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Abstract: Liquid and lyophilized samples of Lachesis muta venom were stored at different temperatures and
for different periods of time, and analyzed by polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and immunoelectro-
phoresis. Only slight variations were evident when three pools of freeze-dried venom, that had been kept at
-30°C for several months were compared with fresh venom. These results suggest that L. mute venom is not

altered drastically when stored under these conditions.

El veneno de cascabel muda (Lachesis muta)
se utiliza en el Instituto Clodomiro Picado para
la produccién de suero antiofidico. A cada
serpiente se le extrae veneno cada quince dias,
los venenos colectados se mezclan y se almace-
nan por periodos hasta de 5 afios y su estabili-
dad debe garantizarse para poder obtener anti-
venenos eficaces para combatir las mordeduras
de serpiente (Schottler, 1951). Algunos autores
han propuesto recomendaciones generales para
el almacenamiento de venenos (Schottler, 1951,
Organizacién Mundial de la Salud, 1977;
Williemse y Hattingh, 1977;1979; 1980; World
Health Organization, 1981). Sin embargo, he-
mos intentado determinar las condiciones Opti-
mas para el almacenamiento de nuestros pro-
pios venenos, ya que la estabilidad del veneno
almacenado podria variar segin la especie de
serpiente.

El veneno se obtuvo de cinco ejemplares
adultos de Lachesis muta stenophrys (Instituto
Clodomiro Picado, Costa Rica) siguiendo el
procedimiento previamente descrito por
Williemse y Hattingh (1980). Los venenos fres-
cos se mezclaron y una muestra fue analizada
por electroforesis en gel de poliacrilamida. El
resto se dividid en cuatro alicuotas, dos de las
cuales se congelaron inmediatamente a -30 °C y
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se liofilizaron. Las otras dos se almacenaron en
forma liquida. Una muestra liquida y otra lio-
filizada fueron almacenadas a 4°C; las otras dos
se mantuvieron a -30°C.

Cada muestra se analiz6 mediante electro-
foresis por triplicado a los 1, 5, 8 y 15 dias
después de la extraccion del veneno. Tresy 6
meses mads tarde se hizo nuevamente electro-
foresis a cada una de las muestras en geles de
poliacrilamida al 7% (Sigma Chemical Co., St.
Louis, Mo., E.U.A.) utilizando un amortiguador
Tris-acido bérico-EDTA, pH 8.9. Todas las
muestras se corrieron siempre a una concentra-
cién de veneno de 25 mg/mly a 2,1 mA por gel
durante 4,5 hr en una cdmara para electro-
foresis Biichler (Fort Lee, N.J., EU.A.). Los
geles se tifieron con negro almidén 10B 1% en
acido acético al 7% y se lavaron con acido acé-
tico al S%. El experimento se repitié una vez
para corroborar los resultados.

A las cuatro muestras de veneno a una con-
centraciéon de 25 mg/ml se les hizo inmuno-
electroforesis después de seis meses de almace-
namiento utilizando geles de agarosa al 0,75%
(Division of Marine Colloids Inc., Rockland,
Maine, E.U.A.), en amortiguador de barbital,
pH 8,2 y fuerza idnica 0,1, utilizando una ca-
mara electroforética Biichler. El antisuero uti-
lizado fue el monovalente anti-laquésico prepa-
rado en el Instituto Clodomiro Picado inmuni-
zando caballos con veneno de L. muta liofili-
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Fig. 1. Electroforesis de veneno de L. muta en gel de
poliacrilamida después de seis meses de almacenamien-
to. (A) Veneno fresco; (B) y (C) veneno liquido al-
macenado a4 °Cy a-30 °C respectivamente; (D) y (E)
veneno liofilizado almacenado a 4 °C y a -30 °C res-
pectivamente. El veneno se utiliz6 a una concentracion
de 25 mg/ml en todos los casos.

zado y mantenido a -30 °C. Los geles se tifieron
con Ponceau S.

También se hizo electroforesis en geles de
poliacrilamida a tres lotes diferentes de veneno
de L. muta (Lotes 7-80, 5-79 y 2-79) que ha-
bian sido mantenidos liofilizados a -30 °C en
nuestro laboratorio por 7,25 y 25 meses, res-
pectivamente.

Al comparar las bandas de migracion electro-
forética de las diferentes muestras de veneno
almacenado con las del veneno fresco se obser-
vo leves diferencias en las bandas de migracion
anddica mads lenta (Fig. 1). Por otra parte, los
patrones de migraciéon de las muestras almace-
nadas son muy similares entre si. En inmuno-
electroforesis se observd pequeiias variaciones
en el niamero de bandas entre las diferentes
muestras almacenadas.

Al comparar mediante electroforesis los
diferentes lotes de veneno liofilizado mante-
nidos a -30 °C durante 7 y 25 meses con res-
pecto al veneno fresco, también se observd di-
ferencias en las bandas de migracion anddica
mads lenta (Fig.2).

Los venenos almacenados que se utilizan en
la inmunizacién de animales para la produccién
de antisueros deben ser tan similares como sea
posible al veneno fresco en sus propiedades

Fig. 2. Electroforesis en gel de poliacrilamida de ve-
neno de L. muta fresco (A) y veneno liofilizado Lote
2-79 (B), Lote 5-79 (C) y lote 7-80 (D). Se utilizd
venenos a una concentracion de 25 mg/ml.

antigénicas. Esto asegura una respuesta inmu-
noldgica eficiente, capaz de neutralizar el ma-
yor nimero de toxinas presentes del veneno.

Este trabajo muestra que hay pequefias va-
riaciones en el patron electroforético del vene-
no almacenado cuando se compara con el ve-
neno fresco, independientemente de las condi-
ciones de almacenamiento. Los resultados ob-
tenidos con el veneno de L. muta no muestran
diferencias drdsticas en los patrones electro-
foréticos, lo que sugiere que para el veneno de
L. muta el almacenamiento en forma liofilizada
bajo refrigeracion es adecuado segin recomien-
da la Organizacion Mundial de la Salud
(W.H.O., 1981). Esto contrasta con los resulta-
dos obtenidos por otros autores con veneno
liofilizado de Bitis arietans y Naja nivea
(Williemse y Hattingh, 1980). Sin embargo, se
puede lograr una demostraciéon mds eficaz de las
condiciones de almacenamiento mas apropiadas
para el veneno determinando si hay o no alte-
racion de sus actividades biologicas, ya que los
cambios en la movilidad electroforética y en los
patrones de precipitacion en inmunoelectro-
foresis sugieren pero no demuestran necesaria-
mente cambios en la actividad de las toxinas.
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