Gené y Robles 1987).

Los resultados obtenidos muestran que la le-
talidad guardé una relacién dosis-respuesta
adecuada para los venenos estudiados por am-

Con respecto al antiveneno de referencia (ABP) titulado contra el veneno de B. atrox.

bas vias, a excepcion del veneno de L. muta
muta cuando se utilizé la via endovenosa. Este
resultado es similar al observado por Siles-
Villarroel et al. (1981). Estudios sobre la toxi-
cidad de venenos de serpientes brasilefias por la
via ev indican que los de especies de la familia
Viperidae producen coagulacién intravascular,
lo cual origina resultados imprecisos y dificiles
de interpretar, lo que impide 1a estimaci6n de la
Dosis Letal 50% (Furlanetto 1965, Siles
Villarroel et al. 1981). Esta situacién, sin em-
bargo, no la observamos al estudiar los venenos
de B. atrox, B. pictus y B. barnetti. Nuestros
resultados muestran, por otro lado, que los tres
venenos botrépicos son 1.2 a 3.6 veces mds t6-
xicos cuando se inoculan por la via ev que por
la via ip.

Los estudios sobre actividad t6xica de vene-
nos de vipéridos peruanos son escasos. Lengua
(1971) estimé que la Dosis Letal 50% del vene-
no de B. atrox por la via subcutdnea es de 367
g por ratén. Sin embargo, un andlisis detalla-
do de sus datos mostré que, en su caso, esta via
no es adecuada, debido a la ocurrencia de
muertes no relacionadas con la progresion de
las dosis (Lengua 1971). En nuestro caso, la
DLs5( para el veneno de B. atrox por la via ip
fue mucho menor que la obtenida previamente
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por Herrera et al. (1986) empleando la via sub-
cutdnea. Asimismo, la DLs para el veneno de
B. pictus empleando la via ip (2.98 mg/ Kg) es
semejante a la obtenida previamente por la mis-
ma via (2.3 mg/Kg) (Olascoaga 1987) y menor
que la obtenida por ese investigador al emplear

la via subcutdnea (26.1 mg/Kg). Los datos an-

teriores sugieren que la via subcutinea no es re-
comendable para la evaluacién rutinaria de la
potencia tdxica de estos venenos, al requerir el
consumo de cantidades mucho mayores de ve-
neno.

Con respecto al veneno de L. muta, la DLs
obtenida en este trabajo por la via ip es similar
a la descrita previamente por Zavaleta et al.
(1989). Por otro lado, las DLs ip de las subes-
pecies costarricenses L. muta stenophrys y L .
muta melanocephala, 6.1 mg/Kg y 6.0 mg/Kg,
respectivamente (Bolafios et al. 1978, Gutiérrez
et al. 1987), sugieren que el veneno de L. muta
muta tiene la menor toxicidad de las tres subes-
pecies.

Nuestros resultados muestran que todos los
aptivenenos poseen actividad neutralizante an-
tiletal para los venenos evaluados. Sin embar-
go, no existié uniformidad en las potencias es-
pecificas de los antivenenos.

En el Peru, hasta 1983 se planted que el sue-
ro ABP podia ser utilizado eficazmente para la
terapéutica del ofidismo en la regién selvética
oriental y en la zona de la costa Pacifica. Sin
embargo, los resultados obtenidos demuestran
que la potencia especifica del suero ABP frente
al veneno de B. pictus es baja (DEsq ip= 1225
pl antiveneno/mg veneno; titulo de 0.8 mg ve-
neno/ml antiveneno). En 1983 la costa del
Pacifico sur del Peri se vio afectada por el fe-
némeno del Nifio, evento climitico que se
acompafi6é de un incremento en la precipitacién
pluvial, elevacién de la temperatura de aguas
marinas e incremento del nimero de accidentes
ofidicos en la costa peruana. Frente a esta si-
tuacion, el Instituto Nacional de Salud del Peri
preparé un antiveneno especifico regional para
la costa, el suero antibotrépico bivalente
(ABB), el cual posee buena potencia neutrali-
zante frente a los venenos de B. pictus y B.
barnetti. La potencia de este antiveneno frente
al veneno de B. pictus fue 3-4 veces mayor que
la obtenida con el antibotrépico polivalente,
por lo que se recomienda la distribucién y uso
del suero polivalente inicamente en la regién
selvdtica oriental.

La Organizacién Mundial de la Salud ha
planteado la necesidad de profundizar en el es-
tudio de la potencia neutralizante de los sueros.
antivenenos (WHO 1981), asi como de estable-
cer venenos y antivenenos de referencia nacio-
nales y/o regionales. Sobre esta base hemos
empleado el veneno de cristalizado de B. atro x
y el antiveneno ABP lote 76 del Instituto
Nacional de Salud del Peni como veneno y an-
tiveneno referenciales, respectivamente.
Asimismo, hemos incluido en la evaluacién de
la potencia la estimaci6n de la potencia relati-
va, Lamentablemente, aiin existe una multipli-
cidad de formas de expresién de los titulos neu-
tralizantes de los sueros antivenenos, asi como
de condiciones experimentales de titulacién
(Gutiérrez et al. 1990), lo que dificulta la com-
paracién de los resultados obtenidos por diver-
sos grupos de investigadores. Es necesario
continuar esfuerzos colaborativos a nivel lati-
noamericano con el fin de conocer la capacidad
neutralizante de los antivenenos producidos en
diferentes paises.
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RESUMEN

Se determiné la letalidad (Dosis Letal
Media) en ratones de los venenos de las ser-
pientes peruanas Bothrops atrox, Bothrops pic-
tus, Bothrops barnetti y Lachesis muta muta,
empleando las vias de inoculacién endovenosa
e intraperitoneal. Adema4s, se estudi6 1a capaci-
dad neutralizante de esta actividad letal de tres
antivenenos producidos por el Instituto
Nacional de Salud del Peni: antibotrépico poli-
valente, antibotr6pico bivalente y antilachésico
monovalente. Los resultados mostraron que la
toxicidad de los venenos varfa de acuerdo a la
via de inoculaci6n, siendo el veneno de B. pic-
tus el mas téxico por la via intraperitoneal y el
de B. atrox el més téxico por la endovenosa.
Por otra parte, los estudios de neutralizacién
demostraron que los antivenenos son eficaces
en la neutralizacién de los venenos homdlogos,
en tanto que el antiveneno antibotrépico biva-
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lente neutralizé el veneno de B. pictus con ma-
yor eficacia que el antibotrpico polivalente.
Se recomienda el uso del antiveneno antibotr6-
pico bivalente en la regién de la vertiente del
Pacifico del Perii y el uso del antiveneno anti -
botrépico polivalente en la regién selvética
oriental de este pais.
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