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Abstract: The development of antibody response against phospholipase A, activity of Bothrops asper venom was studied
in a group of adult and healthy horses used in the production ofthe polyvalent antivenom at the Instituto Clodomiro Picado.
Simultaneously, the general condition of the animals during the immunization schedule was also studied. There was a great
individual variability in the immune response, although most of the horses studied reached the highest neutralizing titer
after injection of doses of venom of 30 mg and S0 mg. On the other hand, in horses that had been previously immunized
and were injected for a second immunization, the highest antibody titer was observed 16-22 days after inoculation. There
were only mild alterations in the general condition of the horses as a consequence of venom inoculation. However, local
abscesses, fistules and fibrosis were ohserved at the site of venom injection. On the basis of the conspicuous individual
variability observed, it is proposed that the immune response in horses used in the production of antivenom must be
evaluated on individual basis, instead of working with pools of seram samples.
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El suero antiofidico polivalente se produce en
Costa Rica desde 1967 para el tralamientode los
envenenamientos por mordeduras de serpientes
dela familia Viperidae (Bolafios & Cerdas 1980).
Laproduccidn de este antiveneno se iniciacon la
inmunizacion de caballos, a los que sc Ics inyecta
dosis crecientes de una mezcla de los venenos de
Bothrops asper, Lachesis mutay Crotalus duris-
sus mezclados con coadyuvantes (Bolafios &
Cerdas 1980).

Existen muy pocos estudios sobre el dcsa-
rrollo de la respuesta inmune en animales inocu-
lados con venenos para la produccién de sucros.
Mads aidn, no conocemos invcstigacioncs re-
lacionadas con lasalteraciones que produceen los
caballos la inmunizacidn con venenos de serpien-
tes. Recientemente, Gutiérrez et al. (1988) des-
cribieron una técnica de hemalisis indirccta cn
placa para cuantilicar el cfccto losfolipasa A, de
los venenos dc serpicnte. Al cstudiar estos au-
tores la capacidad dc los sucros antiofidicos para

neutralizar el efecto hemolitico indirecto y para
neuwalizar el efecto letal, observaron una ex-
celente correlacion entre la neutralizacion de
estos dos tipos de actividad. Dada la simplicidad
deesta técnica, el estudio del efecto neutralizante
de los sueros sobre el efecto hemolitico indirecto
podra usarse como un pardmetro para seguir el
desarrollo de la respuesta inmune en caballos ino-
culados con venenos.

Encl presente trabajo se invesligd la respuesta
de anticuerpos neutralizantes y las alteraciones en
el estado gencral cn un grupo de caballos utili-
zados en la produccidn del suero antiofidico poli-
valente en el Instituto Clodomiro Picado.

MATERIAL Y METODOS

Inmunizacién: Ocho caballos adultos (2 a 5 afios) sanos,
raza criolla, de ambos sexos, cuyo peso oscilé entre 450 y 560
Kg, que nunca habian sido inoculados con venenos, se
utilizaron enla primera parte del estudio. En dichos animales
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la condicién general y pardmetros clinicos de salud son
excelentes. Previo a la inmunizacién, los caballos se dejaron
en un periodo de adaptacién de dos meses y se sometieron a
un programa de control parasitario y de enfennedades infec-
totransmisibles. Los caballos fueron ademds evaluados
clinicamente en varias ocasiones antes de ingresar al pro-
grama de inmunizacién. La alimentacién de estos animales
consiste en pasto de corta picado (tipo “king grass”), henoy
una mezcla de alimento balanceado en polvo reforzado con
vitaminas y minerales en proporciones y calidades
especificas para equinos. Siete de los caballos fueron inocu-
lados con dosis crecientes de veneno, por via subcuténea, en
la porci6n dorsolateral de la regi6n costal y abdominal, segiin
el esquema de inmunizacién presentado en el Cuadro 1. El
otro caballo fue inoculado con dosis crecientes desde 0.5 mg
hasta 5.0 mg, al igual que los otros caballos. Sin embargo, a
partir de la dosis de 5.0 mg, se le administraron 8 dosis més
de 5.0 mg cada una, con un intervalo de 10 dias entre dosis.
Dada la similitud de los pesos de los caballos, la cantidad de
veneno a inocular no se ajusto al peso.

También se estudi6 la elevacién del titulo de anticuerpos
en un grupo adicional de 6 caballos gue habian sido previa-
mente inmunizados y sangrados y que se dejaron 45 dias en
reposo. A estos caballos se les inocul6 posterionnente una
unica dosis de 30 mg de la mezcla de venenos, en co-
adyuvante alginato de sodio. Con el fm de detenninar el dia
éptimo para la sangria, se tomaron muestras de 10 ml de
sangre cada dos dias durante 25 dias y se estudi6 la eleva-
cién en el titulo de anticuerpos. En todos los casos, los
animales fueron sangrados en horas de la mariana (8 am. a
10 a.m.).

Efecto neutralizante: Inmediatamente antes de cada
inoculacién de veneno, se sangré los caballos de la vena
yugular, separdndose luego el suero. Se estudi6 la neu-
tralizacién del efecto hemolitico indirecto mediante la
técnica de hemolisis radial en geles de agarosa descrita por
Gutiérrez ef al. (1988). Se efectuaron mezclas de suero y
veneno, a un volumen final constante, con el fin de obtener
varias razones suero/mg de veneno. Las mezclas se incu-
baron a 37 °C durante 30 min y luego se aplicé 15 pl de cada
mezcla en los onificios del gel. Los geles se incubarona 379C
durante 20 horas, midiéndose luego el didmetro de los halos
de hemélisis. La Dosis Efectiva 50% se definié como la
razén pl de suero/ mg de veneno en la que la actividad
hemolitica se redujo en un 50%. Para fines de claridad en la
representaci6n gréfica de los resultados, la capacidad neu-
tralizante se expres6 como 1/DE,_ X 10 3,

Alteraciones generales en los caballos: El estado gene-
ral del caballo se catalogé en ténninos semicuantitativos,
siguiendounaescalade 1,2,3,4y 5. El grado 1 corresponde
a estados tenninales o comatosos, con complicaciones secun-
darias severas por enfeninedades infecciosas o por problemas
derivados del uso de los venenos o de las sangrias de
produccién. El grado 2 corresponde a casos en los que se
evidencia hipotensién, hemorragias graves y choque cardio-
vascular, los cuales pucden ser tratados con éxito. El grado 3
corresponde a un estado general con alleraciones moderadas,
en tanto el grado 4 corresponde a un estado general muy
bueno, presentando sélo alteraciones leves. Finalmente, el
grado S se asigna a caballos con un estado general excelente.
También se observaron las alteraciones locales, en la regién
inoculada con veneno, sobretodo en lo referente al edema y

la presencia de abscesos, fibrosis y fistulas.

CUADRO 1

Esquema de inmunizacién wilizado para la produccién
del suero antiofidico polivalente

Dias Miligramos de veneno* Coadyuvante
0 0.5 Freund Completo
10 1 Alginato de sodio
20 1.5 Alginato de sodio
30 3 Alginato de sodio
40 5 Alginato de sodio
50 10 Alginato de sodio
60 15 Alginato de sodio
70 30 Freund Incompleto
90 30 Alginato de sodio
110 50+ Alginato de sodio

* Mezcla de partes iguales de los venenos de B. asper, C.
durisis y L. muta.

** Si no se ha alcanzado el titulo deseado se repetiri esta
dosis hasta alcanzarlo.

RESULTADOS

Tanto larespuesta de anticuerpos anti-fosfoli-
pasa A2 como las alteraciones en el estado gene-
ral de los caballos mostraron una gran variabili-
dad individual (Figs. 1,2). Los maximos titulos
alcanzados se observaron en las muestras reco-
lectadas después de la inoculacién de dosis de 30
mg y de 50 mg. Sinembargo, en el caballo N8
el titulo tuvo un ligero aumento en los puntos
finales de la inmunizacion, pese a que no se
utilizaron dosis superiores a 5 mg.

Con relacion al estado general de los caballos,
no hubo alteraciones significativas, determi-
nando las evaluaciones que la mayoria de ellos
estaban en condiciones muy buenas (grado 4) o
excelentes (grado 5). Sinembargo, el caballo
N¢ 3 llego a tener un estado general grado 3. Por
olra parte, lamayoriade los caballos inmunizados
desarrollaron abscesos, fistulas y fibrosis en el
sitio de inoculacién del veneno, los cuales se
observaron a partir del tercer mes del proceso de
inmunizacion.

Se estudi6 ademas la elevacion del titulo neu-
tralizante en caballos que habian permanecido en
descanso durante 45 dias  después de un proceso
deinmunizacién. Loscaballos fueron inoculados
con una dosis de refuerzo de 30 mg de veneno y
larespuesta inmune se estudié tomando muestras
de sangre cada dos dias durante un periodo de 22
dias. LaFig. 3 muestra estos resultados, en los
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Fig 1: Desarrollo del titulo de anticuerpos neutralizantes de
la actividad fosfolipasa A, en cuatro caballos utilizados en la
produccién del suero antiofidico polivalente. El esquemade
inmunizacién se presenta en el Cuadro 1. El tilulo se expresa
de la siguiente manera: 1/DE X 10°, donde la DE_ (Dosis
Efectiva 50%) se define como la razén pl de suerohng dc
veneno en la que la actividad hemolitica se redujo en un 50%.
(A) Caballos 1y 2; (B) Caballos 3 y 4.

que de nuevo se aprccia una gran variabilidad
individual. Sin embargo, se pucde obscrvar quc
los caballos elevaron rapidamente su titulo de
anticuerpos, llegandoa un maximo entrelos 16 y
los 22 dias.

DISCUSION

Tradicionalmente cl estudio dc la respuesta de
anticucrpos ncutralizantcs en caballos utilizados
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Fig 2: Desarrollo del titulo de anticuerpos neutralizantes de
la actividad fosfolipasa A, en cuatro caballos utilizados en la
produccién del suero antiofidico polivalente. El esquema de
inmnunizacién de los caballos 5, 6y 7 se presenta en el Cuadro
1. El esquema de inmunizacién del caballo 8 fue igual al
anterior hasta llegar a la dosis de 5 mg. A partir de ese
momento, los inéculos siguientes fuerontodos de 5 mg de la
mezcla de vencnos. Eltitulo se expresa como 1/DE, nX 105,
dondela DE, (Dosis Efectiva 50%) se define como la 1azén
ul suerofmg Je veneno en la que la actividad hemolitica se
redujo en un 50%. (A) Caballos 5 y 6; (B) Caballos 7y 8.

en la produccion del suero antiofidico se haefec-
tuado investigando la capacidad del suero equino
para neutralizar el efecto letal de un determinado
veneno (Bolafios & Cerdas 1980). Esta meto-
dologiatiene varios inconvenientes, por lo que se
hace necesario desarrollar técnicas alternativasin
vitro que permitan estudiar esta respuesta en
caballos individuales sin rcquerir ratones.



190 REVISTA DE BIOLOGIA TROPICAL

240 A

200 D/’\O

160

TITULO

120

TITULO

BIAS

Fig. 3: Desarrollo del titulo de anticuerpos neutsalizantes en
un grupo de 6 caballos que habian sido previamente inmuni-
zados y sangrados para la produccién del suero antiofidico.
Luego de un periodo de descanso de 45 dias, se les inoculé
una dosis de 30 mg de la mezcla de venenos y se estudié el
desarrollo del titulo, el cual se expresa como 1/ED sDX 105, 1al
y como se especifica en lasleyendas de las figuras anteriores.

Diversos grupos de investigadores han pro-
puesto técnicas in vitro, tales como la
hemaglutinacién pasiva (Boche & Russell 1968,
Khupulsup et al., 1981) y ELISA (Theakston &
Reid 1979). Recientemente, Gutiérrez et al.
(1988) describieron una técnica en placa muy
sensible para cuantificar la actividad hemolitica
indirecta de los venenos y para estudiar la ca-
pacidad neutralizante del suero. Al observarse
una correlacién altamente significativa entre la
neutralizacién del efecto letal del veneno de B.
asper y la neutralizacién del efecto hemolitico
indirecto, estos autores propusieron el uso de esta
técnica paraseguir el desarrollode larespuestade
anticuerpos neutralizantes en caballos.

En el presente trabajo se estudi6 este desa-
rrollo en 8 caballos que fueron inoculados con
veneno por primera vez y en 6 caballos quc
recibian dosis de refuerzo de veneno. Con res-

pecto al primer grupo, los datos indican, por un
lado, una gran variabilidad en la respuesta inicial
y, por otro, el hecho de que el mayor titulo se
obtuvo después de los 100 dias de iniciada la
inmunizacién, con dosis de veneno que oscilaron
entre 30 y SO mg. EI caballo que recibi6 dosis
méximas de 5 mg no desarroll6 una respuesta
muy elevada, aunque es dificil juzgar si esto se
debidalasbajas dosiso aunarespuestaindividual
insuficiente.

También se observé una variacién individual
muy evidente en los caballos que habian sido
inmunizados previamente y que habian estado en
reposo durante 45 dias previo a la inoculacién de
la dosis de refuerzo. En estos caballos se observé
un descenso muy répido del titulo neuwalizante
una vez que alcanzaron sus maximos niveles.
Ello plantea que, cuando se utilicen dosis de
refuerzo, se debe efectuar sangrias exploratorias
a los 10 dias, de tal manera que las sangrias de
produccién se efectien alrededor de 14 dias
después de la inoculacién. La gran variabilidad
observada en la respuesta de caballos inoculados
por primera vez demuestra la necesidad de eva-
luar individualmente el desarrollo del titulo neu-
tralizante. A raiz de estos resultados, en el Insti-
tuto Clodomiro Picado se efectian sangrias ex-
ploratorias de todos los caballos a partir de la
dosis de 10 mg de veneno.

Lainmunizacién con la mezcla de venenos de
Bothrops asper, Lachesismutay Crotalus duris-
sus produce algunas alteraciones moderadas en el
estado general de los caballos. En el pasado se
empleaban esquemas de inmunizacién que uti-
lizaban cantidades muy elevadas de venenos,
llegandose a inocular hasta 600 mg (Bolafios &
Cerdas 1980), con el consecuente deterioro en el
estado general del caballo. Sin embargo, en los
tilhimos aflos se ha reducido la cantidad de veneno
inoculado, empledndose dosis maximas de 50
mg. Ello ha traido como consecuencia que los
caballos no sufran alteraciones clinicas tan
drésticas, obteni¢ndose de todas maneras una
respuesta inmune adecuada.

Las alteraciones més frecuentes fueron de tipo
local, en el sitio de la inoculacién, y consistieron
en edema, abscesos, fistulas y fibrosis. Estos
efectos se deben probablementealaacciénde una
serie de toxinas de los venenos, las cuales son
responsables de producir mionecrosis, hemo-
rragia y edema locales (Gutiérrez et al. 1982,
1984). Por otra parte, dado que los venenos con-
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tienen una gran cantidad de bacterias (Arroyo,
Bolafios & Muiioz 1980), la formacién de absce-
sos puede deberse a las bacterias presentes en el
mismo veneno. Ello justifica el proceso de
esterilizacién del veneno mediante filtracién
previo a la mezcla con el coadyuvante para su
posterior inoculacién.
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RESUMEN

Seestudié el desarrollode larespuesta inmune
y las alteraciones en el estado general en un grupo
de ocho caballos adultos sanos utilizados en la
producciéndel sueroantiofidicopolivalente en el
Instituto Clodomiro Picado. Se obscrvé una gran
variacién individual cn la elevacién del titulo de
anticuerpos aunque, en términos generales, los
maximos titulos se alcanzaron lucgo de que se
inocularon las dosis de 30 mg y 50 mg de la
mezcla de venenos. Con respecto a caballos que
habian sido previamente utilizados en la
produccién de sueroy querccibicron una dosis de
refuerzo, el maximo titulo se obtuvo entre los 16
y 22 dias. Las inoculaciones de la meccla de
venenos indujeron alteraciones leves en el estado

general de los caballos. Sinembargo, la mayoria
de ellos desarrollaron abscesos, fistulas y fibrosis
enelsitiode inoculacién del veneno. Seconcluye
que, dada la gran variabilidad individual de los
caballos en lo que respecta a larespuesta inmune,
se hace necesaria su evaluaciénindividual, con el
finde seleccionar losanimales que produzcan una
respuesta satisfactoria.
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