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Abstract: The effect of irradiation of the aqueous solution of L. m. muta venom was evaluated with thermic neutrons
from Uranium-235 employing doses of 1.61 10 5.19 Gray. The venom was examined for protein content by the Folin
Lowry Method modified by Stauffer; for acute toxicity by intraperitoneal route estimation in mice and for
immunochemical tests by the antigen-antibody reactions evaluation. Neutronic radiation affects all evaluated
parameters in venom (decrease in protein content levels, increase of LD50 values and decrease in the number of
precipitating antigen-antibody) as shown by immunodiffusion and immunoelectrophoresis.
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El envenenamiento ocasionado por la mor-
dedura de serpientes venenosas (ofidismo)
constituye un serio problema de salud en Amé-
rica, debido a la produccién de efectos y secue-
las locales entre los que se incluyen edema, he-
morragia y necrosis, que en algunos casos con-
ducen a incapacitacién fisica temporal y/o defi-
nitiva del sujeto envenenado, asi como por sus
efectos sistémicos, que pueden desencadenar la
muerte (Zavaleta 1990). Estos efectos se han
awibuido a la accién de componentes proteicos
presentes en los venenos, algunos de los cuales
poseen actividad enzimdtica asociada, respon-
sable de la hemorragia, necrosis muscular, he-
mdlisis y/o neurotoxicidad, considerdndose al
efecto letal del veneno como la resultante de la
accion de miiltiples factores presentes en los ve-
nenos. En el momento actual, el tratamiento de
eleccién para el ofidismo es la aplicacién paren-

teral del suero antiveneno especifico (Zavaleta
1990). Durante la segunda mitad de este siglo,
el empleo de las radiaciones ionizantes para fi-
nes no bélicos se ha incrementado, existiendo la
posibilidad de su utilizacién en la destoxifica-
cién de sustancias altamente t6xicas como los
venenos de serpiente, y la obtencién de vene-
noides, los que pudieran ser empleados como
antigenos en la fabricacién de sueros antiveneno
mas potentes (Sundaram et al. 1970, Lauhatira-
nanda & Ganthavorn 1970, Kankonfar & Gant-
havom 1975). Uno de los objetivos ideales de la
aplicacion de esta técnica seria lograr la desto-
xificacion selectiva de los venenos, tratando en
lo posible de no afectar grandemente las estruc-
turas asociadas a sus propiedades antigénicas.
Los efectos de la irradiacién de los venenos
ofidicos con YYCo (irradiacién de baja energia
lineal de transferencia) fueron estudiados pre-
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viamente por Sundaram et al. (1970), Lauhati-
rananda et al. (1970), Balvin & Rodriguez-Ta-
fur (1984) y Herrera et al. (1986), demostran-
dose que los venenos neurotdxicos de las ser-
pientes de la Familia Elapidae requieren altas
dosis de radiacién para su destoxificacion
mientras que los venenos de la Familia Viperi-
dae son mds sensibles y requieren de menores
dosis. No conocemos informes previos sobre la
aplicacion de radiacién neutrénica (radiacién
de alta energia lineal de transferencia) para des-
toxificacién de venenos, por lo que en este tra-
bajo estudiamos los efectos de dicha radiacion
generada por los neutrones térmicos de una
fuente de Uranio-235 sobre el contenido protéi-
co, la toxicidad aguda y algunos pardmetros in-
munoldgicos del veneno de la serpiente L. m.

muta. :

Se utiliz6é veneno desecado cristalizado
(contenido protéico: 74.4%) obtenido en el ser-
pentario del Instituto Nacional de Salud en Li-
ma, a partir de ejemplares adultos de L. m. mu-
ta (Alto Marafién, Amazonas, Perii). Para los
ensayos el veneno cristalizado fue reconstituido
a una concentracién inicial de 10 mg/ml (W/V)
con una sclucién de 0.85% NaCl; filtrado con
filros Millipore (0.22u) a 49C, y posteriormen-
te envasado en 6 frascos color caramelo. Cinco
de los viales fueron irradiados a temperatura
ambiente en el nicleo del reactor nuclear de
Potencia Cero (RP -0) a dosis de 1.61; 3.13;
3.71; 4.04 y 5.19 Gray de Uranio-235 respecti-
vamente. El sexto vial no se irradié y se empled
como testigo. El contenido protéico de cada
una de las muestras de veneno irradiado y con-
trol se determiné pre y post tratamiento, por el
método de Lowry modificado por Stauffer
(1975). La capacidad antigénica del veneno fue
evaluada empleando las técnicas de inmunodi-
fusidn radial en gel de Ouchterlony e inmunoe-
lectroforesis (Rose & Friedman 1980). Para las
pruebas inmunoldgicas se empleé Suero Anti-
lachésico Monovalente Lote 13 (1987), produ-
cido por el Instituto Nacional de Salud (Lima-
Pert, potencia neutralizante antiletal equivalen-
te a 2.5 mg/ml). Para la inmunodifusién se em-
pleé 1.2% Agarosa Tipo II-Low (Sigma S.
Louis, Misuri, E.U.A.) en agua destilada y buf-
fer fosfato salino (0.2M; pH 8.0), segiin la téc-
nica de Ouchterlony, empleando un pozo cen-
tral y 6 periféricos equidistantes. En el pozo
central se colocé el Suero Antilachésico Mono-
valente y en los restanies, el veneno control y

los venenos irradiados a una concentracién de
2.5 mg/ml, dejandose difundir las muestras du-
rante 48 horas a 4°C, procediéndose luego a la
tincién con 0.1% Coomassie Blue 250-R (Sig-
ma) seguida de decoloracion en una solucién
de 5:5:2 (v/v) metanol, agua destilada y 4cido
acético glacial. La inmunoelectroforesis se
efectué empleando 1.2% de Agarosa Tipo III-
high (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA) en buffer barbital sédico (0.2M; pH 8.6,
EI 0.05). (1.8 Amp x cm™, durante 3.5 horas).
Para la visualizacién de las bandas de inmuno-
precipitacion, se empled un procedimiento si-
milar al utilizado en la inmunodifusién.

La Dosis Letal 50% (DL50) del veneno con-
trol e irradiado se estimo por la via intraperito-
neal empleando el método de Probits (Finney
1971) y como pardmetros €l porcentaje de mor-
talidad a las 48 horas, y el logaritmo de 1a dosis
aplicada expresada en mg/kg ratdn.

La DLS50 del veneno control no irradiado fue
estimada en 17.9 mg/kg (limites fiduciales al
95% de 16.2 y 19.7 mg/kg). Los valores de la
DL50 se incrementaron progresivamente en el
rango de dosis de 1.71 a 3.71 Gray. Dosis ma-
yores no incrementaron el valor de la DL50.

El contenido protéico determinado mediante
la cuantificacion de la absorbancia producida
principalmente por los aminodcidos aromati-
cos, disminuy6é a medida que se increment6 la
dosis de radiacién aplicada al veneno (Fig.1).

En las pruebas de inmunodifusién e inmu-
noelectroforesis, el veneno no irradiado (testi-
go) presenté 8 y 13 bandas de precipitacion
respectivamente frente a su antiveneno homé-
logo. El mimero y el patrén de bandas de pre-
cipitacién no mostré variaciones en el veneno
irradiado a dosis menores a 3.71 Gy~. A dosis
mayores (4 y 5.19 Gy~) se observé la desapari-
cién de 2 bandas de precipitacién en la inmu-
nodifusion. (Cuadro 1). En la inmunoelectrofo-
resis hubo pérdida total de 2 bandas anédicas y
disminucién de intensidad en la tincién en
otras 2 bandas catddicas a las dosis de 4.04
Gy-, las que no se observaron a la dosis de
5.19 Gy (Cuadro 1).

Los efectos provocados por la accién de la
radiacidn ionizante sobre las proteinas a nivel
molecular son de 2 tipos: directos e indirectos. -
Los primeros se producen cuando una particula
atémica (electrén, fotén, protén o neutrén) pasa
a través de la sustancia produciendo una excita-
cién 6 ionizacién de la misma que puede pro-
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Fig. 1. Efectos de la radiaci6n neutrénica de U-235, sobre la toxicidad aguda y el contenido protéico del veneno de L. m.
muta. Las barras de la DLs() representan los limites fiduciales al 95% de confianza.

CUADRO 1

Efecto de la radiacién neutrénica de U-235 sobre la actividad antigénica del veneno de Lachesis muta muta.

Dosis de Numero de bandas de precipitacién
radiacién inmunodifusién inmunoelectroforesis
Gy)
0.00 8 13
1.61 8 13
3.13 8 13
3.71 8 13
4.04 6 11
5.19 6 9

vocar un cambio a nivel estructural al liberar
particulas atémicas 6 4tomos de la molécula; lo
cual provocaria un reordenamiento molecular.
El segundo efecto se produce cuando la sustan-
cia en estudio se encuentra en soluci6n acuosa
y ella no es la que absorbe directamente la
energia proveniente de la fuente radiactiva sino
que la recibe a través de otras moléculas como
son los radicales libres que reaccionan con los
grupos més superficiales de las moléculas pro-
téicas, siendo los efectos mas drasticos (Skalka
& Antoni 1970).

Aun cuando la radiacién neuwrénica del U-
235 logré destoxificar significativamente al ve-
neno de L. m. muta, los resultados obtenidos en
este trabajo demuestran la produccién simulta-
nea de alteraciones marcadas en los niveles de
proteinas cuantificadas como aminoécidos aro-
maticos asi como en sus propiedades inmuno-
precipitantes frente a su antiveneno especifico,
lo que sugiere la generacién de alteraciones es-
tructurales severas en las proteinas constituyen-
tes del veneno. Skalka & Antoni (1970) han
postulado que la aparicién de nuevos grupos
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carbonilo y amida asi como la formacién de
nuevos enlaces cruzados intra estructura protéi-
ca, 6 disturbios en los enlaces de hidrégeno
conllevarian a cambios en la conformacién es-
pacial de las proteinas, los que serian los res-
ponsables de la alteracion de las distintas acti-
vidades bioldgicas, entre ellas la reaccién Anti-
geno-Anticuerpo. A la luz de estos resultados
se hace necesaria la realizacién de mayores es-
tudios del veneno destoxificado mediante irra-
diacién neutrénica, a fin de evaluar su utilidad
como antigeno en la preparacion de sueros anti-
veneno.
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