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AbIInet: Fresh venom wu obrained by milldng b<Jth sexes fA aduh Bothrops atrox snaltea. Four biologica1 activities 
_11Udied in b<Jth fresh and freeze dried VCIlODl: local hemonhagic in guinea pig skin, proteolytic upoIl casein (ca
Ieinolytic), e.terasic upon TAMB and fibrinogen clotting activity. A1l activities were detected in freah venom: 
Hemonbagic (DHM=O.93, DHR=9.7S JlI protein), cueinolytic (0.25 U kunitz/mg protein), esterasic (0.70 U/mg pro
tein) lIld cloIting activity (lS.7 U NIH/mg protein). Alter freezedtying, aJl the biologica1 activity fA B. atroJt venom 
enzymel decreued: hemorrha¡ic, cueinolytic and clotting ac:tivity in S()II, and tbe esterasic activity on1y in IS ... Our 
muhl show th.lyophylization decmlel severa} important biologica1 activities in snalte venom re1ated to a decreue 
in tbe venom enzymatic activiIiel. 
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El envenenamiento causado por la mordedu
ra de serpiente es uno de los problemas de sa
lud que afronta principalmente la región ama
zónica peruana, siendo Bothrops atrox ("jer
gón") responsable de aproximadamente el 90% 
de los accidenteS registrados anualmente en el 
Perú. Su veneno produce edema, hemorragia. 
necrosis cutánea y mionecrosis a nivel local, 
acompaftado de alteraciones de la coagulación 
sanguínea y la función renal los cuales condu
cen a la muerte en los casos severos (Chang & 
Zavaleta 1987). Debido a las diflcultades inhe
rentes a la obtención y uso de veneno fresco, la 
mayoría de los estudios sobre sus propiedades 
se han realizado empleando veneno sometido 
previamente a diferentes procedimientos de 
conservación (cristalización y/o desecación, 
congelación ó liofllización). los que alteran en 
mayor o menOr grado las actividades del vene
no. En este ttabajo estudiamos la presencia de 
cuatro actividades biológicas en el veneno fres
co recién extraído de serpientes B. atror. prote
olít.ica solx'e caseína; coaguIante sobre flbrinó
geno; .esterásica y hemorrágica local, y evalua-

mos la influencia de la lioftlización sobre estas 
actividades biológicas. 

El veneno se obtuvo con la técnica manual, 
de 13 serpientes adultas B. atrox (sin distinción 
de sexo) provenientes de Pucallpa (Región del 
Ucayali. Perú). El veneno líquido fue recolecta
do en placas peUi en fonoa acumulativa y man
tenida sobre hielo entre extracciones individua
les. El proceso de extracción duró 30 mino Al 
completar la extracción de las 13 serpientes, el 
veneno fresco fue sometido a centrifugación a 
2000 rpm durante 20 min, separándose inme
diatamente el sobrenadante en alícuotas de 0.1 
mI. Una alícuota fue seleccionada al azar para 
los estudios en fresco. Las alícuotas restantes se 
congelaron a -7cPc durante 24 horas, y luego 
se lioftlizaron a -700c y 200 roTorr de presión 
por 24 horas, en un Iiofilizador Labconco 
(Lyph-Lock 4.5). Para los ensayos, el veneno 
fresco fué diluído y ensayado dentro de la pri
mera hora después de la extracción. El veneno 
lioftlizado se disolvió en volúmenes apropiados 
de NaCI 0.85% a fm de obtener concentracio
nes similares de proteínas en ambos tipos de 
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veneno (de acuerdo al método de Lowry modi
ficado por Stauffer 1975). 

La actividad hemorrágica se evaluó en co
bayos (Cavia aperea var porcellio. n=12, ma
chos. 300 a 500 g) utilizando la técnica de 
Kondo el al. (1961). Para los ensayos se inyec
tó 0.1 mI de solución de veneno (ámbito vene
no fresco: 9 a 100 J.lg de proteínas/mI; ámbito 
veneno liofilizado: 22 a 123 J.lg de 
proteínas/mI) por vía intradérmica en la piel de 
la región abdominal previamente depilada del 
cobayo. Como control se inyectó 0.1 mI de 
NaCl 0.85% Luego de 24 hr de envenenamien
to se sacrificaron los cobayos, y se evertió la 
piel, midiéndose seis diámetros de cada lesión 
hemorrágica producida. Las Dosis Hemo
rrágica Mínima (DHM) y Dosis Hemorrágica 
Referencial (DHR) se estimaron mediante re
gresión lineal del Logaritmo de la dosis versus 
el diámetro promedio hemorrágico correspon
diente. La DHM Y DHR corresponden a las do
sis de veneno que producen una lesión hemo
rrágica de 10 y 20 mm de diámetro respectiva
mente en 24 hr. 

La actividad proteolítica del veneno se de
terminó cuantificando los productos ácidos so
lubles producidos por la acción del veneno so
bre la caseína según el método de Kunitz modi
ficado (Bergmeyer 1974). La mezcla de reac
ción contenía 1 mI del sustrato (1 % de caseína 
en Tampón fosfato pH 8.7M), O.lml de veneno 
(1 mg/ml) y 0.9ml de Tampón fosfato. Luego 
de 20 min de reacción a 350C, ésta fue deteni
da adicionando 3ml de 5% Acido 
Tricloroacético. Las proteínas hidrolizadas pre
cipitaron luego de centrifugación a 2500 rpm 
por 20 min y los residuos ácidos solubles del 
sobrenadan te se estimaron espectrofotométrica
mente a 280 nm. Una unidad Kunitz de enzima 
caseinolítica se define como la cantidad de en
zima que es capaz de incrementar una unidad 
de absorbancia a 280 nm, por min y por mg de 
proteina, a 37°C. 

La actividad esterásica se determinó por el 
Método de Hurnmel (1974), empleando n-p-to
luensulfonil-l-arginína metíl ester (TAME) como 
substrato. La actividad es medida espectrofot6-
metricamente a 247nm, durante 10 min a tempe
ratura ambiente. Una unidad se define como la 
cantidad de enzima que es capaz de liberar lJ.lffiol 
de n-p-toluen-l-arginina por min a 25OC. 

La actividad coagulante similar a trombina 
se ensayó por duplicado en tubos con alícuotas 

de 0.5 mI de fibrinógeno bovino (2 mg/ml en 
Tampón fosfato salino 0.02M a pH 7.4), los 
que fueron preincubados a 370C durante 3 mino 
Luego se adicionó 0.1 mI (10 a 320 mg/ml) de 
veneno ofídico ó NaCl 154 mM (testigo), re
gistrándose el tiempo requerido para la coagu
lación total de la mezcla (Laki 1951). La poten
cia coagulante se estimó empleando una curva 
estándar de trombina bovina (ámbito 0.029 a 
1.25 unidades NIH/tubo, Sigma). 

El contenido proteico del veneno líquido 
fresco fue de 299.81 mg/ml. El contenido por
centual de proteínas en el veneno liofilizado 
fue del 95% (p:P). 

Las cuatro actividades biológicas se detecta
ron en el veneno fresco de B. atrox, y fueron afec
tadas por la lioftlización del veneno (Cuadro 1). 
En el veneno liofilizado, las actividades coagu
lante, hemorrágica y proteolítica sobre caseína, 
disminuyeron en mayor proporción que la activi
dad esterásica (Cuadro 1). 

La actividad hemorrágica medida como 
DHM disminuyó en un 50% luego de la liofili
zación. Sin embargo, la DHR no fue mayor
mente afectada (Cuadro 1), demostrándose que 
la DHM es un mejor indicador de potencia he
morrágica que la DHR. 

Los venenos de serpientes constituyen mez
clas complejas de sustancias químicas biológi
camente activas, siendo los factores responsa
bles de esta actividad, fundamentalmente de 
naturaleza proteica (con y sin actividad enzi
mática asociada) ó peptídica. Entre las enzi
mas, las proteasas se han asociado a la activi
dad hemorrágica local, hipotensora, y coagu
lante, jugando un papel importante en la fisio
patogenia del envenenamiento ofídico 
(Iwanaga & Suzuki 1979) 

Nuestros resultados muestran que el veneno 
fresco recién extraído posee mayor actividad 
biológica que e l  liofilizado (Cuadro 1, t 
Student, p<0.05), disminuyendo marcadamente 
la actividad de enzimas caseinolítica, hemorrá
gica y coagulante. El decaimiento de la activi
dad tamesterásica fué menor que el observado 
para las otras enzimas estudiadas. Aun cuando 
esta actividad es utilizada frecuentemente co
mo un marcador de la enzima coagulante simi
lar a trombina presente en el veneno, la dismi
nución de ambas actividades enzimáticas pare
ce no seguir un perfil similar (Cuadro 1). 

Gené el al. estudiaron (1985) el efecto de di
ferentes condiciones de almacenamiento sobre 
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CUADRO 1 

lnfluencias de la liofilización sobre cuatro actividades biológicas del veneno de la serpiente B. atrox 

Actividad Veneno Veneno % Actividad 
fresco liofilizado inicial 

Caseinolítica a 0.25 ± 0.01 0.11 ± 0.005$ 44±4.0 

Tamesterásica b 0.70.±0.01 0.60±0.02$ 85±2.2 

Coagulante c 75.7 ±0.12 4O.0±0.wS 52.8 ± 0.18 

Hemorrágica 

DHM d 0.93 2.10$$ 44.4 
(0.58-1.51)+ (1.56-2.84)+ 

DHRe 9.79 11.62 84.3 
(5.40-17.7)+ (8.47-15.9)+ 

a Unidades kunitz /min/rng de proteina. + límites fiduciales al 95% 
b Unidades/rng de proteina. $ p<O.OS, prueba t de student. 
c Unidades NIH/rng de proteina. SS p<O.OI, prueba t de studenL 
d Dosis hemorrágica múrima, cantidad de veneno (¡J.g de proteina) que produce 10 mm de lesión hemorrágica en 24 hr. 
e Dosis hemorrágica referencial, cantidad de veneno (¡J.g de proteina) que produce 20 mm de lesión hemorrágica en 24 hr. 

los perfiles electroforéticos del veneno de la 
serpiente costarricense L. muta stenophrys, y 
demostraron que dichos procedimientos no 
afectan significativamente el número de bandas 
electroforéticas del veneno; sin embargo este 
resultado no garantizaba la ausencia de efectos 
sobre las actividades biológicas propias del ve
neno ofídico, lo que se confirma en este traba
jo. Los venenos ofídicos son empleados como 
herramientas en la investigación biomédica, y 
como antígenos en la preparación de los sueros 
antiveneno, por lo que en el futuro la pérdida 
de actividad biológica producida por liofiliza
ción debe ser evaluada cuidadosamente para 
cada veneno en particular, y relacionada con su 
capacidad antigénica. 
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