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Abstract: Biological and immunological characteristics of the poison of Bothrops cotiara (Serpentes: 
Viperidae). Bothrops cotiara is a venomous snake sporadically found in the province of Misiones in Argentina, 
South of Brazil and Paraguay. Data on the clinics of the envenomation produced by its bite and on its venom 
are scarce. There is no information on the neutralizing capacity of the antivenoms available. In this study, the 
lethal potency, hemorrhagic, necrotizing, coagulant and thrombin-like, defibrinogenating, indirect hemolytic and 
fibrinolytic activities of the venom of B. cotiara specimens from the province of Misiones were determined. The 
toxic activities were within the range of those described for the other Bothrops species from Argentina, and the 
electrophoretic and chromatographic studies showed similarities with those described for the other bothropic 
venoms. The immunochemical reactivity of six South American anti Viper antivenoms (ELISA) have a strong 
reactivity with all the antivenoms studied. The neutralizing capacity of three of these therapeutic antivenoms 
against the lethal potency and hemorrhagic, necrotizing, coagulant, thrombin-like and hemolytic activities 
showed a very close neutralizing capacity. Our data strongly suggest that the antivenoms for therapeutic use 
available in this area of South America are useful to neutralize the toxic and enzymatic activities of the venom 
of this uncommon specie of Bothrops. Rev. Biol. Trop. 54 (3): 889-901. Epub 2006 Sept. 29.
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Las diferentes especies del género Bothrops 
(Viperidae: Crotalinae) son responsables de la 
mayoría de los envenenamientos por mordedu-
ras de serpientes venenosas en Latinoamérica 
(Costa Cardoso y Fan 1995, Russell et al. 
1997, Alves Araujo et al. 2003). En la actuali-
dad en la Argentina se comunican a las auto-
ridades sanitarias alrededor 10 000 accidentes 
anuales por animales venenosos -ponzoñosos- 
(Ministerio de Salud 1999, Segre et al. 2000, 
García 2003). El 70 % de estos accidentes son 
producidos por serpientes y de éstos, más del 
95 % son causados por especies del género 
Bothrops (Instituto Nacional de Producción de 
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Biológicos 1998, García 2003). En Brasil las 
mordeduras por Bothrops representan cerca del 
90 % de los casos de mordeduras por serpientes 
venenosas (Ministerio de Saude 1999, Alves 
Araujo et al. 2003) y en Centroamérica también 
las Bothrops son responsables de la mayoría de 
los accidentes (Rojas et al. 1997, Russell et al 
1997, Sasa y Vazquez 2003).

Estas serpientes son conocidas popular-
mente en el Sur de Sudamérica (Paraguay, 
Sur de Brasil y Argentina) con el nombre 
de “yarará” (voz guaraní que da idea de 
“soberbia”) (Freiberg 1968, Bonnet y Pedace 
1971), posiblemente debido a la firme actitud 
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defensiva que presentan estos animales al 
sentirse amenazados.

En Argentina existen al menos siete espe-
cies de Bothrops. Seis de ellas se encuentran en 
la provincia de Misiones de las cuales cuatro 
pueden hallarse únicamente en esa provincia 
(Martino et al. 1979, Ministerio de Bienestar 
Social 1980, de Roodt y Troiano 1995) en 
la que se comparte la ofidiofauna con la de 
Paraguay y el Sur de Brasil. Entre las especies 
de Bothrops que allí pueden encontrarse está 
Bothrops (B.) cotiara (“cotiara”, “mboí-cotiá”, 
“yarará de panza negra”, “cotiarinha”). El 
hallazgo de esta serpiente es muy poco fre-
cuente, aunque es constante a lo largo de los 
años. Lo reducido de su aparición hace pensar 
que podría estar en peligro de extinción, siendo 
que ya es muy difícil encontrar ejemplares en 
Brasil (Pessatti et al. 1995) y en la provincia de 
Misiones (Vogt 1985, Giraudo 2001).

Posiblemente a causa de lo anterior, el vene-
no de B. cotiara ha sido poco estudiado y solo 
algunos trabajos realizados con venenos prove-
nientes de serpientes de Brasil han estudiado 
parcialemente sus actividades tóxicas (Ferreira 
et al. 1992, Dias Da Silva et al. 1989). Los tra-
bajos disponibles sobre este veneno mencionan 
algunas de sus actividades biológicas como la 
trombina-símil (Nahas et al. 1979) que es muy 
importante en las crías (Furtado et al. 1991), una 
baja actividad sobre la agregación plaquetaria o 
su inhibición y su escasa actividad proteolítica 
(Francischetti et al. 1998). Se describió también 
que posee baja cantidad de componentes con 
actividad de fosfolipasa A2 y poca actividad 
miotóxica (Moura da Silva et al. 1990, 1991) 
y una alta actividad de L-aminoácido-oxida-
sa (Pessatti et al. 1995). También se ha visto 
que posee una fracción altamente hemorrágica 
(Pessatti et al. 1995) la cual tiene alta reac-
tividad inmunoquímica con la bothrojaracina 
de Bothrops jararaca (Castro et al. 1999). Sin 
embargo, no se dispone de datos de la toxicidad 
global del mismo así como de la neutralización 
de sus diferentes actividades tóxicas por antive-
nenos de uso terapéutico.

Debido a esta falta de conocimiento, el per-
sonal de salud requiere a menudo información 

que les indique cuál antiveneno deben aplicar 
ante su mordedura, dado que ninguno de los 
disponibles en Argentina, Uruguay o Brasil 
utilizan en sus mezclas inmunogénicas a este 
veneno. Por estos motivos estudiamos algunas 
de sus características bioquímicas y tóxicas, 
la reactividad inmunoquímica y la capacidad 
neutralizante de varios antivenenos de uso 
corriente en Sudamérica sobre el mismo.

MATERIALES Y MÉTODOS

Veneno: se utilizó veneno de ejemplares 
de B. cotiara adultos en buen estado de salud. 
Todos los ejemplares fueron hallados en la 
provincia de Misiones, Argentina y alojados 
en el Serpentario del Centro Zootoxicológico 
de Misiones (Oberá, Misiones) en cajas indi-
viduales con disponibilidad de agua ad libitum 
y con una alimentación de uno a cinco ratones 
semanales. El veneno fue extraído manualmen-
te e inmediatamente desecado al vacío, tras lo 
cual se guardó a -20 ºC hasta su uso.

Determinación de la Potencia Letal: 
ratones de la cepa CF-1, de 18-20 g de peso se 
inyectaron (n= 8 por nivel de dosis) con dife-
rentes dosis de veneno disuelto en NaCl 0.15 
M por la vía intraperitoneal (ip). A las 48 h se 
determinó la cantidad de animales muertos y 
la Dosis Letal 50 % (DL50) se estimó mediante 
el análisis por regresión no lineal de la curva 
dosis -porcentaje de mortalidad-, mediante el 
Software Prism versión 3 (Graph Pad Software, 
Inc. San Diego, California, USA). La DL50 se 
definió como la dosis de veneno que produjo 
la muerte del 50 % de los ratones dentro de un 
período de 48 h.

SDS-PAGE: se realizó utilizando el siste-
ma discontinuo descrito por Laemmli (1970). 
Brevemente, muestras del veneno entero o de 
sus fracciones cromatográficas se prepararon 
con dodecil sulfato de sodio (SDS) en condi-
ciones no reductoras y se corrieron en geles 
homogéneos al 12.5 % de acrilamida/bisacrila-
mida. Para la estimación de las masas relativas 
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moleculares se utilizaron marcadores de peso 
molecular (PM) (Sigma) o Fracción F(ab’)2 de 
inmunoglobulinas equinas (100 kDa), seroal-
búmina bovina (Sigma) (67 kDa), y subunidad 
B de crotoxina de Crotalus (C.) durissus terri-
ficus (14 kDa). Para el estudio de la actividad 
fibrino(geno)lítica las muestras del fibrinógeno 
digerido se corrieron en condiciones reducto-
ras y no reductoras en geles al 10 %. En este 
caso se utilizó como marcador de PM el kit 
Pre-Stained Broad Range (Bio Rad). Tras las 
electroforesis se tiñeron las proteínas con Azul 
brillante de Coomassie (Bio Rad). 

Cromatografía por filtración en gel: se 
realizó en un sistema FPLC (Pharmacia LKB) 
utilizando una columna preempacada de 10 x 300 
mm de Superosa 6HR (Pharmacia). Muestras de 
5 mg del veneno disueltos en NaCl 0.2 M y 
filtrados por 0.2 µm se inyectaron en la colum-
na preequilibrada con la misma solución. Las 
corridas se realizaron a un flujo de 0.4 ml/min, 
se registró el eluido de la columna a 280 nm y se 
separaron los diferentes picos cromatográficos. 
A los mismos se les determinaron las activida-
des: hemorrágica, necrotizante, coagulante en 
plasma, trombina-símil y hemolítica indirecta. 
Adicionalmente se realizó el SDS-PAGE de las 
diferentes fracciones obtenidas.

Determinación de las actividades bioló-
gicas del veneno crudo: se determinaron las 
actividades coagulante en plasma (dosis míni-
ma coagulante en plasma: DMC-P), dosis míni-
ma procoagulante en fibrinógeno (DMC-F), 
dosis mínima desfibrinogenante (DMD), dosis 
mínima necrotizante (DMN) y dosis mínima 
hemorrágica (DMH) en ratones CF-1 de acuer-
do con las recomendaciones de la Organización 
Mundial de la Salud (WHO 1981, Theakston y 
Reid 1983). La actividad hemolítica indirecta 
de determinó en medio líquido (Al-Abdulha 
et al. 1991) o por hemólisis radial en medio 
sólido (Dias Da Silva et al. 1989). La actividad 
hemolítica directa se determinó de la misma 
manera que la descrita para la indirecta pero sin 
agregar fosfolípidos a los medios. La actividad 
fibrino(geno)lítica se determinó mediante la 

digestión del fibrinógeno por observación del 
patrón electroforético de degradación (Sánchez 
et al. 1995).

Determinación de las actividades bio-
lógicas de las fracciones cromatográficas: 
las actividades hemorrágica y necrotizante se 
determinaron por la inyección de 50-150 µl 
de cada fracción por la vía intradérmica (id) 
en ratas Wistar. Los animales fueron sacrifi-
cados a las 3 h o a las 72 h con éter etílico 
y se midieron en la faz dérmica las lesiones 
hemorrágicas o necróticas respectivamente. 
La determinación de las actividades coa-
gulante y trombina-símil se realizó por el 
tratamiento de 0.3 ml de plasma humano o 
fibrinógeno bovino con 50 o 100 µl de cada 
fracción y controlando el tiempo de formación 
del coágulo hasta los 10 min. La presencia de 
actividad hemolítica indirecta se determinó 
agregando 5-15 µl de cada fracción a un siste-
ma conteniendo eritrocitos humanos, yema de 
huevo 5 % v/v y CaCl2 10 mM en un volumen 
final de 1 ml. Tras una incubación de 2 h, se 
centrifugaron los tubos y se determinó la acti-
vidad peroxidásica del sobrenadante de cada 
fracción, de acuerdo a métodos descritos en 
trabajos previos (de Roodt et al. 2000).

Antivenenos: todos los antivenenos utili-
zados fueron de origen equino.

-	 Antiveneno Bivalente (BIV): desarrollado 
por el Instituto Nacional de Producción 
de Biológicos -A.N.L.I.S. “Dr. Carlos G. 
Malbrán” (I.N.P.B.), lote 252, fecha de 
vencimiento 07/2002. Inmunógenos utili-
zados: venenos de B. alternatus (“yarará 
grande”, “víbora de la cruz”) y B. neuwie-
dii (“yarará chica” o “yarará overa”) (de 
Roodt et al. 1996).

-	 Antiveneno Tetravalente (TTV): produci-
do por el I.N.P.B, lote 423, fecha de venci-
miento 04/2001. Inmunógenos utilizados: 
veneno de las dos especies mencionadas 
anteriormente más los venenos de B. jara-
raca (“yararaca”, “perezosa”) y B. jarara-
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cussu (“yararacuzú”, “tapete dourado”) (de 
Roodt et al. 1998).

-	 Suero antiofídico polivalente “Biol” 
(BIOL): producido por el Instituto Biológico 
Argentino S.A.I.C., lote 004, fecha de 
vencimiento 11/2004. Inmunógenos utili-
zados: venenos de C. durissus (“víbora de 
cascabel”), B. alternatus y B. neuwiedii.

-	 Suero Antibotrópico (AB): producido por 
el Instituto Butantan, Sao Paulo, Brasil, 
lote 9703038, fecha de vencimiento 
03/2000. Inmunógenos utilizados: venenos 
de B. jararaca (50 % de la mezcla inmu-
nogénica) y B. jararacussu, B. neuwiedii, 
B. alternatus y B. moojeni (12.5 % de la 
mezcla total de cada uno) (Dias Da Silva 
et al. 1989).

-	 Suero Antiofídico Polivalente (PROB): 
producido por el Laboratorio Probiol, 
Bogotá, Colombia, lote APO 441V03, 
fecha de vencimiento 2003. Inmunógenos 
utilizados: venenos de B. asper, B. atrox, 
L. muta y C. d. terrificus.

-	 Suero Antiofídico Polivalente (SAP): pro-
ducido por el Centro de Biotecnología, 
Facultad de Farmacia, Universidad Central 
de Venezuela, Venezuela, lote 111, fecha 
de vencimiento 05/2003. Inmunógenos 
utilizados: venenos de B. colombiensis y 
C. durissus terrificus.

Para los ensayos inmunoquímicos se utili-
zaron todos los antivenenos mientras que para 
los ensayos de neutralización los antivenenos 
BIV, TTV y BIOL.

Estudio inmunoquímicos: se determinó 
la reactividad inmunoquímica del veneno de 
B. cotiara frente a todos los antivenenos men-
cionados según lo descrito por Theakston et al. 
(1977) con algunas modificaciones (de Roodt 
2002). Se sensibilizaron placas de ELISA de 
96 pocillos (Corning) con veneno de B. cotiara 
a una concentración de 1 µg/ml. En cada placa 

se colocaron 100 µl de solución de cada V 
por pocillo. Las placas así sensibilizadas se 
dejaron toda la noche a 4 ºC y se lavaron tres 
veces durante 5 min con TBS 0.05 M pH 8.0-
Tween 20 al 0.05 %. Posteriormente las placas 
se incubaron con solución de bloqueo (100 µl 
por pocillo de TBS pH 8.0 con seroalbúmina 
bovina al 10 %) durante toda la noche a 4 ºC 
a fin de bloquear las uniones inespecíficas, 
tras lo cual se lavaron con PBS-Tween, con 
tres lavados de 5 min cada uno. Se realizaron 
diluciones seriadas de los diferentes antive-
nenos y de suero normal equino (SNE) como 
control negativo, y se incubó durante 30 min a 
37 ºC, tras lo cual se realizaron tres lavados de 
5 min con TBS-Tween-BSA. Tras los lavados se 
colocó en cada pocillo 100 µl de anti-IgGTotal 
de equino (Sigma) en una dilución de 1/5000 
en TBS-Tween-BSA. Se incubó 30 min a 37 ºC 
tras lo cual se realizaron cuatro lavados (los 
dos primeros con TBS-Tween-BSA y los dos 
últimos con TBS solo). La reacción se reveló 
con ATBS (Sigma) incubándose 10 min en la 
oscuridad a temperatura ambiente y se detuvo 
con H2SO4 3.0 N tras lo cual se realizó la lectura 
a una longitud de onda de 405 nm. El análisis de 
la absorbancia en función de la dilución de los 
antivenenos se realizó mediante la utilización 
del software Prism (GraphPad Inc., CA).

Neutralización de la actividad letal: se 
inyectaron ratones CF-1 de 18-20 g con 180 µg 
(3.5 DL50) de veneno diluido en NaCl 0.15M 
(control positivo) o preincubado por 30 min a 
37 ºC con distintas cantidades de los diferentes 
antivenenos por la vía ip. Para cada nivel de 
dosis de antiveneno se utilizaron grupos de 8 
ratones. La potencia neutralizante se expresó 
como Dosis Eficaz 50 % (DE50), que indica la 
cantidad de antiveneno que protege a la mitad 
de los ratones desafiados, la que se calculó por 
regresión no lineal a partir de la curva Dosis de 
Antiveneno versus porcentaje de protección, 
utilizando el Software Prisma Versión 3.

Neutralización de las actividades 
hemorrágica y necrotizante: se realizó de 
acuerdo con la técnica descrita por Ferreira 
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y colaboradores con algunas modificaciones 
(Ferreira et al. 1992, de Roodt et al. 1999). 
Brevemente, grupos de tres ratones (CF-1, 18-
22 g de peso) fueron inoculados por la vía id 
con 85 µg de veneno (4.2 DMH) o con 100 µg 
de veneno (2.6 DMN) preincubados con dife-
rentes dosis de antivenenos a 37 ºC durante 30 
min. Como controles positivos se inocularon 
ratones con 4.2 DMH o 2.6 DMN en 100 µl de 
NaCl 0.15 M. A las 3 h (para actividad hemorrá-
gica) o a las 72 h (para actividad necrotizante) 
los ratones fueron sacrificados y se determina-
ron las potencias hemorrágica o necrotizante 
por la medición de los diámetros perpendicu-
lares mayores de las lesiones de acuerdo con 
Theakston y Reid 1983. Se asignó un valor de 
100 % a la media del área de los controles posi-
tivos y las DE50 de cada antiveneno (dosis que 
reduce la lesión hemorrágica al 50 %) se deter-
minaron por el análisis de regresión no lineal de 
la curva de inhibición del área hemorrágica o 
necrótica en función de las dosis de antiveneno, 
de manera similar a lo antes mencionado.

Neutralización de la actividad procoa-
gulante: para determinar la neutralización de 
la actividad coagulante sobre plasma, 150 µg 
de veneno (3.6 DMC-P) se incubaron con 
diferentes dosis de los antivenenos (100, 50, 
20 y 5 µl) durante 30 min a 37 ºC, tras lo cual 
se agregaron a tubos conteniendo 500 µl de 
plasma humano normal con una concentración 
de fibrinógeno de 2.8 g/dl. Para determinar la 
neutralización de la actividad trombina-símil, 
300 µg de veneno (2.3 DMC-F) se incubaron 
con diferentes dosis de los antivenenos (200, 
100, 50 y 25 µl) durante 30 min a 37 ºC, tras lo 
cual se agregaron a tubos conteniendo 500 µl 
de una solución de fibrinógeno bovino al 2 % 
en NaCl 0.15 M. En ambos casos se determi-
nó el tiempo de coagulación de las diferentes 
muestras y se consideró como medida de la 
potencia neutralizante la menor dosis de anti-
veneno que inhibió la formación del coágulo 
por al menos 5 min. Como controles negativos 
se adicionaron 200 µl de cada antiveneno a 
tubos conteniendo 500 µl de plasma humano 
o fibrinógeno al 2 % controlándose la ausencia 

de coagulación tras los 60 min de la adición, 
como mínimo. 

Neutralización de la actividad hemolíti-
ca indirecta: se preincubaron 25 µg de veneno 
(2.5 dosis hemolíticas indirectas) con diferen-
tes dosis de los antivenenos (100, 50, 20, 10, 5 
y 1 µl) durante 30 min a 37 ºC, tras los cuales 
se colocó la mezcla preincubada en un siste-
ma constituido por 100 µl de glóbulos rojos 
de carnero lavados, 100 µl de yema de huevo 
y NaCl 0.15M hasta volumen final de 10 ml 
(sistema hemolítico). El sistema con el vene-
no-antiveneno preincubado se incubó durante 
120 min a 37 ºC. Tras la incubación, se frenó 
la reacción con EDTA 10 mM, se centrifugó a 
2 000 g durante 10 min tras lo cual se leyó la 
absorbancia del sobrenadante a 550 nm. Como 
controles se utilizaron tubos con el sistema 
hemolítico tratados con 10 µl de NaCl 0.15 M 
(control negativo) o con 10 µl de NaCl 0.15 
M conteniendo 25 µg de veneno de B. cotiara 
(control positivo). La capacidad neutralizante 
se expresó como DE50, considerándose ésta 
como la dosis de antiveneno que reduce la 
absorbancia respecto a los controles positivos 
en un 50 %. Ésta fue determinada por el aná-
lisis por regresión no lineal de la curva dosis 
versus inhibición de la hemólisis de acuerdo 
con lo descrito anteriormente.

RESULTADOS

El patrón cromatográfico del veneno puso 
en evidencia seis picos, de los cuales dos 
(correspondientes a las fracciones I y II) están 
en mayor proporción y eluyen al inicio de 
la corrida y dos picos importantes (corres-
pondientes a las fracciones III y IV) que se 
observan antes de su finalización (Fig. 1). 
Las actividades hemorrágica y necrotizante 
se observaron en el pico inicial, la actividad 
procoagulante se observó hasta el segundo pico 
y la hemolítica indirecta en los picos tercero y 
cuarto, características similares a las también 
observadas en otros venenos de Bothrops de 
la Argentina (de Roodt et al. 1996, 1998, de 
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Roodt 2002). El SDS-PAGE de las fracciones 
del veneno puso en evidencia bandas de PM 
cercano a los 60 kDa en las fracciones con acti-
vidad hemorrágica y necrotizante, bandas entre 
24 y 50 kDa con relación a las actividades coa-
gulantes y trombina-símil y bandas entre los 24 
y 14 kDa con relación a la actividad hemolítica 
indirecta (Fig. 2).

Las actividades biológicas determinadas 
para este veneno fueron DL50= 51 µg (ic 
95 % 46-56), DMH= 20±2 µg, DMC-P= 2.1 
mg/l (41±10 µg en 200 µl), DMC-F= 6.4 mg/l 
(128±7 µg en 200 µl), DMD= 1.0±0.5 µg, 
DMN= 38±3 µg, hemólisis indirecta en medio 
líquido= 10 µg (8-12), hemólisis indirecta 
radial= 10±2 µg. No se detectó actividad 
hemolítica directa.

Se observó digestión del fibrinógeno. El 
patrón electroforético de los controles negativos 

presentó tres bandas mayores entre los 60 y 
35 kDa, en correspondencia a las subunidades 
α, β y γ del fibrinógeno (Santoro y Sano Martins 
1993). Las muestras incubadas con veneno, 
presentaron bandas más fuertemente teñidas por 
debajo de los 35 kDa. En las muestras tratadas 
con veneno, no se observaron las bandas en 
correpondencia a la subunidad α del fibrinóge-
no. En estas muestras también se pudo apreciar 
la hidrólisis parcial de las bandas correspondien-
tes a la subunidad β del fibrinógeno (Fig. 3).

Fig. 1. Fracciones cromatográficas del veneno de B. 
cotiara. Perfil cromatográfico del veneno de B. cotiara 
corrido en una columna de Superosa 6 HR (10 x 300 mm) 
equilibrada con NaCl 0. 2 M y a un flujo de 0.4 ml/min. 
Los números romanos indican las fracciones en las que se 
realizaron los ensayos de actividades biológicas. Las letras 
indican las actividades encontradas según el volumen de 
elución: A. Actividades hemorrágica y necrotizante en piel. 
B. Actividad coagulante en plasma y trombina símil. C. 
Actividad hemolítica indirecta.

Fig. 1. Chromatographic fractions of B. cotiara venom. 
Chromatographic profile of B. cotiara venom in a Superose 
6 HR (10 x 300 mm) equilibrated with 0.2 M NaCl 0.2 M 
with a flow rate of 0.4 ml/min. Roman numbers indicate the 
fractions on which the assays of biological activities were 
done. Letters indicate the activities found regarding the elu-
tion volume. A. Hemorrhagic and necrotizing activity on 
skin. B. Coagulant and thrombin like activities. C. Indirect 
hemolytic activity.

Fig. 2. SDS-PAGE del veneno de B. cotiara y sus frac-
ciones cromatográficas. A. SDS-PAGE en condiciones no 
reductoras del veneno entero de B. cotiara. En un gel con 
una concentración de 12.5% de acrilamida / bisacrilamida se 
corrieron 20 µg de veneno crudo de B. cotiara; a la izquierda 
se indican los marcadores de peso molecular (Sigma, Wide 
Range). B. SDS-PAGE de las fracciones cromatográficas del 
veneno de B. cotiara, corrido en una columna de Superosa 6 
HR. Los marcadores de peso molecular se indican a la izqui-
erda y son correspondientes a la subunidad B de crotoxina 
(14 kDa) y a seroalbúmina bovina (67 kDa). Los números 
romanos son correspondientes a las fracciones cromatográfi-
cas que se observan el la Fig. 1.

Fig. 2. SDS-PAGE of B. cotiara venom and its chro-
matographic fractions. A. SDS-PAGE  in non reducing 
conditions of the whole venom of B. cotiara. Twenty 
micrograms of crude venom of B. cotiara were run in a 
12.5% of acrylamide / bisacrylamide gel in non reducing 
conditions. The molecular weight markers (Sigma, Wide 
Range) are indicated in the left. B. SDS-PAGE of the 
chromatographic fractions of B. cotiara venom, analyzed 
in a Superose 6 HR column. Molecular weight markers 
are indicated in the left and correspond to the B subunit 
of crotoxin (14 kDa) and bovine seroalbumin (67 kDa). 
Roman numbers correspond to the chromatographic frac-
tions observed in Fig. 1.
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Todos los antivenenos mostraron una 
reactividad inmunoquímica alta frente a este 
veneno. En la dilución de 1 x 10-2 presentaron 
el máximo de absorbancia, sin embargo la dilu-
ción de antiveneno que corresponde al 50 % 
de la absorbancia máxima fue distinta para 
todos los antivenenos, siendo las más potentes 
las del BIV (1132 [ic 95 % 630-2033]) y el 

TTV (1126[853-1487]), seguidas por las del 
AB (800 [450-1421]), mientras que el BIOL 
fue el que presentó menor reactividad (74 [49-
112]) (Fig. 4).

Los resultados de los ensayos de neutra-
lización son presentados en el Cuadro 1. Se 
observaron diferencias en la potencia neutrali-
zante de las distintas actividades, si bien en la 
mayoría de los casos estas diferencias no fue-
ron significativas. La potencia letal de los vene-
nos fue neutralizada por los tres antivenenos. El 
TTV mostró una DE50 algo más potente (30 %) 
que el BIV y el BIOL, aunque las diferencias 
no poseen significancia estadística (Cuadro 1). 
Las actividades hemorrágica y necrotizante 

Fig. 3. Hidrólisis del fibrinógeno bovino por el veneno 
de B. cotiara. SDS-PAGE en condiciones reductoras de 
la digestión de fibrinógeno por veneno de B. cotiara. 
A tubos con 2 ml de solución de fibrinógeno bovino al 
2% (Sigma) en NaCl 0.15 M se le agregaron 1.2, 2.5, 5 
ó 10  µg de veneno (cantidades expresadas en las calles 
correspondientes en el gel). Se incubaron a 37ºC durante 
3 h, tras lo cual se tomaron alícuotas que se estudiaron en 
condiciones reductoras por SDS-PAGE (geles al 10%). 
Como control se utilizó fibrinógeno bovino tratado en las 
mismas condiciones sin el agregado de veneno (primer 
calle a la izquierda), indicando las bandas α, β y γ. En 
la segunda calle a la izquierda se sembró el estándar de 
peso molecular (Bio Rad Pre Stained, Broad Range). Los 
valores de masa molecular de las proteínas estándar se 
indican a la derecha.

Fig. 3. Hidrolytic activity on bovine fibrinogen. SDS-
PAGE in reducing conditions of bovine fibrinogen incu-
bated with B. cotiara venom. Tubes containing 2 ml of 2% 
bovine fibrinogen (Sigma) in NaCl 0.15 M, were treated 
with 1.2, 2.5, 5 or 10 µg of venom (the amount is expressed 
in the lanes). Samples were incubated 3 h at 37ºC after 
which, aliquots were studied in reducing conditions by 
SDS-PAGE (10% Acrilamyde/bis-acriylamide). As control 
was used bovine fibrinogen in the same conditions without 
the addition of venom (first lane at the left) indicating the 
bands of α, β and γ fibrinogen chains. In the second lane 
are indicated the molecular weight markers (Bio Rad, Pre 
Stained, Broad Range), the mass of the molecular weight 
markers are indicated in the right. 

Fig. 4. ELISA de antivenenos frente al veneno de B. cotiara. 
Se evaluaron varios antivenenos para uso terapéutico en su 
reactividad inmunoquímica frente al veneno de B. cotiara. 
Se indica la absorbancia a 405 nm del logaritmo de las dilu-
ciones de cada antiveneno. AB: Antibotrópico del Instituto 
Butantan, Brasil;  BIV: Bivalente del INPB-ANLIS “Dr. 
Carlos G. Malbrán”, Argentina;  TTV: Tetravalente del 
INPB-ANLIS. “Dr. Carlos G. Malbrán”, Argentina; BIOL: 
Antiveneno polivalente Biol, Argentina; PROBIOL: antive-
neno polivalente de Probiol, Colombia;  SAP: Suero antio-
fídico polivalente del Centro de Biotecnología, Universidad 
Central, Venezuela. SNE: suero normal equino.

Fig. 4. ELISA of the different antivenoms against B. 
cotiara venom. The immunochemical reactivity of sev-
eral therapeutic antivenoms against B. cotiara venom was 
studied. Figure shows the absorbance at 405 nm of the 
log of the dilution of each antivenom. AB: Antibotrópico 
from Butantan Institute, Brazil;  BIV: Bivalente from 
INPB-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrán”, Argentina;  TTV: 
Tetravalente from INPB-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrán”, 
Argentina; BIOL: Antiveneno Polivalente Biol, Argentina; 
PROBIOL: polyvalent antivenom of Probiol, Colombia;  
SAP: Suero Antiofídico Polivalente from the Centro de 
Biotecnología, Universidad Central, Venezuela. SNE: nor-
mal equine serum.
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fueron neutralizadas bien por todos los antive-
nenos, si bien el BIV en orden de DE50 tuvo 
una potencia superior al 25 % respecto al TTV 
y de más del 50 % respecto al BIOL (Cuadro 
1). Los antivenenos BIV y TTV neutralizaron 
la actividad coagulante sobre plasma y sobre 
fibrinógeno en forma similar, mientras que el 
BIOL no fue efectivo con las dosis utilizadas 
para neutralizar la actividad trombina-símil y 
requirió más del doble de dosis para neutralizar 
la actividad procoagulante en plasma (Cuadro 
1). Los antivenenos BIV y TTV fueron mas 
efectivos que el BIOL en la neutralización de la 
actividad hemolítica con una DE50 cuatro veces 
más potente (p<0.05) (Cuadro 1).

DISCUSIÓN

Los perfiles cromatográfico y electrofo-
rético, así como las actividades biológicas 
de las diferentes fracciones cromatográficas, 

mostraron en líneas generales similitud a los 
descritos para los venenos de otras especies de 
Bothrops de la Argentina (de Roodt et al. 1996, 
2000, de Roodt 2002). 

Las principales actividades tóxicas tuvie-
ron potencias dentro de los rangos descritos 
para los venenos de Bothrops. Por ejemplo, 
la DL50 ip estuvo dentro de los valores de 
aquellas comunicadas para los venenos de las 
otras especies de este género en la Argentina, 
que oscilan entre 18 y 73 µg (de Roodt 2002) 
y para las de los venenos de otras especies de 
Bothrops de Sudamérica que oscilan entre 38 y 
230 µg (Sánchez et al. 1992), si bien su poten-
cia desfibrinogenante parecería ser de las más 
altas dentro de las halladas para estas serpientes 
(Sanchez et al. 1992, de Roodt 2002).

Dado que las mordeduras por Bothrops 
representan la mayoría de los casos de enve-
nenamientos por mordeduras de serpientes 
venenosas en Centro y Sudamérica, los antive-
nenos botrópicos son los más utilizados a nivel 

CUADRO 1
Resultado de los ensayos de neutralización del veneno de Bothrops cotiara utilizando tres antivenenos diferentes

TABLE 1
Results from the assays of neutralization capacity for three antivenoms on Bothrops cotiara venom

Suero1 Letalidad
(µl)

Hemorragia
(µl)

Necrosis
(µl)

Actividad 
Trombina-símil

(µl)

Actividad 
Coagulante en 

Plasma
(µl)

Hemólisis Indirecta
(µl)

BIV
10.29

(9.8-10.7)
1.29

(1.0-1.6)
1.14

(0.4-2.7)
100

20
4.6

(4.5-4.7)

TTV
7.59

(5.6-10.1)
1.75

(1.6-1.9)
1.71

(0.7-3.7)
100 20

4.6
(4.5-4.7)

BIOL
11.39

(9.7-13.4)
2.27

(1.5-3.4)
2.36

(1.3-4.0)
>200 50

20.2
(16.1-25.2)

1La potencia neutralizante de los antivenenos indica la capacidad neutralizante de cada antiveneno sobre letalidad, hemorra-
gia, necrosis en piel y potencia hemolítica indirecta del veneno. La potencia neutralizante está indicada como dosis efectiva 
media (DE50) en µl de antiveneno y se expresa como la media y el intervalo de confianza de 95% entre paréntesis. En la 
neutralización de las actividades coagulante y trombina símil, la dosis corresponde a la cantidad de antiveneno que inhibió 
la formación de coágulo por al menos 5 min.

1The neutralizing potency of the antivenoms indicates the neutralizing capacity of each antivenom on the lethality, hemor-
rhage, necotizing activity on skin and the indirect hemolytic activity of the venom from B. cotiara. The neutralizing potency 
is indicated as the median effective dose (ED50) expressed in µl of antivenom as the mean and the 95% confidence intervals 
(into brackets). The neutralization of the coagulant and thrombin like activity is indicated as the minimal dose of antivenom 
that inhibits the clot formation at least by 5 min and is expressed in µl.
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asistencial en estas regiones. Sin embargo, 
ninguno de los antivenenos disponibles en 
Sudamérica se produce utilizando en la mezcla 
inmunogénica el veneno de B. cotiara. Si bien 
la alta neutralización cruzada que confieren los 
antivenenos botrópicos es un hecho amplia-
mente conocido (Siles Villarroel et al. 1978/79, 
Dias Da Silva et al. 1989, de Roodt et al. 1997, 
1998, 1999, Bogarín et al. 2000), la capacidad 
neutralizante de las actividades tóxicas de los 
diferentes venenos por los antivenenos a ser 
utilizados terapéuticamente debe ser demos-
trada experimentalmente según las recomen-
daciones de la OMS (WHO 1981, Theakston 
y Reid 1983).

Todos los antivenenos estudiados mos-
traron una gran reactividad inmunoquímica 
frente a este veneno, independientemente de 
las mezclas inmunogénicas utilizadas para su 
producción y presentación farmacéutica. La 
potencia letal y las diferentes actividades tóxi-
cas fueron bien neutralizadas por los tres anti-
venenos estudiados, sin encontrarse diferencias 
importantes, con excepción de las observadas 
en las actividades coagulantes y fosfolipásica 
indirecta, ante las cuales el antiveneno BIOL 
fue menos efectivo. Si bien todos los antivene-
nos neutralizaron la actividad coagulante, los 
antibotrópicos se mostraron más potentes. El 
antiveneno TTV, desarrollado con el veneno 
de cuatro de las serpientes de Misiones, pre-
sentó una potencia neutralizante de la letalidad 
mayor y el BIV fue más efectivo en neutralizar 
las actividades hemorrágica y necrótica del 
veneno, si bien las dosis no fueron diferentes 
estadísticamente (Cuadro 1).

La hemorragia es una de las activida-
des tóxicas más importantes de los venenos 
botrópicos (Ferreira et al. 1992, de Roodt et 
al. 2003) y una de las manifestaciones clíni-
cas más frecuentes en estos envenenamientos 
(Silva Haad 1980/81, Otero et al. 1997, Ribeiro 
y Jorge 1997, Rodríguez Acosta et al. 2000). 
Los antivenenos se mostraron efectivos en la 
neutralización de la actividad hemorrágica, lo 
que indica la neutralización de las metaloprotei-
nasas (hemorraginas o reprolisinas) del veneno. 
Esto era de esperar dada la alta similitud entre 

las diferentes metaloproteinasas (Bjarnasson y 
Fox 1994) y al hecho de que para este veneno 
se han descrito componentes hemorrágicos 
(Pessatti et al. 1995) que presentan relación 
antigénica con la bothrojaragina de B. jararaca 
(Castro et al. 1999).

Otra característica destacada de los vene-
nos botrópicos es su capacidad para producir 
necrosis (Silva Haad 1980/81, Gutiérrez y 
Lomonte 1990, Ministerio de Saude 1999, 
Gutiérrez y Lomonte 2003) por acción conjunta 
de varios de sus componentes (Mebs y Ownby 
1990, Gutiérrez y Lomonte 1990, 2003). Las 
fosfolipasas de las Bothrops son citotóxicas 
y producen lesiones en células musculares y 
otros elementos celulares (Gutiérrez y Lomonte 
1995, Fletcher y Jiang 1998), mientras que las 
metaloproteinasas destruyen la matriz extra-
celular y vasos sanguíneos (Bjarnasson y Fox 
1994, Gutiérrez y Rucavado 2000). Por otro 
lado, la formación de trombos y émbolos 
producidos por los componentes que actúan 
sobre el sistema hemostático (Markland 1998) 
provocan alteraciones en la microcirculación 
que conducen conjuntamente con el daño a los 
vasos sanguíneos y la destrucción de la matriz 
extracelular, a procesos isquémicos responsa-
bles de fenómenos necróticos (Queiroz y Petta 
1984), por lo que la necrosis tisular puede pro-
ducirse tanto por acción directa como indirecta 
de los diferentes componentes de los venenos 
botrópicos (Gutiérrez y Lomonte 2003). Los 
antivenenos estudiados, mostraron ser capaces 
de neutralizar los componentes del veneno 
responsables de los procesos hemorrágicos, 
coagulantes, necróticos en piel y al menos a 
las fosfolipasas D49, con actividad enzimática 
(fosfolipasas A2 aspartato-49). Las fosfolipa-
sas responsables de los fenómenos necróticos 
provocados por los venenos de las Bothrops no 
necesariamente poseen alta actividad enzimáti-
ca. Como ejemplos de esto se puede mencionar 
el caso del veneno de B. alternatus que posee 
una fosfolipasa acídica con una actividad muy 
baja (Nisembon et al. 1986) o el de las fos-
folipasas K49 (fosfolipasas A2 lisina-49) que 
se encuentran en gran cantidad en muchas 
especies de Bothrops, que no poseen actividad 
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fosfolipásica (Gutiérrez y Lomonte 1995). Por 
este motivo, no necesariamente la actividad 
fosfolipásica tiene que relacionarse con la 
capacidad necrotizante de un veneno, aunque 
pueda tener intervención en esta.

Los antivenenos botrópicos fueron más 
eficientes que el BIOL en neutralizar la acti-
vidad hemolítica indirecta. Una de las posibles 
explicaciones de esto podría ser que los anti-
venenos botrópicos poseen mayor cantidad de 
anticuerpos contra fosfolipasas de venenos de 
Bothrops. El antiveneno botrópico-crotálico, en 
su mezcla inmunogénica posee no solo veneno 
de Bothrops sino también de C. d. terrificus, 
cuya fosfolipasa (crotoxina) aunque cruza inmu-
noquímicamente con las fosfolipasas de las 
Bothrops (de Roodt et al. 1998) es muy diferente 
a la mayoría de estas. Por otro lado, se describió 
una mejor neutralización de la actividad fosfoli-
pásica de los venenos botrópicos por los antive-
nenos específicos (Ferreira et al. 1992).

La información obtenida de los ensayos 
de neutralización es importante a nivel sani-
tario, dada la similitud en las formulaciones 
de los antivenenos disponibles en esa región. 
Independientemente de las proporciones de cada 
veneno, las mezclas inmunogénicas con las que 
se producen estos antivenenos son bastante simi-
lares, lo que indicaría que los mismos podrían 
ser útiles ante la mordedura de B. cotiara. 
Refuerza esto el hecho de que las potencias neu-
tralizantes del BIV, TTV y el AB, son bastante 
similares, independientemente de las diferencias 
en las proporciones de los venenos de sus mez-
clas inmunogénicas (de Roodt 2002).

Esta es la primera comunicación acerca de 
las actividades tóxicas del veneno de B. cotiara 
de la Argentina y de la capacidad neutralizante 
de los antivenenos utilizados para el tratamiento 
de los accidentes botrópicos en la región dónde 
se encuentra esta serpiente. Las evidencias expe-
rimentales indican la utilidad de los antivenenos 
botrópicos o botrópico-crotálicos sobre las acti-
vidades tóxicas del veneno de esta serpiente, de 
hallazgo mantenido aunque con baja frecuencia 
de aparición a lo largo de los años.

RESUMEN

Bothrops cotiara es una serpiente que se encuentra 
en la provincia de Misiones (Argentina), el Sur de Brasil y 
Paraguay. La información sobre las características clínicas 
de los accidentes por esta serpiente es muy escasa y existen 
pocos datos sobre su veneno y la capacidad neutralizante de 
las actividades tóxicas del mismo por antivenenos terapéu-
ticos. En este trabajo se estudiaron características bioquí-
micas, actividades tóxicas y la reactividad inmunoquímica 
del veneno de B. cotiara. Seis antivenenos anti Viperinos 
Sudamericanos fueron estudiados frente a este veneno por 
el método ELISA y se probó la capacidad neutralizante de 
tres de estos frente a las actividades hemorrágica, necroti-
zante, procoagulante, trombina-símil, hemolítica indirecta 
y la potencia letal de veneno de ejemplares de B. cotiara 
de la provincia de Misiones. Los patrones cromatográfi-
cos y electroforéticos mostraron características similares 
a los de otros venenos de Bothrops. Las actividades tóxi-
cas estuvieron dentro de los ámbitos descritos para los 
venenos botrópicos. Los seis antivenenos mostraron gran 
reactividad inmunoquímica por ELISA y las potencias 
neutralizantes de los tres estudiados fueron muy próxi-
mas para las actividades letal, hemorrágica, necrotizante, 
hemolítica indirecta, coagulante y trombina-símil. Los 
resultados de los estudios de neutralización indicarían 
que ante la mordedura de esta poco común especie de 
Bothrops, pueden usarse los diferentes tipos de antivene-
nos botrópicos o botrópico-crotálicos para uso terapéutico 
disponibles en esa región.

Palabras clave: víboras, Bothrops cotiara, toxicidad, anti-
veneno, neutralización. 
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